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INTRODUCCION
1. MIXOBACTERIAS

[L.as mixobacterias son bacilos Gram-negativos, unicelulares, con los extremos
afilados o redondeados y que abundan en suelos y materia organica en descomposicion.

Presentan tres caracteristicas sobresalientes que las diferencian del resto de las

bacterias Gram-negativas:

Son capaces de hidrolizar una amplia variedad de macromoléculas insolubles, lo

que les confiere un especial interés desde el punto de vista de su papel en la naturaleza.

Los bacilos vegetativos se mueven por deslizamiento sobre la superficie de

sustratos solidos.

Son microorganismos de habitos sociales. Presentan dos ciclos alternantes,
uno de crecimiento vegetativo y otro de desarrollo. El ciclo vegetativo es simple.
Las células se multiplican por sucesivas divisiones binarias hasta que se produzca un
agotamiento de nutrientes o acumulaciéon de productos toxicos. El segundo ciclo, de
desarrollo, se da en las condiciones siguientes: una falta de nutrientes, presencia de

un sustrato soélido y una alta densidad celular.

El movimiento por deslizamiento es inusual y lo comparten con algunas otras
bacterias que, coloquialmente, son referidas como bacterias deslizantes. La tercera
caracteristica es unica entre los procariotas, y sin duda, esta relacionada con su alto
potencial morfogenético y su comportamiento social. Estas propiedades estan
relacionadas entre si y pueden justificarse por el comportamiento social y en la

ecologia de estos microorganismos (Reichenbach, 1984).

[ a taxonomia de las mixobacterias esta basada exclusivamente en caracteres
morfolégicos, como son la forma de las células vegetativas y de las mixosporas, la

estructura de los enjambres y la morfologia de los cuerpos fructificantes.

Por tanto, las mixobacterias han sido clasificadas tradicionalmente como un solo

orden (Myxobacterales) que junto con el orden Cytophagales constituyen las bacterias
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deslizantes. En 1992, la posicion filogenética de las mixobacterias, se establecio en
base a las secuencias del ARN ribosémico 16S (Oyaizu y Woese, 1985; Shimkets y
Woese, 1992).

Como puede verse en la figura 1, las mixobacterias estan asignadas a una rama
del grupo Proteobacteria (bacterias purpureas), la rama delta, junto con Bdellovibrioy
a las bacterias reductoras del azufre y sulfatos como parientes mas proximos, no

existiendo relacidn alguna con otras bacterias deslizantes (Shimkets, 1993).

Polyangium sp.
Polyangium cellulosum
Chondromyces apiculatus

Chondromyces crocatus

Nannocystis exedens

Stigmatella aurantiaca

Melittangium lichenicola

Corallococcus coralloides

= Myxococcus xanthus
Archangium gephyra

Angiococcus disciformis

b Cystobacter fuscus

S— e ISV, desulfuricans

Desulfosarcina variabilis

— ————— = — Bdellovibrio stolpii

10%

Figura 1. Arbol filogenético de las mixobacterias, establecido en base a estudios de

ARN. 16S. Dsv., Desulfovibrio. Shimkets, L. and C. R. Woese 1992.

1.1. ESTRUCTURA CELULAR

Las células de las mixobacterias son bacilos que presentan una morfologia de

aspecto cilindrico, con extremos redondeados o mas frecuentemente afilados que se
4
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multiplican por fisiéon binaria transversal. Las células se encuentran embebidas en un
mucilago mas o menos tenaz, constituyendo una colonia plana caracteristica que recibe
el nombre de "enjambre". En M. xanthus, el hidrolizado del polisacéarido extracelular
esta formado mayoritariamente a base de glucosa, galactosa, manosa y ramnosa
(Sutherland, 1979). A este mucilago se le han atribuido varias funciones, ninguna de las
cuales ha sido demostrada claramente: facilitar la adhesién de unas células a otras;
facilitar la adhesién a sustratos sélidos; suministrar proteccion frente a toxinas y
bacteriofagos, y, por ultimo, intervenir en el movimiento por deslizamiento. El
mucilago constituye la matriz en la que se encuentran inmersas las mixosporas en el

cuerpo fructificante (Dworkin, 1972).

Como el resto de las bacterias Gram negativas, las mixobacterias presentan una
membrana externa consistente en lipopolisacarido, proteinas y fosfolipidos. Las
mayores diferencias entre el lipopolisacarido de mixobacterias y el de las bacterias
entéricas son la ausencia de heptosa, la presencia de éacidos grasos ramificados de
niimero impar de 4tomos de carbono y, en algunas especies, la presencia de 3-O-metil-
D-xilosa (Rosenfelder ef al., 1974). Los monosacaridos varian de unas cepas a otras €
incluyen ribosa, manosa, galactosa, ramnosa, glucosa, glucosamina y galactosamina
(Sutherland & Smith, 1973). La membrana externa es menos densa que la
citoplasmatica debido a su alto contenido en fosfolipidos, constituyendo la

fosfatidiletanolamina el componente mayoritario con un 64% del total de fosfolipidos

(Orndorff & Dworkin, 1980).

El periplasma de M. xanthus contiene varias proteinas con actividad enzimatica:
desoxirribonucleasas, fosfatasas, entre otras. De otra parte, se han descrito algunas
proteinas implicadas en su movilidad. El choque osmotico libera dieciocho proteinas
mayoritarias y provoca una inmovilidad transitoria. Sin embargo, no se ha examinado si
estas proteinas son verdaderamente periplasmicas o, por el contrario, se encuentran en

transito a la membrana externa (Burchard, 1974).

El peptidoglucano es cualitativamente similar al de Escherichia coli, pero se

encuentra en cantidad relativamente baja, representando aproximadamente el 0,6% del




INTRODUCCION

peso seco de la célula (White er al., 1968). A diferencia del peptidoglucano de otras
bacterias Gram negativas, no se encuentra formando una capa continua sino que se
presenta como "paquetes" conectados por un material sensible a la tripsina y lauril
sulfato sodico, formado por polimeros de glicocola y serina (White ef al., 1968). El bajo
contenido en peptidoglucano y su especial disposicion puede estar en relacion con la
flexibilidad de estas células y con la capacidad de conversion en formas esféricas o

mixosporas (Kaiser ef al., 1979).

El peptidoglucano de M. xanthus se compone de acido glutamico, acido
diaminopimélico, alanina, glucosamina y acido muramico en una relacion molar de
1:1:1,7:0,75:0,75. A estos compuestos hay que afadir cantidades sustanciales de

olicina, serina y glucosa (White ef al., 1968)

En cuanto a la membrana plasmatica, €sta se ajusta al modelo general, aunque
los acidos grasos de sus fosfolipidos, frecuentemente insaturados, presentan
ramificaciones e hidroxilaciones en o o B (Schréoder & Reichenbach, 1970; Ware &
Dworkin, 1973; Fautz er al., 1979). El {fosfolipido mayoritario es Ila
fosfatidiletanolamina (60% del total). El perfil de proteinas es muy diferente al de la

membrana externa (Orndorff & Dworkin, 1980).

Se ha detectado la presencia de pigmentos de tipo carotenoide en la membrana
citoplasmatica de muchas mixobacterias. Estos compuestos son responsables, en parte,
de la coloracion de las colonias y de los cuerpos fructificantes, y parecen tener una
funcion fotoprotectora (Kleining et al., 1970; Reichenbach & Kleining, 1971; Kleining,
1972; Arias & Montoya, 1982).

Las mixobacterias presentan apéndices extracelulares de tipo fimbrias-pili de
localizacion polar, a las que se atribuye un papel importante en la adhesion de las
células en la comunidad, asi como en el movimiento coordinado de estas bacterias
(MacRae & McCurdy, 1975; Dobson et al., 1979; Kaiser, 1979). Se han obtenido
evidencias claras del papel de las fimbrias en el comportamiento social, ya que una

desfimbriacion mecanica no afecta al movimiento individual de las células (Rosenbluh

& Eisenbach, 1992).
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ILFORD FP4

Figura 2: Células vegetativas de M. xanthus observadas al microscopio

electronico de barrido. Imagen de arriba muestra las células con fimbrias.

A pesar de ello, su papel no esta del todo claro. Otros autores sugieren que las
fimbrias actian como sensores tactiles que indican la proximidad de otras c€lulas y que
seria la sefial para que las células sinteticen o exporten unos filamentos extracelulares
(Armnold & Shimkets, 1988a y b), referidos como fibrillas, que hacen que las c€lulas
permanezcan unidas durante su movimiento social (Behlamder & Dworkin, 1991).

Recientemente se las ha vuelto a relacionar con el movimiento (Wall & Kaiser, 1999).

Las fibrillas de naturaleza glucoproteica estan distribuidas alrededor de la

célula. Su tamaiio, de mas de 50 nm de longitud por 15 a 30 nm de didmetro, indica que

=

7
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son mucho mas largas y gruesas que las fimbrias. Estas fibrillas conectan unas células
con otras y representan las fuerzas cohesivas que mantienen a las c€lulas unidas en el

enjambre. Su formacién es dependiente de la densidad celular (Arnold & Shimkets,

1988Db).

Las mixobacterias presentan uno de los genomios cromosdmicos mas grandes
de los existentes en bacterias (Shimkets, 1990). En M. xanthus se ha demostrado que el
ogenomio posee un tamafio de 9554 Kpb (Chen ef al., 1990). Este exceso de ADN podria
tener que ver con funciones génicas relacionadas con su complejidad morfogenética y

de desarrollo.

Este tamano no esta relacionado con la formacidn de esporas, ya que B. subtilis,
una bacteria que forma endosporas, tiene un genomio similar al de E. coli, y presenta un

genomio muy por debajo del de las mixobacterias.

Otra caracteristica llamativa del genomio de las mixobacterias es su alto
contenido en G+C que oscila entre 67-71 moles por ciento. Esta elevada porcion de
bases G+C se cree ha sido desarrollada por las mixobacterias a lo largo de la evolucion
para protegerse de la luz ultravioleta solar, a la que, por vivir normalmente en la

superficie de los suelos, estdn muy expuestas (Yee & Inouye, 1984).

1.2. MOVILIDAD

LLas mixobacterias se mueven por deslizamiento sobre superficies solidas o en la

interfase aire-agua. Este movimiento deslizante es lento (1pum/min) comparado con la

velocidad de las bacterias flageladas (60um/min).

LLa movilidad por deslizamiento se requiere para los dos fascinantes procesos de
comportamiento social observados en estos microorganismos: la formacion de cuerpos
fructificantes y el proceso conocido como ondulacion u oleaje. Se trata de ondas
oscilantes y ritmicas de células que discurren a través de las capas celulares dispuestas

sobre una superficie solida.
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En M. xanthus, cada onda estd compuesta de una cresta de varias capas de
células con unas pocas células entre crestas. Shimkets y Kaiser (1982b) definieron las
ondas como acumulaciones con forma rigida de células orientadas moviéndose en una
forma sincronica y pulsante, y han demostrado claramente que el peptidoglucano

exogeno o una combinacion de sus subunidades induce ondulacion.

En M. xanthus, el deslizamiento es inducido por células bacterianas,
peptidoglucano, y algunos componentes del peptidoglucano: N-acetilglucosamina,
acido N-acetil muramico, meso-diaminopimélico y D-alanina (Shimkets & Kaiser,

1982a).

El mecanismo por el cual las bacterias deslizantes se mueven sobre superficies
s6lidas ha sido discutido durante muchos afios y no aclarado. Existen varias hipotesis,
como son la expulsién direccional de una sustancia mucosa (Jahn, 1924; Henrichsen,
1972; Ridgeway & Laewin, 1973); elementos tubulares contractiles existentes en el
citoplasma (Schmidt-Lorenz & Kiihlwein, 1968; Bisalputra ef al., 1975; Mac Rae &
McCurdy, 1975, 1976; Burchard et al., 1977); ondas de contraccion a lo largo de la
superficie celular (Doetsch & Hageage, 1968; Halfen & Castenholz, 1971; Henrichsen,
1972: Halfen, 1973; Humphrey et al., 1979); fimbriacién polar (MacRae & McCurdy,

1976); y excrecién de un material surfactante (Dworkin ef al., 1983; Keller ez al., 1983).

El estudio de diferentes mutantes del deslizamiento ha evidenciado la existencia
de dos sistemas de movilidad: el sistema A (de aventurero), que controla el
deslizamiento de las células individuales, y el sistema S (de social), que controla el
movimiento de grupos coordinados de células conocidos como enjambres (ver figura
2). Las células A'S" se deslizan individualmente y/o en grupos. Las c€lulas A'S" se
mueven en densos enjambres pero nunca individualmente; estos mutantes no pueden
realizar el fenomeno de ondulacién, aunque la mayoria de ellos si forman cuerpos
fructificantes (Rodriguez & Spormann, 1999). Y finalmente, las c€lulas A'S” se mueven

tan solo de manera individual; aproximadamente 2/3 de estos mutantes no fructifican ni

ondulan (Shimkets & Kaiser, 1982a; Yang et al, 1993).
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Figura 3: Diferentes fenotipos respecto al movimiento en M. xanthus. Cepa

salvaje A”S" y mutantes en movimiento social (S') y aventurero (4°). Tomado

de Hodgkin and Kaiser, 1979.

Dos caracteristicas que parecen estar reguladas por el sistema S, y que podrian
jugar un cierto papel en €l, son la cohesion celular y la presencia de pelos o fimbrias.
Todas las células S™ poseen pelos y aglutinan en medio liquido, pero no las S’. Parece,
por tanto, que la capacidad de las células para adherirse puede tener un profundo efecto
sobre el comportamiento celular (Kaiser, 1979). De hecho, los pili tipo IV, que parecen
estar involucrados en el movimiento social de M. xanthus, son los que median el
movimiento de bacterias sobre superficies sin mediacion de flagelos, produciendo el
movimiento “twitching” en organismos como Pseudomonas aeruginosa o Neisseria
gonorrhoeae (Wall & Kaiser, 1999). Ademas, el gen sg/ ha mostrado codificar un
homologo a la secretina necesaria para la biogénesis de este tipo de pili (Wall et al,

1999).

Ademas de los loci de los sistemas A y S, se ha identificado otro que bloquea
completamente la motilidad cuando muta (Stephens & Kaiser, 1987). Este locus se ha
denominado mgl y contiene dos marcos abiertos de lectura, mgi4 y mgiB. (Stephens et

al., 1989). La mayoria de las mutaciones que bloquean la movilidad se localizan en el
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oen mglA. Este gen codifica para una proteina de 22 kD que muestra una gran similitud
a proteinas de unién a GTP. El gen mglB, por su parte, codifica para una proteina

similar a la calmodulina (Hartzell & Kaiser 1991 ay b).

Otros genes involucrados en el movimiento de M. xanthus son los llamados frz
(de frizzy) que controlan el cambio de sentido del movimiento de las células (Blackhart
& Zusman, 1985 a y b). Los mutantes fiz son moviles, pero han perdido el control del
movimiento y cuando las células se agregan durante el ciclo de desarrollo no originan
cuerpos fructificantes sino filamentos ziz-zagueantes. Hay 6 genes frz, denominados
firzd, B, C, D, E, F'y G, cinco de los cuales muestran gran homologia con los genes de
quimiotaxis en bacterias entéricas. El estudio de la frecuencia en el cambio de direccion

ha sido estudiado también en otros mutantes (Spormann & Kaiser, 1999).

Por otra parte, se ha observado que las células de S. aurantiaca no aglutinan con

células de M. xanthus, lo que sugiere algun tipo de especificidad en la cohesion celular

(Qualls & White, 1982).

1.3. NUTRICION Y METABOLISMO

Es conocido desde hace mucho tiempo que las mixobacterias degradan y se
alimentan de materia organica insoluble presente en el medio ambiente, como son
proteinas desnaturalizadas, fragmentos de células y microorganismos vivos 0 muertos,
tales como actinomicetos, cianobacterias, levaduras y hongos filamentosos; incluso se
ha informado de la lisis de nematodos por algunas especies de Sorangium (Katznelson
et al., 1964). Esta actividad litica es debida a la produccion de una amplia variedad de

enzimas capaces de romper las paredes celulares (Rosenberg & Varon, 1984).

Las enzimas liticas de la pared celular encontradas en mixobacterias pueden

dividirse en cuatro grupos:

a.-  Muramidasas, que escinden la unién 1-4 entre el acido muramico y la

glucosamina (Harcke ef al., 1971, 1972).
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b.-  Glucosaminidasas, que escinden la union 1-4 entre la glucosa y el acido
muramico (Hart & Zahler, 1966; Sudo & Dworkin, 1972; Haska, 1974).

c.-  Amidasas, que rompen las uniones amida entre el 4cido muramico y el
residuo alanil del extremo N-terminal de las cadenas peptidicas (Katz &
Strominger, 1967; Tsai ef al., 1965; Sudo & Dworkin, 1972).

d.-  Peptidasas, que hidrolizan las uniones peptidicas en los polipéptidos de

union (Tipper ef al., 1967).

Los tres primeros tipos rompen enlaces altamente especificos de la pared
celular, mientras que las peptidasas pueden actuar también sobre otros polipéptidos

distintos del peptidoglucano.

[as enzimas proteoliticas juegan un papel muy importante en la bacteriolisis,
ademas de ser responsables del crecimiento de las mixobacterias a expensas de muy
diversos tipos de proteinas. Son numerosas las enzimas de este tipo que han sido

caracterizadas y en algunos casos purificadas.

La mayoria de las mixobacterias, con excepcion de las celuloliticas, usan
aminoacidos como fuente de carbono, nitrogeno y energia, y poseen vias metabodlicas

para oxidar dichos compuestos.

De otra parte, ha sido detectada la presencia de fosfatasas acidas y alcalinas,
extracelulares y periplasmicas, en M. xanthus (Nicaud et al., 1984) y en M. coralloides
D (Gonzélez et al., 1987), asi como en otras mixobacterias (Mufioz ef al., 1989). En M.
coralloides D la producciéon de fosfatasa acida y alcalina es constitutiva,

independientemente de la presencia de fosfato en el medio (Gonzalez ef al., 1989).

Por lo que respecta a la hidrolisis de acidos nucleicos, la utilizacion del ADN
por mixobacterias fue ya descrita por Finck en 1950. Posteriormente Noren (1955)
detectd actividad desoxirribonucleasa y ribonucledsica en varias mixobacterias, €
incluso observd crecimiento de las mismas en medios suplementados con ADN y ARN
como unicas fuentes de carbono y nitrégeno; esto ultimo, sin embargo, fue negado por

Loebeck y Klein (1956). Estudios mas recientes (Mayer & Reichenbach, 1978) indican

12



INTRODUCCION

que si bien una gran variedad de mixobacterias sintetizan abundantes nucleasas de

restriccion, la localizacion de las mismas es en el espacio periplasmico y, por tanto, no

se segregan.

Otra actividad enzimatica tipica de las mixobacterias es la lipasica. Ruiz-
Rodriguez (1980) encontré dos sistemas enzimaticos con actividad lipasica en M.

xanthus, uno de ellos extracelular y otro unido a estructuras celulares.

Por ultimo, las mixobacterias presentan capacidad hidrolitica frente a muy
diversos tipos de polisacaridos que, aunque muy mal estudiada, es muy amplia, ya que
abarca desde celulasas a amilasas y enzimas que degradan polisacaridos complejos
presentes en la pared celular de las bacterias, levaduras y hongos filamentosos

(Solntseva, 1940 y 1941; Beebe, 1943; Noren, 1955; McCurdy, 1969; Irschik &
Reichenbach, 1985; Reichenbach, 1986).

Aparte de las enzimas citadas, también se ha atribuido un papel en la lisis de
otros microorganismos a los antibidticos y bacteriocinas producidas por las
mixobacterias, en el sentido de que su accion podria ser un paso previo a la lisis por las
enzimas extracelulares. Son numerosas las mixobacterias productoras de antibioticos,
en contraste con las productoras de bacteriocinas. Los antibidticos producidos por
mixobacterias son, en general, sustancias de bajo peso molecular, estructura quimica
compleja, mecanismo de accion variado y un amplio espectro antimicrobiano
(Reichenbach, 1986). Las bacteriocinas, sin embargo, sélo se han descrito en cuatro
especies de mixobacterias: M. xanthus (McCurdy & MacRae, 1974), M. fulvus (Hirsch,
1977), M. virescens (Brown et al., 1976) y M. coralloides D (Mufoz et al., 1984), s

bien posiblemente sea un fendmeno general.

Al parecer los azucares no son utilizados por las especies bacterioliticas, aunque
sorprendentemente utilizan polisacaridos, incluido el almidon. En M. coralloides D se
ha encontrado la produccién de una o-amilasa extracelular inducible por almidon
(Farez-Vidal et al., 1992). La maxima actividad se produce durante el crecimiento
vegetativo, reduciéndose progresivamente durante el ciclo de desarrollo hasta

desaparecer, coincidiendo con la formacion de las mixdsporas; en la germinacion de las
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mixdsporas se observa un incremento progresivo de dicha actividad (Farez-Vidal et al.,

1990).

En relacion con las enzimas de la via glucolitica, que en estas bacterias parece
funcionar en sentido inverso, se ha detectado en M. xanthus la presencia de una
hexoquinasa dependiente de pirofosfato y no de ATP (Shimkets, 1984).Se han
detectado en M. xanthus todas las enzimas necesarias para el ciclo de los acidos
tricarboxilicos, asi como los del ciclo del glioxalato, observandose que este ultimo

incrementa su actividad durante la esporulacion (Shimkets, 1984).

Finalmente, y a pesar de que en M. xanthus los aminoacidos sirven como fuente
de carbono, nitrégeno y energia, se conoce muy poco sobre el metabolismo
intermediario de estos compuestos. La familia del aspartico y la aspartato-quinasa
parecen jugar un papel en el control del desarrollo. La metionina requiere para su
sintesis una fuente exogena de vitamina Bj; (Bretscher & Kaiser,. 1978). Los
aminoacidos ramificados (leucina, isoleucina y valina) deben ser aportados como
nutrientes (Umbager, 1978); mientras que los aminoacidos aromaticos (fenilalanina,
tirosina y triptéfano) pueden ser sintetizados por la propia bacteria (Bretscher & Kaiser,
1978). El estudio de las numerosas actividades transaminasas y deshidrogenasas ligadas
al metabolismo de los aminoacidos no ha pasado, en la mayoria de los casos, de su

deteccion en extractos celulares (Shimkets, 1984).

1.4. CICLOS DE VIDA

La caracteristica general mas sobresaliente de las mixobacterias es su alto
potencial morfogenético, el cual tiene lugar a dos niveles: una morfogénesis
cooperativa, que conduce a la formacion de cuerpos fructificantes por la accion de
cientos de miles de células, y una morfogénesis celular, mediante la cual las células
vegetativas sufren una serie de cambios que conducen a la aparicion de células de
reposo, denominadas mixodsporas, que se localizan en el interior de los cuerpos

fructificantes.
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Las mixobacterias pueden presentar dos ciclos de vida muy diferentes entre s
un ciclo de desarrollo o fructificaciéon y un ciclo vegetativo (fig. 3). El primero conduce
a la aparicion de los cuerpos fructificantes y mixosporas. El inicio de este ciclo de
desarrollo estad intimamente relacionado con los factores nutricionales del medio,
disparandose en respuesta a una deficiencia nutricional (Manoil & Kaiser, 1980a). El

segundo, es muy simple; tras sucesivas divisiones binarias, en medios solidos, se

produce una expansion del enjambre, mientras que en medios liquidos y, supuesto un
crecimiento disperso, conduce a un aumento de la densidad celular del cultivo. Este
crecimiento vegetativo se mantiene siempre que el medio contenga abundancia de
nutrientes.
Germinacion
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Figura 4: Ciclo de vida de la mixobacterias. 1-Cystobacter, 2-Stigmatella,
3-M. coralloides y 4- M. xanthus. (Arias y Montoya, 1990).
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Cuando las mixobacterias crecen de manera dispersa en medios liquidos,
muestran una intensa autolisis. Asi, en estos cultivos, tras la fase de crecimiento
exponencial, entran en una corta fase estacionaria que se continia con una lisis
espontanea que practicamente lleva a la muerte de todas las cé€lulas del cultivo. Este
fendmeno ha sido descrito en M. xanthus (Mason & Powelson, 1958), M. virescens
(Haskd & Stahl, 1971) y M. coralloides D (Fernandez-Vivas et al., 1983). Es en esta
ultima mixobacteria en donde se han llevado a cabo la mayoria de los estudios sobre

autolisis vegetativa.

far

D0 {B50 manj

BG EEEh 203
Thearpo (horas)

Figura 5: Curva de crecimiento de M. xanthus en medio de cultivo CT.

La composicion del medio de cultivo influye poderosamente sobre la autolisis;
en general, todos los factores que permiten alcanzar mas rapidamente altas densidades
celulares, hacen que los cultivos entren mas tempranamente en fase de autolisis (Arias
& Montoya, 1982). Por el contrario, aquellos que influyen negativamente sobre el

crecimiento, retrasan el comienzo de la autolisis (Benhamu ef al., 1979).

Estos hechos fueron explicados en base a un posible fenomeno de
cooperatividad celular; para que se disparara la autolisis era necesario que los cultivos
superaran un nivel critico de densidad celular y el proceso era mas rapido cuanto mayor
era la concentracion de células alcanzada. Para explicar el mecanismo por el que se
llevaria a cabo dicho fendmeno de cooperatividad celular, se encontraron evidencias de

que la autolisis es disparada por un factor activador que es liberado al medio durante la
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fase de crecimiento exponencial y que cuando alcanza una concentracion critica activa
las enzimas autoliticas (Arias et al., 1983). De otra parte, el fostato inorganico tiene una

marcada influencia sobre la autolisis; asi, concentraciones de ortofosfato de 40 mM

inhiben totalmente el proceso (Fernandez- Vivas et al., 1983).

En cuanto al ciclo de desarrollo, éste viene condicionado por la existencia de
unas sefiales intracelulares que detectarian el déficit nutricional y causarian la secrecion

de una/s sefial/es intracelular/es que sincronizarian la respuesta de la poblacion como un

todo.

La privacion parcial de los aminoacidos necesarios para el crecimiento
vegetativo (alanina, valina, leucina e isoleucina), induce rapidamente el ciclo de
desarrollo (Manoil y Kaiser, 1980b; Bretscher & Kaiser, 1978). De igual forma, la
" carencia de otros aminoacidos no esenciales, de una fuente de carbono y energia

(piruvato) y de fosfatos inorgéanicos, también disparan dicho proceso (Manoil &

Kaiser, 1980Db).

Muchos aminodacidos de la familia del aspartico ejercen un fuerte control sobre
la iniciacién del ciclo de desarrollo; asi, los aminoacidos que modifican la actividad de
la aspartatoquinasa, in vitro, afectan a la formacion de los cuerpos fructificantes. De
este modo, los aminoacidos que producen una estimulacion de la aspartatoquinasa
inhiben el desarrollo de células con carencia nutricional, entre ellos podemos citar la
metionina y la isoleucina (Filer ef al., 1973; Shabtai et al., 1975; Rosenberg et al., 1973
Campos & Zusman, 1975). Por otro lado los inhibidores de la actividad
aspartatoquinasa, tales como treonina y mesodiaminopimélico, inducen el desarrollo de

células sin carencia nutricional (Shabtai et al., 1975; Rosenberg et al., 1973; Campos &

Zusman, 1975).

[.a naturaleza de las sefales implicadas en la deteccion de los niveles de
aminoacidos e iniciacion del desarrollo permanece sin ser aclarada, habiéndose
relacionado con la respuesta estricta y sus mediadores (Manoil & Kaiser, 1980a y

1980b), con la familia de aminoacidos del aspartico y la aspartatoquinasa, (Rosenberg
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et al., 1973) y con compuestos derivados de la adenina y de nucleotidos ciclicos

(Campos & Zusman, 1975; Manoil & Kaiser, 1980c; Passador & McCurdy, 1985).

Para la agregacion, ademas de la iniciacion, son requeridos otros factores: la
presencia de una superficie sélida, una densidad celular alta y, en algunas especies, la

luz.

La luz no estimula el desarrollo de M. xanthus. En este caso las experiencias
sugieren que la adenina es la sefial mayoritaria, aunque no la unica, para la agregacion.

Esta sefial es especifica para la agregacidén y no actiia sobre la esporulacion (Shimkets

& Dworkin, 1981).

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

agregacion y esporulacion.

Una vez cumplidos estos requisitos, las células empiezan a deslizarse hacia
puntos concretos, normalmente formando oleadas. En esos puntos de atraccion se
originan unos agregados que van creciendo de tamafio hasta constituir el cuerpo
fructificante maduro. El tamafo de las células es de 5-10 um, mientras que el cuerpo
fructificante en ocasiones puede ser de varios cientos de micras, por tanto la formacion

de este cuerpo fructificante supone una notable empresa para estos microorganismos.

La morfologia de los cuerpos fructificantes varia segin los distintos géneros.
Los mas sencillos, formados por especies del género Myxococcus, son monticulos
esféricos o algo alargados, a veces con un tallo corto, de consistencia blanda y mucosa
(Fig. 5). En otros géneros, como Stigmatella, los cuerpos fructificantes son mas
complejos, y constan de un pedunculo del que salen varios esporangiolos con una pared
dura. En el caso de Chondromyces el pedunculo es ramificado y cada rama termina en

un racimo de esporangiolos.
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Mpyxococcus fulvus  Myxococcus stipitatus Stigmatella aurantiaca

Figura 6: Fotos de cuerpos fructificantes de diferentes mixobacterias

(Cortesia de Hans Reinchenbach, Braunschweig, Alemania)

[Las células sufren una serie de cambios morfologicos, estructurales y
bioquimicos que conducen a la formacién de mixosporas. A diferencia de las
endosporas clasicas que son formadas de novo, las mixdsporas son formadas a partir de
la transformacion de la célula vegetativa completa. Ademas, aunque son algo mas

resistentes que las células vegetativas a las condiciones ambientales adversas, 1o son

mucho menos que las endosporas.

Figura 7: Mixdspora madura de M. xanthus observada con el microscopio

electronico de transmision.
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Una importante propiedad de las mixdsporas es la resistencia a la desecacion.
Esta resistencia tiene una gran significacion ecolégica, porque las mixobacterias viven
frecuentemente en medios ambientes que periédicamente se vuelven secos durante la

¢poca de sequia.

La germinacion de las mixdsporas (provenientes de los cuerpos fructificantes o
inducidas artificialmente) ocurre cuando son colocadas en un medio rico, por lo que se
cree que algunos nutrientes del medio deben actuar como sefial para el

desencadenamiento del proceso.

El hecho de que no aparezcan cuerpos fructificantes en rﬁedio liquido se debe a
que las mixobacterias no pueden moverse en dichos medios, lo que impide que se
concentren en puntos concretos. En cuanto a la densidad celular, la explicacion parece
estar en la necesidad de una distancia critica entre célula y célula. Cuando se supera

dicha distancia se dificulta la comunicacién intercelular y no se produce agregacion.

El complejo ciclo de desarrollo de las mixobacterias ha sido objeto de
especulacion durante mucho tiempo, y se ha llegado a la conclusidén de que su funcion
es asegurar el inicio de un nuevo ciclo a partir de una comunidad y no de una c€lula

aislada. En este sentido, los cuerpos fructificantes serian colonias en reposo.

La explicacion a que el ciclo se inicie con una comunidad podria ser que las
mixobacterias viven en ambientes en los que existen macromoléculas en degradacion.
Para que una célula aislada pueda captar nutrientes tendra que producir enzimas de
varios tipos y excretarlos al exterior. Dichas enzimas difundiran por el medio y, a una
distancia determinada de la bacteria productora, encontraran un sustrato adecuado para
digerir. Los nutrientes resultantes de esta digestion difundiran de manera radial, por lo
que solo una pequefia parte de ellos llegaran a la célula productora de las enzimas,

siendo obviamente insuficientes para garantizar el crecimiento de dicha célula.
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Si partimos de una comunidad de células, la produccion de enzimas sera mucho
mas alta, lo que implicara una mayor y mas rapida degradacion de macromoléculas del
medio y, en consecuencia, una mayor disponibilidad de nutrientes. De esta forma cada

célula tendra acceso a los nutrientes liberados por actividad de toda la comunidad.

Mientras en el medio existan los nutrientes necesarios para garantizar el
desarrollo vegetativo, este se mantendra en Optimas condiciones. Si se produce un

agotamiento de los nutrientes se disparara de nuevo el ciclo de desarrollo.

Ademas del alto potencial de produccion de enzimas hidroliticas, las c€lulas de
mixobacterias cuentan con un movimiento por deslizamiento, ante cualquier opcion de
desarrollo. Asi, durante el crecimiento vegetativo la atencion de la colonia esta enfocada
hacia el movimiento y busqueda de presas microbianas para su hidrélisis. La ausencia
de tal fuente dispara el ciclo de desarrollo. Entonces los miembros de la colonia se
deslizan hacia puntos de agregacion, construyen los cuerpos fructificantes en cuyo

interior se diferencian hasta la formacidén de mixosporas.

De otra parte, el ciclo de desarrollo conlleva el sacrificio de la mayor parte de
las células de la comunidad inicial, con el claro objetivo de que unas pocas se puedan

convertir en esporas y sobrevivir, al germinar, cuando los nutrientes vuelvan a estar

disponibles.

En este sentido, un hecho muy destacado en el proceso de esporulacion es la
autolisis del 80 % aproximadamente de las células agregadas, de forma que solo un 20
% llegan a formar mixoésporas (Wireman & Dworkin, 1975 y 1977). Esta autolisis
masiva parece ser que estd ligada al programa de desarrollo, ya que los mutantes SpoC,
que no muestran autolisis, no esporulan; la estimulacién en estos mutantes de la
esporulacion se traduce paralelamente en unos niveles normales de autolisis (Shimkets
& Kaiser, 1982b). Wireman & Dworkin (1977) han formulado la hipétesis de que, dado
que el desarrollo supone un estado de inanicion, la muerte y la lisis de la mayor parte de
las células tiene por objeto suministrar a los supervivientes suficientes nutrientes para

esporular. Esto podria ser considerado, desde un punto de vista socio biologico, como
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un caso de altruismo por parte de la poblacién que se sacrifica; aunque también cabe

considerarlo como un caso de "canibalismo" por parte de la poblacion superviviente.

Otra teoria mantiene que algunos de los productos liberados en la lisis podrian
actuar como sefales quimicas que inducirian la esporulacion. Los resultados obtenidos
por Shimkets y Kaiser (1982a) apoyan esta hipotesis, ya que pudieron comprobar que
los componentes del peptidoglucano son capaces de inducir la esporulacion en mutantes

SpoC.

Como en el caso anterior, esta ultima hipotesis también considera la autolisis
como un fendmeno de cooperacion entre las células de la poblacion; sin embargo, hay
que tener en cuenta que las células esporulantes que estan sujetas a morfogénesis son
osmoticamente delicadas y, por tanto, estdn expuestas a la lisis, que podria representar
solo un fracaso en el intento de esporular, con poco o ningun papel en el desarrollo
(Zusman, 1984). Este proceso de desarrollo supone un gran esfuerzo energético que,

parece ser, es suplido por la lisis de los miembros de la comunidad.

1.4.1. Factores implicados en el Ciclo de desarrollo.

[La alimentacion cooperativa y el desarrollo de las mixobacterias requieren la
coordinacion de muchas células. Esta coordinacion es posible gracias al intercambio de
varias sefiales intercelulares. Se han aislado cinco tipos diferentes de mutantes
defectivos de sefiales (Hagen er al. 1978, Downard et al., 1993). Estos mutantes son
incapaces de esporular cuando crecen solos pero pueden ser rescatados afiadiendo
células salvajes o células de otro grupo de complementacion. Los mutantes han sido
denominados asg, bsg, csg, dsg y esg, y las sefiales celulares de las que dependen son
los factores A, B, C, D y E, respectivamente (A, B, C, D y E signal gene = asg, bsg,
csg, dsg y esg). Los factores A y B actuan al principio del desarrollo mientras que los
factores D y C acttian a las 4 y 6 horas del agotamiento de nutrientes, respectivamente.
La sefial A es la que mas temprano actia de las cinco sefales, ya que es producida
cuando las células detectan un agotamiento de nutrientes y posteriormente actua como

un sensor de la densidad celular. Por ultimo, la sefial E se hace notar entre las 6 y 12

horas del inicio del desarrollo (Shimkets, 1999), (ver tabla 1)
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Tabla 1: Momento de actuacion de las seniales implicadas en el ciclo de

desarrollo de M. xanthus.

Sefiales | Momento de actuacion
A [nicio del desarrollo. Detecta el agotamiento de nutrientes
B Inicio del desarrollo
C A las 6 horas del comienzo del desarrollo
D A las 4 horas del comienzo del desarrollo
B Entre las 6 y 12 horas del comienzo del desarrollo

El factor A fue purificado y resultd estar constituido por dos actividades
diferentes, una resistente al calor y dializable, y la otra sensible y no dializable (Kuspa
et al., 1992, Plamann et al., 1992). El factor A sensible al calor fue identificado como
una mezcla de proteinas con diferentes actividades proteoliticas, mientras que el

resistente fue identificado como una mezcla de aminoacidos y pequefios péptidos.

Estos resultados indican que la sefial A deben ser los péptidos y aminoacidos
liberados por la accién de proteasas celulares. El producto del gen asgA es una proteina
quinasa en histidina que consiste en un dominio receptor homologo a los reguladores
de respuesta de los sistemas de transduccion de sefiales de dos componentes, seguido de
un dominio de proteina quinasa en histidina propiamente dicho que también esta
conservado entre todas las proteinas sensoras de dichos sistemas (Dunmire et al, 1999).
AsgD, el producto del gen asgD, también result6 ser un nuevo regulador del sistema de

dos componentes (Cho & Zusman, 1999).

De esta forma, parece que AsgA y AsgD actiian en una ruta de transduccion de
sefiales que conduce a la expresion de los genes requeridos para la produccion de la

sefial A. El posible circuito de participacion del factor A en el ciclo de desarrollo de M.

23



INTRODUCCION

xanthus se muestra en la figura 6. No es la primera vez que esta transduccion de senales

ha sido encontrada en relacion con el desarrollo (Yang & Kaplan, 1997).

El factor B no ha sido purificado aun, pero el gen bsgA (el unico de los mutantes
bsg que ha sido mapeado y clonado hasta ahora) codifica una proteasa dependiente de
ATP similar a la proteasa lon de E. coli. Este hallazgo indica que cierta proteolisis

intracelular debe haber en el transcurso de la sefial dependiente del gen bsgA ( Gill et

al.. 1993).

Proteasas —» aa
Sefial de densidad
> celular
\ 4
/ A \
asgA
; asgB
asgC
v
Respuesta a la Expresion de
limitacion de genes del
I
nutrientes desarrollo

Agotamiento
nutrientes

Figura 8: Esquema del circuito de la sevial A en M. xanthus.
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El factor C ha sido identificado como el producto del gen csg4 (Kim
& Kaiser, 1990a; Shimkets & Rafiee, 1990). El factor C es una proteina asociada a
membrana con un péptido sefial en su region aminoterminal similar a los de las
bacterias entéricas (Hagen & Shimkets, 1990). El factor C no se libera al medio por
lo que requiere el contacto de célula a célula para actuar. Por otra parte si que
requiere movilidad (Kim & Kaiser, 1990b). Las células inmoviles no expresan los
genes dependientes del factor C, aunque las concentraciones del factor C sean
normales. Se ha demostrado también que las células deben estar alineadas de una
manera concreta. Cuando las células inmoviles se alineaban artificialmente podian
transmitir la sefial del factor C y expresar los genes dependientes.

Durante el desarrollo normal, las células se mueven para agregarse en ciertos
puntos, aumentando la densidad celular unas 50 veces. En estos paquetes densos, las
células se alinean de una manera determinada, permitiendo al factor C actuar (Kim &
Kaiser, 1990c). Se ha propuesto que de alguna manera el factor C produce cambios
de comportamiento (alta velocidad y baja frecuencia de cambio de direccidon) en las
células individuales durante el desarrollo (Jelsbak & Sogaardandersen, 1999). Mas
recientemente, se ha encontrado que su procedencia estd regulada por el operén act
formado por cuatro genes que se co-transcriben desde un mismo sitio de inicio. Los
oenes actAd y actB regulan los niveles de factor C. Los genes actC y actD regulan el

tiempo de expresion de CgsA ( Gronewold & Kaiser, 2001).

El factor D no ha sido identificado ain. Un gen dsg ha sido clonado vy
caracterizado. Codifica el factor de iniciacion de traduccién IF3 de M. xanthus (Chen et
al., 1994; Kalman er al., 1994), por lo que las inserciones del TnS en este gen son
letales (Cheng & Kaiser, 1989). El fenotipo de los mutantes dsg puede ser explicado
como un efecto indirecto causado por un fallo en la traduccion de los genes

responsables para la produccion del factor D ( Kalman ez al., 1994).

Los genes esgA y esgB codifican las proteinas Elq y Elg respectivamente del
componente E1 de una deshidrogenasa de cetoacidos de cadena ramificada (Toal et al
1995). Esta deshidrogenasa forma parte de una ruta que convierte cetoacidos de cadena
ramificada en coenzima A derivados del acido isovalérico (Downard & Toal, 1995).

Los mutantes esg tienen niveles muy reducidos de acidos grasos de cadena larga
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ramificados que son normalmente sintetizados a partir de acidos grasos de cadena corta

ramificados (tabla 2).

Tabla 2: Senales intercelulares en el ciclo de desarrollo de M. xanthus.

Senales Naturaleza Genes Productos génicos
A Mezcla de asgA | Dos dominios: a) proteina quinasa en histidina
aminoacidos y b) regulador de respuesta
péptidos producidos
por varias proteasas asgB | Factor de transcripcion
asgC | Factor sigma 70 (c")

asgD | Regulador de respuesta

B Desconocido bsgA | Proteasa dependiente ATP (90.4 KDa)

i Proteina de csgA | Alcohol deshidrogenasa (cadena corta)
membrana CsgA

D Acidos grasos ? dsgA | Factor de iniciacion de traduccion 1F’3
E Acidos grasos esgd | Proteina E1, O
(isovalérico, (subunidad o)
isobutirico, componente E; de una deshidrogenasa
metilbutirico) esgB | Proteina Elg de cetoacidos de cadena ramificada
(subunidad 3)
J

Aunque hay mucha informacién acerca de las sefiales que actian durante el
desarrollo y los genes cuya expresion depende de estas sefales, aun se sabe poco sobre
como se transducen las sefiales a través de la membrana para regular la expresion
génica. El comportamiento social de las mixobacterias y las similitudes de su ciclo de
desarrollo con el de Dictyostelium discoideum hizo pensar que las mixobacterias
podrian utilizar sistemas de transduccion de sefales parecidos a los existentes en
eucariotas. De hecho, el estudio en esta linea dio lugar al hallazgo de al menos cinco
proteinas que unen GTP, dos de ellas en la fraccion de membrana y el resto en la

fraccion soluble ( Mufioz-Dorado ef al., 1990a). Otro intento de localizar otra ruta de
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transduccion de sefiales de tipo eucariotico en M. xanthus se enfoco en la deteccion de
proteinas quinasas. El uso de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y analisis de
hibridacion mostraron que M. xanthus posee 26 proteinas quinasas diferentes (Zhang ef
al., 1992). El gen pknl codifica una proteina de 693 residuos que mostro ser la primera
proteina quinasa en serina y treonina conocida en bacterias (Mufioz-Dorado et al.,

1991). Desde entonces se han encontrado también en otras muchas eubacterias (Motley

& Lory, 1999).

2. OAR, UNA PROTEINA REQUERIDA PARA EL DESARROLLO DE
MYXOCOCCUS XANTHUS.

En las paginas anteriores hemos hablado de la importancia del movimiento y la
adhesion celular durante el proceso de desarrollo y diferenciacion de AMyxococcus
xanthus. Como se ha dicho previamente, se sabe que las células de M. xanthus se
mueven por deslizamiento sobre superficies semisolidas pero el mecanismo molecular

para este movimiento aiin no se conoce en su totalidad (Spormann, 1999).

En un intento por conocer mas sobre las bases celulares y bioquimicas de este
proceso, Martinez-Canamero et al.,(1993) aislaron posibles organulos que pudieran
estar involucrados en el movimiento. Para ello se aplico a M. xanthus DZF1, con
algunas modificaciones, el método publicado previamente para aislar los cuerpos
basales de la bacteria Caulobacter crescentus (Hannenberger y Shapiro, 1987). De este
modo, las células se trataron con lisozima y tritéon y la fraccidon insoluble se fracciono
mediante una centrifugaciéon en gradiente de sacarosa. Cada fraccion obtenida se
analizo en un gel de proteinas SDS-PAGE. Al revelar el gel, se observo la existencia de
una proteina (denominada posteriormente Oar) que migraba a un tamafio mayor que el
patrén de 92.5 kDa y se concentraba notablemente en tres de las fracciones. Usando las

subunidades By B' de la RNA polimerasa de Escherichia coli como marcador, el peso

molecular se estimo6 en 115 kDa.

Para determinar la localizacion celular de dicha proteina, las membranas

internas y externas fueron separadas por centrifugacion en gradiente de sacarosa
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(Orndorff y Dworkin, 1980) y sus patrones de proteinas fueron analizados mediante
SDS-PAGE. Es conocido que, al contrario que en E. coli, la membrana interna de M.
xanthus tiene una densidad mayor (p = 1.221 g/ml) que la membrana externa (Orndorft
y Dworkin, 1980). Al revelar el gel con las membranas fraccionadas, se pudo
comprobar que la proteina Oar estaba localizada en las ultimas fracciones, es decir, las

mas densas, por lo que se concluy? su localizacién en la membrana interna.

Para clonar el gen que codifica para Oar, la proteina fue purificada en un gel
SDS-PAGE preparativo y digerida parcialmente con proteasa V8. Los fragmentos
fueron nuevamente separados y una banda mayoritaria fue electroeluida del gel y
mandada a secuenciar su extremo aminoterminal. A partir de esta secuencia se pudo
deducir la secuencia nucleotidica correspondiente lo que sirvio para sintetizar un
oligonucledtido degenerado que era complementario a dicha secuencia. Este nucleotido
marcado fue utilizado para detectar por hibridacion el gen oar en una genoteca de
cromosoma de M. xanthus construida en el fago A. El fragmento fue clonado,
subclonado y secuenciado dando lugar a un suclon de 4681 nucleétidos que contenia
dos genes muy proximos uno del otro (37 nucledtidos), lo que hacia pensar que
pertenecian a un mismo operon. El primer gen codificaba para una proteina de 1061
aminoacidos (lo que coincidia con el tamafio de Oar) y presentaba en su interior la
secuencia aminoacidica utilizada para su clonaciéon. Ademas, el marco abierto de
lectura presentaba un péptido sefial de 26 residuos aminoacidicos en el extremo
aminoterminal con las caracteristicas tipicas de los péptidos sefiales de procariotas
publicadas con anterioridad (Inouye y Halegoua, 1980). De esta manera se penso que
Oar podria ser secretada a través de la membrana interna mediante este péptido seiial, 1o

que coincidia con la localizacion observada en SDS-PAGE.

También se encontraron otras caracteristicas, como una region de union al
ribosoma, GAGG, 8 nucleodtidos antes del codon de iniciacion. Ademas, exceptuando la
region del péptido sefial, la tercera posicion de los codones en el resto del gen utiliza G
o C en una proporcidén muy alta (89%) lo cual es tipico de mixobacterias, que presentan

un alto porcentaje de G-C (Inouye ef al.,1989).

Por todas estas caracteristicas y por su semejanza a nivel aminoacidico con la
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proteina OmpA de Escherichia coli , se decidio llamar a Oar a esta proteina (Oar =

OmpA Related protein; OmpA = Quter Membrane Protein).

El segundo marco abierto de lectura codificaba un polipéptido de 236
aminoacidos. La alta utilizacién de G-C en la tercera posicion de codones (81%) era
también propia de mixobacterias. Los 21 aminodcidos aminoterminales incluyendo una
caja o motivo indicativo de lipoproteinas. Por ello el gen fue denominado mipA
(membrane lipoprotein A). Su naturaleza lipoprotéica fue probada experimentalmente

con posterioridad (Hanlon et al., 1995).

Finalmente, 23 bases tras el codon de terminacion de este gen se encontro un
palindromo de 9 bases repetidas e invertidas que formaba una estructura secundaria con
una AG de -17 kcal (Salser,1977). Este palindromo probablemente servia como una

seflal de terminacion de transcripcion para el operon oar.

Para examinar las funciones de este operon, se construyd un mutante de
deleccion Aoar-mipA. El mutante fue comprobado a nivel de southern blot y, mediante

SDS-PAGE de las membranas, se mostrd que el mutante no presentaba ya la banda

correspondiente a Oar.

Cuando el mutante crecido en medio liquido CYE, mostré la misma curva de
crecimiento que el fenotipo salvaje. Sin embargo, se adheria mucho menos que la cepa
DZF1 al vidrio del matraz durante el final de la fase exponencial y la fase estacionaria,
indicando que Oar podria estar relacionado con la cohesion celular. Cuando se examino
el proceso de desarrollo de los mutantes en agar CF, la formacion de sus cuerpos
fructificantes estaba mucho mas retrasada que las células de DZF1, llegando a veces a
no formarse nunca. En el caso del fenotipo salvaje, las células forman monticulos
agregados a las 24 horas y cuerpos fructificantes completamente maduros a las 48
horas. Sin embargo las células mutantes s6lo mostraban una ligera tendencia a
agregarse después de las 96 horas. La produccion de mixdsporas también se redujo

significativamente en el mutante (30% después de 6 dias).

Sin embargo, el mutante de deleccion resultd ser tan movil como el fenotipo
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salvaje, indicando que Oar no esta asociada al movimiento por deslizamiento de M.

xanthus. El tipo de crecimiento en medio liquido indicado anteriormente apuntaba, sin
embargo, a un defecto en la adhesion celular, lo que, en caso de ser confirmado,
afectaria necesariamente a la formacion de cuerpos agregados y cuerpos fructificantes

maduros.

3. DISTRIBUCION DE LAS MIXOBACTERIAS EN LA NATURALEZA

A pesar de su apariencia, un tanto exotica, y de su complejo ciclo de desarrollo,
las mixobacterias son microorganismos muy comunes. En rangos de pH entre Sy 8, y
en condiciones aerobias, practicamente todos los suelos del mundo, sin reparar en el
clima, presentan alguna mixobacteria. Su distribucion ha sido estudiada muy
ampliamente (Krzemieniewska y Krzemieniewki, 1927 a y b; Norén, 1952; Sabados-
Saric, 1957; Kiihlwein, 1960; Brockman y Boyd, 1963; Jeffers, 1964; McCurdy 1969;
Reichenbach y Dworkin, 1969; Riickert, 1973; Riickert, 1978; Riickert , 1979; Dawid,
1979).

Se encuentran abundantemente en climas calidos, semiaridos y aridos; en estos
climas la resistencia de las mixdsporas a la desecacion les confiere una fuerte ventaja
selectiva (Singh y Singh, 1971; Brockman, 1976; Riickert, 1978). También se han
encontrado en menor cantidad en climas tropicales (Kiihlwein, 1960; McCurdy, 1969;

Dawid, 1978); en estos suelos, el pH acido, puede actuar como limitante.

Algunas mixobacterias de los géneros Myxococcus, Corallococcus 'y
Nannocystis son aparentemente muy flexibles con respecto a los habitats que pueden
colonizar. Quizas con la excepcidn de los climas frios, N. excedens es la mas comun de
todas las mixobacterias a pesar de no ser nunca mencionada en los estudios sobre la

ecologia de estas bacterias (Reinchnbach, 1993).

Si bien son basicamente microorganismos del suelo, tambi€én son capaces de
colonizar otros habitats, especialmente aquellas zonas ricas en comunidades
microbianas como es la rizosfera de las plantas (Agnihothrudu er al., 1959), los

excrementos de herbivoros, madera y materia organica en descomposicion (Peterson,

e
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1959). Algunas especies parece que se han especializado en nichos particulares como
ocurre en el caso del género Haploangium, el cual sélo ha sido observado en cortezas
de arboles en descomposiciéon; no se ha podido cultivar y no se conoce si es un

organismo celulolitico (Reichenbach, 1993).

[L.as mixobacterias se encuentran también abundantemente en aguas dulces
(Geitler, 1925; Hook, 1977), pero no se ha encontrado ninguna mixobacteria capaz de
crecer en cultivos que tienen una concentracion alta de sales equivalente a la de los
océanos. Sin embargo, las mixobacterias pueden ser aisladas a partir de la arena de mar,
( Riickert, 1975a), marismas (Riickert, 1983), zonas pantanosas de aguas marinas
(Riickert, 1975b). Incluso se han encontrado en los sedimentos submarinos a una
profundidad de 40 m cerca de Helgoland, una isla en el Mar del Norte lejos de la costa
de Alemania. En ese caso, los organismos se aislaron utilizando medios usuales con una
baja concentracién de sales (Reichenbach, 1993). Sin embargo, ultimamente se ha
comunicado el aislamiento de bacterias formadoras de enjambres relaccionadas con el
oénero Nannocystis mediante los analisis con el ARN ribosomico 16S. Estas posibles
mixobacterias si que crecen en una concentracion de sales del 2-3%. Incluso se han
aislado ARNr16S de sedimentos del Mar del Norte que filogenéticamente han sido

afiliados con las mixobacterias.

La presencia de las mixobacterias en turba de pantanos a un pH de 3,7 y a bajas
concentraciones de oxigeno, es también sorprendente ,ya que in vifro las mixobacterias

son aerobias estrictas y no crecen a un pH por debajo de 5.

[.as mixobacterias son capaces de pasar a través del tracto digestivo de los
animales, como se demostré experimentalmente con los esporangiolos de
Chondromyces apiculatus (Kiihlwein, 1950). También se encontraron en el tracto
intestinal de peces de aguas dulces (Till, 1982); estas mixobacterias pasan
probablemente a estos animales a través de los alimentos. La especie Poliangium

parasiticum fue descrita como un parasito obligatorio de las algas verdes del geénero

Cladophora (Gettler, 1925).
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El namero exacto de mixobacterias en suelos es muy dificil de estimar dado su
tendencia a permanecer unidas entre ellas, formando comunidades de agregados
celulares, entre ellos los cuerpos fructificantes en donde coexisten c€lulas vegetativas y
mixosporas, asi como, debido a que tienden a unirse a particulas inorganicas del suelo, a
restos vegetales en putrefaccion, etcétera. Por ultimo, otra dificultad reflejo de su
comportamiento en el ciclo de desarrollo que llevan a cabo en la naturaleza, es que se
necesita una cierta densidad celular para iniciar su crecimiento. Es por ello que son
escasos los trabajos realizados sobre la densidad de las mixobacterias en sus habitats
naturales, especialmente el suelo; en general su niumero oscila entre 1,5 x 10° y 8 x 10°

células por gramo de suelo, dependiendo de si se trata de suelos normales o ricos en

materia organica (Singh, 1947; Sabados-Saric, 1957; McCurdy, 1969).
4. FORMACION DE CRISTALES EN MIXOBACTERIAS.

De todas estas caracteristicas expuestas se deduce el enorme atractivo de las
mixobacterias en diversos campos: produccidén de enzimas y antibidticos, modelos para
estudios de morfogénesis y diferenciaciéon celular, asi como de interacciones celulares,
entre otros. En los ultimos afios se ha comenzado a estudiar el papel que estos

microorganismos pueden desempenar en procesos de biomineralizacion.

Es un hecho destacable el interés creciente despertado a lo largo de la ultima
década acerca del papel de los microorganismos en los procesos geoquimicos y de
biomineralizacion. Exponente de lo dicho es, de una parte, la emergencia de una nueva
area de conocimiento, la Geomicrobiologia, y de otra, la numerosa bibliografia que, de
modo creciente, viene apareciendo en relacidon a procesos de este tipo (para mayor
informacién puede consultarse el libro Geomicrobiology: Ehrlich, 1990 y el volumen
monografico Geomicrobiology: Interactions between microbes and minerals: Banfield
y Nealson, 1997; asi como las revisiones Gonzalez er al, 1996 y Ben Omar et al,
1997). Las aportaciones que se han realizado empleando dos mixobacterias, M.
coralloides y M. xanthus, han resultado fructiferas y altamente valiosas en este terreno

de la investigacion.
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De los diversos estudios realizados se puede deducir que la capacidad de las
bacterias para intervenir en procesos de biomineralizacion parece ser un fenomeno
oeneral, ya sea contribuyendo de forma indirecta mediante sus productos
metabdlicos, ya sea actuando de forma pasiva como nucleos heterogéneos de
cristalizacion, o por ambas vias. No obstante lo dicho, esta capacidad general no es
universal, existiendo cepas que carecen o han perdido esta habilidad (Gonzalez et al,

1996 , Ben Omar et al, 1997 y Perito et al. 2000 ).

Los procesos de Biomineralizacion, en los que las cé€lulas microbianas o sus
fracciones celulares acttian como nucleos heterogéneos de cristalizacion, suponen un
reconocimiento molecular entre grupos cargados, presentes en molé€culas celulares, €
iones presentes en el ambiente extracelular. En este sentido las membranas celulares,
debido a su estructura y composicion, parecen especialmente adecuadas para
intervenir en procesos de biomineralizacion. En el campo de las mixobacterias, en
concreto, se ha encontrado que las fracciones membranosas pueden actuar como

nucleos heterogéneos de cristalizacidn para estruvita y calcita (Gonzalez er al. 1995).

La descripcion de la participacion de las mixobacterias en procesos de
biomineralizaciéon se llevd a cabo por primera vez por nuestro grupo en 1992
(Gonzélez et al. 1992) describiéndose la produccién de un fosfato, la estruvita. Este
trabajo se realizd con M. coralloides D y se encontrd que esta tenia lugar en los
medios de cultivo habituales de esta bacteria tanto sélidos como liquidos, y tanto en
reposo como en agitacion. La estruvita producida por M. coralloides D, segin las
distintas condiciones ensayadas, presenta una extraordinaria variedad de
morfologias, habitos cristalinos y formacion de drusas, en un grado de diversidad no

descrito para otra bacteria (Ben Omar ef al., 1990).

Otros estudios de interés en relacion a la produccion de estruvita por M.
coralloides D, pusieron de manifiesto que no basta con el suministro del idn amonio,
y de provocar un pH alcalino en el medio de cultivo, sino que es precisa la aportacion
por parte de la bacteria de algunos restos celulares que actien como nucleos

heterogéneos de cristalizacion y que son liberados en el proceso de autolisis tipico de
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esta bacteria. De ahi que, las condiciones que favorecen la autolisis, inducen la

produccién de estruvita (Gonzalez et al. 1993).

Posteriormente se ha demostrado la produccion de estruvita por M. xanthus
cuando crece en medios de cultivo adecuados, tanto liquidos como solidos, en reposo
y en agitacion. De la misma manera, las mejores condiciones para la produccion de
estruvita por M. xanthus se dan en los medios de cultivo que promueven un mayor

crecimiento celular y una répida autolisis (Ben Omar ef al. 1994).

De otra parte se demostré que M. coralloides D, es capaz de producir en
medios de cultivo liquidos estaticos, junto con la estruvita, cantidades menores de
fosfatos y sulfatos considerados singenéticos con este mineral, concretamente
newberyita, schertelita y taylorita. Estos resultados son de enorme inter€s ya que era

la primera vez que se describia la produccién de estos minerales por una bacteria

(Gonzalez et al. 1994).

En cuanto a M. xanthus se refiere, aunque produzca principalmente estruvita,

también puede producir apatito en ciertas condiciones (Ben Chekroun, 2000).

En relacion a otro tipo de minerales de gran interés, los carbonatos, se ha

demostrado que M. xanthus es capaz de producir tres polimorfos: calcita, aragonito y
vaterita, ademas de calcita magnésica e hidrocalcita. El caso de la calcita magnésica
producida por M. xanthus reviste especiales caracteristicas, ya que aparece con una
diversidad de morfologias (debido a la forma de agruparse y desarrollarse los
cristales producidos) que abarcan esferas, cilindros, formas de diabolo, semi diabolo
y diabolos semicruzados. Estas morfologias, producidas con la intervencion de esta
bacteria, s6lo aparecen en el caso de calcita magnésica, hecho este en el que se aleja

marcadamente del comportamiento descrito para otros microorganismos (Gonzalez

et al. 2000).

Se ha comprobado que las células de M. xanthus aportan nucleos
heterogéneos de cristalizacion provocando de manera localizada los niveles de

sobresaturacion de los distintos iones requeridos para que se de la cristalizacion y las

34



INTRODUCCION

condiciones termodindmicas adecuadas para el proceso (Ben Omar er al. 1994,
1995). En el caso de células integras, procedentes de cultivos viables, estos nucleos
estan localizados en deformaciones globulares detectadas en las células que estan
iniciando la fase de lisis. Igualmente, las células muertas y/o rotas aportan dichos

nucleos, siempre que procedan de cultivos en el inicio de la fase de lisis (Ben Omar

et al, 1998).

De lo anteriormente dicho se deduce una notable capacidad de las
mixobacterias, al menos del especies del género Myxococcus. Esta afirmacion se
soportan aun mas en investigaciones no publicadas y que ponen de manifiesto la
intervencion de M xanthus en la produccién de minerales del silicio y otra gama

amplia de minerales como pueden ser weddelita, leonita y yeso (Ben Chekroun,

2000).

Por otra parte se ha puesto de manifiesto que en ciertas condiciones, M.
xanthus es capaz de dar lugar a la mineralizacién de parte de su estructura, en
concreto de sus envueltas celulares. Asi, es posible encontrar formas celulares, que
presentando el interior vacio, se han convertido en minerales tales como calcita y /o
vaterita. Estos hechos abren el camino a la utilizacidén de esta bacteria como modelo

para estudiar procesos de fosilizacién (Ben Chekroun, 2000).

Con todos estos estudios realizados con M. xanthus y M. coralloides queda de
manifiesto el amplio espectro que tienen estas cepas para ocasionar procesos de
Biomineralizacion. Asi, dependiendo de la composicion del medio en que se
encuentren, son capaces de inducir la produccion de diversos minerales que abarcan,
al menos, fosfatos, carbonatos, oxalatos, sulfatos y minerales de silicio. Un factor
que tiene influencia decisiva en los minerales a producir es el estado del medio, o
sea, el que esté en forma fluida o solidificada. De este modo, con soluciones de la
misma composicion quimica pueden producirse diferentes tipos de minerales. Ello
indica que la forma y velocidad a que los iones difunden en el ambiente, asi como la
formacion de gradientes tienen capital influencia en los minerales que se formaran

(Ben Chekroun, 2000).
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Desde otro punto de vista uno de los mas notables y destacados estudios entre
los numerosisimos realizados en los ultimos afios enfocados a aclarar los
mecanismos que intervienen en los procesos que disparan y/o controlan los diversos
aspectos de la biomineralzacion bacteriana, ha sido el realizado por Perito ef al., en el
que se pone de manifiesto como ciertas mutaciones que afectan a diversas funciones
bacterianas que estdn relacionadas con proteinas de membrana pueden incrementar,
disminuir, o incluso eliminar la capacidad de producir carbonatos por B. subtilis.
Estos hallazgos abren nuevas vias o perspectivas para la investigacion del papel de

las bacterias en procesos de carbonatogénesis y de produccion de otros minerales.
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Fn los estudios de Biomineralizacion en las bacterias, de interés
geomicrobiano y patologico, son muy abundantes, pero se centran fundamentalmente
en la intervencion de estos microorganismos en dichos procesos como consecuencia
de su metabolismo. Y, salvo raras excepciones, no se ha estudiado el papel

bacteriano en el aporte de nucleos heterogéneos de cristalizacion.

Nuestro grupo de investigacion viene trabajando en este campo desde hace
varios afios con M. xanthus. Estos estudios se han centrado fundamentalmente en la
produccién de estruvita (Gonzalez-Mufioz et al., 1993, 1996; Ben Omar er dl.,
1994,1995,1996, 1998) y algunos minerales singenéticos con ella, como schertelita y
newberiyta (Ben Omar, 1996). Una investigacion mas reciente, utilizando las
fracciones membranosas de este microorganismo, puso de manifiesto que pueden
actuar como nucleos heterogéneos de cristalizacion para la estruvita y la calcita

(Gonzalez-Mufioz et al., 1996; Ben Chekroun, 2000).

Desde otro punto de vista, y a fin de aclarar los mecanismos que intervienen
en los procesos que disparan y/o controlan los diversos aspectos de la

biomineralizacion bacteriana, han aparecido trabajos en los que se pone de

manifiesto como ciertas mutaciones que afectan a diversas funciones bacterianas,
como agregacion y adhesion, y que estan relacionadas con proteinas de membrana
pueden incrementar, disminuir, o incluso eliminar la capacidad de producir
carbonatos por B. subtilis. Estos hallazgos abren nuevas vias o perspectivas para la
investigacion del papel de las bacterias en procesos de carbonatogénesis y de
producciéon de otros minerales (Perito et al., 2000). La mayoria de las proteinas
alteradas en estos mutantes son proteinas de membrana, la fraccion subcelular donde

residen gran parte de los grupos quimicos activos como nucleos de cristalizacion.

Esto fue lo que condicioné la eleccion del mutante M. xanthus DZY¥1Aoar
para realizar estudios comparativos en cristalizacion. Es por ello que el objetivo
principal de esta Tesis Doctoral consista en el estudio comparativo de tres cepas de

Myxococcus xanthus. Una cepa silvestre referida como 432 (Coleccion Espafiola de
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Cultivos Tipo) o 25232 (American Type Culture Collection); M. xanthus DZF1, una
cepa sglAl-FB derivada de la cepa DK101 (Inouye et al., 1979) afectada en el
movimiento social; y DZF1Aoar, una cepa derivada de DZF1 mediante deleccion del

gen oar (Martinez-Canamero et al., 1993)

Oar es una proteina de 110-kDa asociada con la membrana interna. El gen
que codifica para Oar ha sido clonado, secuenciado y deleccionado (Martinez-
Canamero ef al., 1993). Codifica para un polipéptido de 1061 aminoacidos. Aguas
debajo de este gen existe un segundo marco abierto de lectura que codifica para una
lipoproteina de membrana (Hanlon ef al., 1995). La deleccién de ambos genes o solo
del primero produce serios defectos en la formacion de cuerpos fructificantes.
Estudios preliminares- han mostrado que este defecto viene producido por la
incapacidad del mutante de adherirse entre si, y por tanto de agregafse. Es por tanto
esencial caracterizar y cuantificar exactamente la capacidad de agregacion del
mutante en comparacion con el salvaje y estimar el efecto que esta falta de
agregacion produce sobre la capacidad de actuar como ntcleo de cristalizacion de M.

xanthus.

De acuerdo con todo ello y en consonancia con la linea de trabajo que
nuestro Grupo de Investigacion lleva a cabo, se ha planteado desarrollar la
investigacion de la presente Tesis Doctoral con los objetivos que se describen a

continuacion:

1- El primer objetivo ha consistido en el estudio del fenotipo de este mutante
a fin de comprobar, en las condiciones de nuestro laboratorio, que dicho fenotipo se
mantenia tal y como habia sido ya publicado con anterioridad. Para ello se
comprobaron las dos cepas de M. xanthus DZF1, tanto en el crecimiento vegetativo,

como en el ciclo de desarrollo y la produccion de esporas.

2- Como segundo objetivo se ha investigado la produccion de minerales por

la cepa mutante DZF1Aoar para comparar su capacidad biomineralizadora con la
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cepa silvestre, la 422, cuya capacidad de formacion de carbonatos y fosfatos

principalmente (aunque no exclusivamente) ha sido investigada previamente en

nuestro laboratorio.

3- Ademas de completar la investigacion, ensayar ambas cepas
simultaneamente en condiciones y medios de cultivo en que previamente no se habia

trabajado con la cepa 422.
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1. MICROORGANISMOS

Para esta Tesis se ha usado de manera habitual Myxococcus xanthus DZF1, una

cepa sglAl-FB derivada de la cepa DK101 (Inouye ef al, 1979) y M. xanthus
DZF1Aoar, una cepa derivada de DZF1 mediante deleccion del gen oar (Martinez-
Canamero et al. 1993). Para los estudios de produccion de cristales, se ha utilizado
también la cepa salvaje 422 de Myxococcus xanthus (CECT, 422; ATCC 25232).
[CECT: Coleccion Espafiola Cultivos Tipo, Burjasot, Valencia; ATCC: American lype
Culture Collection, Rockwille, USA]. |

2. MEDIOS DE CULTIVO

2.1. MEDIOS DE CONSERVACION, MANTENIMIENTO Y CRECIMIENTO
BACTERIANO.

Medio Agar-Levadura

Este medio ha sido utilizado para la conservacion de las diferentes cepas de
Myxococcus xanthus. En este medio las mixobacterias dan lugar a abundantes cuerpos

fructificantes que se conservan viables durante varios meses. Se ajusta a la siguiente

composicion:
[evadura prensada de panaderia 1%
Agar purificado (Merck) 1,6%
Agua destilada
pH 7.2

Para su preparacion, la levadura se suspende, previamente, en una pequena
cantidad de agua destilada mediante la conveniente agitacion, a fin de prevenir la

formaciéon de grumos. Posteriormente, se afiade el agar previamente fundido. El pH se

45



MATERIAL Y METODOS

ajustd con una solucion de NaOH al 10%. El medio, como todos los restantes que se

describen, se esterilizo a 120°C durante 20 minutos.

Medio CT

Utilizado para el crecimiento en forma dispersa de M. xanthus ., y tiene la

siguiente composicion:

Bacto-Casitone (Difco) 0,5%
MgSO,47H,0 0,1%
Tampon KH,PO4-K>oHPO4 10 mM
pH 6.5

Medio CTA

Utilizado para el crecimiento vegetativo de las especies de Myxococcus sobre

medios solidos, responde a la siguiente composicion:

Bacto-Casitone (Difco) 0,5%
MgSO47H,0 0,1%
Tampon KH;PO4-K,HPO4 10 mM
Agar 1,8%
pH 7.2

CT-Glicerol

Teniendo en cuenta la rapida autolisis que muestran los cultivos dispersos de M.
xanthus, y las mixobacterias en general, para asegurar su conservacion se ha procedido
de la siguiente manera: células de un cultivo en fase exponencial de crecimiento, de

entre 24 y 48 horas, eran recogidas por centrifugacion y resuspendidas en medio CT
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adicionado de glicerol 0,5 M. En estas condiciones pueden ser mantenidas congeladas

durante largos periodos de tiempo.

Medio CTT

Utilizado también para el crecimiento en forma dispersa de M. xanthus y otras

mixobacterias, tiene la siguiente composicion:

Bacto-Casitone (Difco) 1%
MgS0O4.7H,0 0,2%
Tampon KH,PO4-KoHPO4 1 mM
Tampodn Tris HCI 10 mM
pH 6,5

CTTA

Es el medio s6lido correspondiente al caldo citado anteriormente. Su uso

como tal ha sido limitado, pero derivaciones suyas se han utilizado en el estudio del

movimiento. Su composicion es, pues, la siguiente:

Bacto-Casitone (Difco) 1%
MgSQO4.7H;0 0,2%
Tampon KH,PO4-KoHPO4 1 mM
Tampoén Tris HCI 10 mM
Bacto-agar (Difco) 1,8%
pH 6.5

Medio CYE

Este y su correspondiente medio soélido, son otros dos medios basicos para el

mantenimiento y crecimiento, tanto en sélido como en liquido, de Myxococcus xanthus.
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Bacto-Casitone (Difco) 1%
Extracto de levadura (Difco) 0,5%
MgSO47H,0 0,1%
pH 7, 6

Medio CYE-Agar

Bacto-Casitone (Difco) 1%
Extracto de levadura (Difco) 0,5%
MgS047H20 0,1%
Bacto-agar (Difco) 1,8%
pH 7.6

2.2. MEDIOS DE FRUCTIFICACION

Medio CF

Aparte del media Agar-levadura, ya comentado en la seccion de medios de
mantenimiento, €l unico medio de fructificacion de mixobacterias que se utilizo fue el
medio de Fructificacién de Clones (Clone Fruiting Medium), un medio oligonutriente

cuya composicion es la siguiente:

Tampon Tris HCL, pH 7.6 10 mM
K-NayPO3, pH 6,8 1 mM
MgSO47H50 8 mM
(NH4)>SOy4 0,02%
Casitone (Difco) 0,015%
Citrato 0,2%
Piruvato 0,.1%
Bacto-agar 1,5%
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El piruvato debe ser esterilizado por filtracion y adicionado despu€s de

autoclavar.

2.3. MEDIOS DE GERMINACION

Cualquier medio de crecimiento rico en nutrientes puede ser usado para la
oerminacién. En este trabajo hemos utilizado el medio CYE-agar, con una sobrecapa de

la misma composicion pero adicionada sélo de un 0,7% de Bacto-agar.

2.4. MEDIOS PARA EL ESTUDIO DEL MOVIMIENTO

2.4.1. En placa

Medio 2CTT-agar

Para el estudio del movimiento por deslizamiento en placa, se utiliz

medio “2CTT con un 1,5% de agar. Su composicion es la siguiente:

Bacto-Casitone (Difco) 0,5%
MgSO47H,0 0,1%
Tampén KH,PO4-K>2HPO4 0.5 mM
Tampodn Tris HCI 5 mM
Bacto-agar (Difco) 1,5%
pH 6,5

2.4.2. En porta

Medio 2CTT-agar

Para el estudio del movimiento por deslizamiento en porta, con objeto de su estudio al

microscopio 6ptico, se utilizdé medio »2CTT con un 1% de agar.
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2.5. MEDIOS PARA LA PRODUCCION DE MINERALES

Con esta finalidad se han utilizado una serie de medios liquidos y solidos
especialmente destinados a la produccién de distintos tipos de minerales teniendo
estudios previamente realizados (Ben Chekroun, 2000). De acuerdo con este estudio,

los medios elegidos son, en su mayoria, adecuados para la produccion de carbonatos.

Estos medios se han elegido y algunos modificados para investigar la posible
formacion de diferentes minerales de carbonato calcico y otros. La composicion de

todos ellos se da en la tabla 3. Se utilizaron en forma liquida y/o en forma gelificada

por la adicion de 1,8% de agar-agar purificado.

Tabla 3: Medios de cultivo para la produccion de minerales.

MEDIOS
COMPONENTES M-2 M-S:I M-9 CC %I:l [ (1;:/]“: %T | ((::I:;l (iTI::I (]\:/II:_ A-4
Bacto-casitone 1% 1% 1% 0.3% , 0.5%
K,HPO,KH,PO, . - |l 10mM ' I 30mM
CaCl, . - - 0,1% I 0,1% || 0.1% || 0,1% || 0,1% || 0,1%
Ca(CH;C0OO0),.4H,0 1% 1% 1% 0.4% {
Mg(CH;CO0),.4H,O || 2% . - . l
NaHCO; | - . . 0.3% ||
Extracto levadura - - - 0.1% || 0.4% || 0.4% || 0.4% | 0.4% | 0.4% || 0.4%
K,CO5.1/2H,0 0,2% || 0.2% || 0.2% - ‘I
Car’bqnato I 194
sodico |
NaF 0.16%
Metal 2mM ‘ ImM || ImM || ImM || ImM || ImM
Agar 1.8% || 1.8% || 1.8% || 1.8% | 1.8% l 1.8% || 1.8% || 1.8% || 1.8% || 1.8% 1,8%
pH 8 8 8 8 7 | 7 7 7 7 7 8
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Las sales para la preparacion de los medios CMBa, CMMg, CMZn, CMCo,
CMFe y CMMg, se han afiadido al medio CM, un medio de composiciéon muy simple,

a fin de evitar la formacion de y/o precipitacion de estos cationes, y son las siguientes:

Reactivo Casa Comercial
a Cloruro de bario : Cl,Ba.2H; Probus(Q.P)
o Nitrato de manganeso: MnN>O¢.4H,0O Fluka
o Nitrato de cinc: N->O¢Zn.6H-,O Fluka
0 Cloruro de cobalto: C1,Co.6H,0O Probus
0 Cloruro férrico: FeCl;.6H>O Merck
o Sulfato magnésico: MgSQO4.7H,0 Panreac

En el caso de estos medios con sales, el pH se ha ajustado utilizando una solucion

NaOH IN.

3.- TECNICAS GENERALES DE MICROBIOLOGIA Y BIOQUIMICA

3.1.- MODALIDADES DE CULTIVO

Los cultivos de los distintos experimentos se realizaron en medios solidos y/o

liquidos, y estos tultimos en reposo y/o en agitaciéon. La incubacion de M. xanthus se

realizo a 28°C .
Las condiciones de cultivo, y segun los distintos experimentos a que 1ban

destinadas, se detallan a continuacion.
3.1.1.- Cultivos en medios liquidos
a) Cultivos en agitacion

Cultivos en tubos de ensayo. Se utilizaron tubos de ensayo de 15 x 160 mm,

con 5 ml de medio. La agitacion se efectud en agitador Certomat-R, Braun, a 165 rpm.
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Cultivos en matraces Erlenmeyer. Se utilizaron matraces Erlenmeyer de 250 ml
con 100 ml de medio. La agitacion se llevé a cabo en un agitador orbital Gallenkamp, a

200 rpm. La inoculaciéon se efectué con 1 ml de cultivo en fase de crecimiento

exponencial.

b) Cultivos en reposo

Los cultivos en reposo se realizaron tanto en tubos de ensayo como en matraces,

y la inoculacion se efectud de igual manera que en los casos de cultivos en agitacion.

3.1.2. Cultivos en medios solidos

Para el estudio en medios sélidos se utilizaron placas de Petr1 de 90 mm de
diametro adicionadas de 20 ml de los distintos medios de cultivo. Segun los casos, la

inoculacion se hacia por uno de los procedimientos siguientes:

- 1noculacion en estria

- 1noculacion mediante espatula de cristal

- inoculacién de gotas de 50 ul con micropipetas sobre la superficie del medio.

3.1.3.Cultivos en porta

Para el estudio del movimiento, como ya se ha indicado, se utilizé medio 2CTT
con 1% de agar, para evitar la deshidratacion. El medio se extendi6 sobre el porta en
una fina capa mediante una pipeta pasteur, se dejé solidificar y se mantuvieron

condiciones de saturacion de humedad durante todo el experimento.

3.2. MEDIDAS TURBIDOMETRICAS

Se llevaron a cabo mediante la medida de los valores de absorbancia a 650 nm en un
Spectronic 20 D a intervalos regulares de tiempo. Las determinaciones se hicieron en

cultivos liquidos en tubos de ensayo y en matraces erlenmeyer con tubo lateral.
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3.3. MEDIDAS DE pH

Se efectuaron con un pHmetro Crison micro pH 2001 o mediante papel indicador

Merck.

3.4. MEDIDAS ESPECTROFOTOMETRICAS

Todas las medidas espectrofotométricas realizadas se han llevado a cabo en un

espectrofotometro Unicam 8625 UV/VIS Spectrometer.

3.5. DETERMINACION DE PROTEINAS

[a determinacion cuantitativa de proteinas se llevo a cabo por el método de
Bradford (1976). Este método de determinacion implica la unién del colorante
Coomasie Brilliant Blue G-250 a las proteinas. La union del colorante a la proteina
provoca un desplazamiento en el maximo de absorbancia del colorante desde 465 nm a

595 nm. Este incremento en la absorbancia a 595 nm sirve para determinar la

concentracion de proteinas.

El reactivo se preparé como se expone a continuacion: 100 mg de colorante
Coomasie Brilliant Blue G-250 se disuelven en 50 ml de etanol 95%; a esta solucion se
afiaden 100 ml de acido fosférico 85%. La solucion resultante se llevo a un volumen
final de 1 litro (con agua destilada), manteniéndose en agitacion durante dos horas y se

filtré antes de su uso. Este reactivo es estable durante, al menos, un mes a temperatura

ambiente.

Para realizar el ensayo, la solucion problema conteniendo entre 10 y 50 pg de

proteina, se completa hasta un volumen de 0,1 ml del tampén correspondiente y 5 ml
del reactivo, se agita vigorosamente y se mide la absorbancia a 595 nm, no antes de 2

minutos ni después de 1 hora, frente a un blanco con 0,1 ml del mismo tampén y 5 ml

del reactivo.
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La concentracion de proteina presente en las muestras ensayadas es deducida

frente a una curva estandar obtenida en ensayos por triplicado con albumina de suero
bovino (Sigma). La curva estandar para el ensayo (100-500 ug.ml™) y el micro ensayo

(10-100 pgml™) se obtuvo para cada litro de reactivo preparado.

3.6. TRATAMIENTO CON ULTRASONIDOS

El tratamiento con ultrasonidos fue utilizado durante el estudio de la
fructificacion, una vez ya formadas las mixdsporas, con objeto de eliminar las c€lulas
vegetativas y separar las células resistentes. Las suspensiones celulares de los distintos
tiempos, en tampon fosfato pH 6.5, fueron sonicadas utilizando un sonicador Branson,
B-12 Sonifier (Branson Sonic Power Co., Danburg, Connecticut) operando a 80 W
durante periodos de 3 minutos con 1 minuto de descanso. LLas muestras se mantuvieron

todo el tiempo en hielo.

Las mixdsporas se rompieron utilizando el mismo tipo de sonicador.

3.7. CURVAS DE CRECIMIENTO

Para realizar las curvas de crecimiento de la cepa salvaje de M. xanthus DZF1
asi como la del mutante, se emplearon como inoculo (4%) cultivos en fase estacionaria,
crecidos durante un dia a 28° C y se inoculaba una cantidad tal que todas la cepas a
estudiar partieran con la misma densidad Optica y con un inoculo de la misma fase, de

forma que se comenzara el estudio al principio de la fase exponencial o al final de la

fase lag.
3.8.-OBTENCION DE CUERPOS FRUCTIFICANTES

Para el estudio del ciclo de desarrollo de los mutantes y su comparacion con el
fenotipo salvaje, los cultivos se crecieron en medio CYE durante la fase exponencial.

Cuando llegaron a una densidad 6ptica de 1.5 (600 nm) se concentraron 40 veces en
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tampon TM (10 mM tris-HCI, pH 7.5; 8 mM MgSQy), de forma que se obtuviera la
misma densidad en todos los cultivos. A partir de estas muestras, se colocaron gotas de
20 ml en placas de agar CF, se dejaron secar y se incubaron a 28° C durante varios dias

hasta que se forman cuerpos fructificantes maduros.

3.9. RECUENTO DE ESPORAS

Los cuerpos fructificantes maduros fueron recogidos de la supertficie de la placa,
resuspendidos en tampon TM y sonicados a 80W, como se ha indicado anteriormente.
Mediante este tratamiento, las células vegetativas y las esporas inmaduras son
eliminadas, consiguiéndose ademas la separacion de las esporas entre si, para facilitar el
recuento, que se realizd con una camara Petroff Hausser. En los casos donde la

adherencia entre esporas era excesiva, se afiadio al tampdén TM un 0,1% de SDS.

3.10. ESTUDIO DE LA GERMINACION

Para analizar la capacidad de germinaciéon de las esporas, tras el tratamiento
anterior, se tomaron volimenes discretos de suspensiones, con cantidades conocidas de
esporas y se mezclaron con 3 ml de medio CYE al 0,7% de agar en sobrefusion. Esta
sobrecapa se vertid sobre placas de CYE-agar y se dejaron solidificar. Al cabo de una
semana aparecen colonias de mixobacterias que corresponden cada una a una espora

diferente.

3.11. ESTUDIO DEL MOVIMIENTO

El movimiento se estudid en placa, para su observacion con lupa binocular y en

porta, para su observacion en microscopio de contraste de fases.

En el primer caso, los cultivos se crecieron en medio CYE durante la fase
exponencial. Cuando llegaron a una densidad 6ptica de 1,5 (600 nm) se concentraron
10, 20 y 40 veces en tampon TM (10 mM tris-HCl, pH 7,5; 8 mM MgSQOy), de forma

que se obtuviera la misma densidad en todos los cultivos. A partir de estas muestras, se

S5



MATERIAL Y METODOS

colocaron gotas de 20 ul en placas de agar 2CTT al 1,5% de agar, se dejaron secar y se

incubaron a 28° C durante varios dias con observacion continuada

En el segundo caso, se siguid el mismo protocolo y se colocaron gotas de
cultivos en portas de cristal cubiertos con una fina capa de 2CTT al 1% de agar. Una
vez secas las muestras, los portas se colocaron en camaras donde se mantenian
condiciones de humedad altas y se incubaron a 28° C con observacion periddica al

microscopio de contraste de fases.

3.12. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD DE AGREGACION Y COHESION

3.12.1. Ensayo de agregacion.

Las células se recogieron de un cultivo liquido por centrifugacion a
10.000xg durante 10 min. a 4° C. Posteriormente se resuspendieron hasta 4000 Klets en
tampon TM y se colocaron alicuotas de 10 y 20 pl en placas CF e incubadas a 30° C.
Se utilizaron diferentes placas para diferentes tiempos de incubacion. A partir de aqui,
las células fueron recogidas a los tiempos indicados y resuspendidas en 1 ml de tampon
TM. En este proceso era crucial no romper los agregados celulares. Las c€lulas y los
agregados fueron centrifugados en tubos eppendorf de 1.5ml a 12000xg durante 1.5
min. en una microfuga. Tras resuspender en 400 ul de tampon TM, se separaba una
alicuota para medir la cantidad total de proteina. El resto de la suspension se
centrifugaba a 50xg durante 5 min. para precipitar los agregados. Las cé€lulas
individuales se mantenian en suspension. El sobrenadante era separado cuidadosamente
del precipitado, que a su vez era resuspendido en 400 pl de tampén TM y la cantidad de

proteina de cada muestra se media en un lector de placas microtiter de Biorad a 595 nm

usando el reactivo de proteinas de Biorad.

En el caso de que la estimacion de la agregacion se realizara mediante la medida
del peso seco, el protocolo seguido fue el mismo, excepto que, tras centrifugar a bajas
revoluciones, precipitados y sobrenadantes se secaron en un horno Pasteur durante toda

la noche. Una vez secas las muestras, se pesaban en una balanza de precision y se

—

56



MATERIAL Y METODOS

sustraia el peso del tubo eppendorf en que se encontraba la muestra y que se habia

pesado previamente.

3.12.2. Ensayo de cohesion.

Este ensayo se realizO segin la técnica publicada al respecto
previamente (Shimkets, 1986). Las células se crecieron hasta alcanzar una densidad
6ptica de 100 unidades Klett, se centrifugaron a 10000xg durante 5 min. a 4° C, se
lavaron en tampdén MOPS 10 mM (acido morpholinepropanesulfonico) pH 6.8 y se
resuspendieron en tampon de aglutinacion (MOPS 10 mM, con MgCl, 1 mM y CaCl,
1mM) hasta una densidad optica de 100 unidades Klett. Las células se incubaron sin
agitacion a 30° C y se midieron los cambios en turbidez. En un experimento separado,
las células fueron resuspendidas hasta 100 unidades Klett en tampoén de aglutinacion
conteniendo 5 pg/ml de rojo Congo. La suspension celular fue incubada a 26°C sin
agitar. A varios tiempos se separd una alicuota y se centrifugd a 12000xg durante 5 min
a 4° C. la absorbancia del sobrenadante se midié a 500nm para monitorizar la cantidad

de rojo Congo que quedaba en suspension (Arnold y Shimkets, 1983).

4.PRODUCTOS Y REACTIVOS EMPLEADOS.

Antibioticos

Los antibioticos, disueltos en agua o etanol, se adicionaron a los medios de
cultivo a partir de soluciones 100 veces concentradas. Las soluciones acuosas fueron

esterilizadas mediante filtracién a través de membranas de 0,45 pm de tamano de poro

(Minisort Sartorius).

Las concentraciones empleadas fueron: Ampicilina (Amp) 50 pg/ml,
Kanamicina (Km) 50 pg/ml, Cloranfenicol (Cm) 20 pg/ml, Tetraciclina (Tet) 10 pg/ml
(Sigma Chemical Co USA).
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Enzimas

Las enzimas utilizadas fueron suministradas por Boehringer Manheim vy

Amersham Life Science.

Electroforesis en geles de poliacrilamida

Acrilamida (Serva) y Bis Acrilamida (Promega), SDS (Sigma), persulfato
amonico, azul de bromofenol B0126 (Merck), TEMED
(N',N",N’,N, Tetramethylethylenediamine, Sigma), mercaptoetanol (Serva) y Page Blue
83 (BDH).

Membranas para transferencias de proteinas

[LLas membranas (0,45um) de nitrocelulosa (NC BAS8S) y de nylon (Nytran)

fueron suministradas por Schleicher and Schuell.

Disolventes

Acetonitrilo, isopropanol vy acido trifluoroacético (TFA) de alta pureza para

HPLC (Scharlau).

Otros productos utilizados

Fenol, sacarosa, etanol absoluto, n-butanol, hidréxido soédico y acido clorhidrico
(Merck).
Cloruro sédico, citrato sodico, cloroformo, éter etilico y acido tricloroacético (Panreac).

Albumina sérica bovina (BSA) (Sigma) y reactivo de bloqueo (Boehringer Manheim).
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5.TECNICAS DE PROTEINAS

5.1. PREPARACION DE GELES PAGE-SDS

Gel de desarrollo al 15% de poliacrilamida (10 ml):

Acrilamida: Bis acrilamida (30%) 2,3 ml
Tris-HCI 1M, pH 8,8 2,5 ml
SDS (10%) 0,1 ml
Agua destilada 2,3 ml
Persulfato amonico (10%) 0,1 ml
TEMED 4 ul

Gel de concentracion al 5% de poliacrilamida (5 ml)

Acrilamida: Bis acrilamida (30%) 0,83 ml
Tris-HC1 1 M, pH 6,8 0,63 ml
SDS (10%) 0,05 ml
Agua destilada 3.4 ml
Persulfato amoénico (10%) 0,05 ml
TEMED 5 ul

5.2. CONDICIONES DE DESARROLLO DE LA ELECTROFORESIS

LLas muestras a analizar y los marcadores de peso molecular empleados como
referencia (Sigma Low Maker Range 6.500 - 66.000 d), se mezclaron en proporcion 3:1
con la solucion desnaturalizante (4x) y se calentaron al bafio maria durante 5 min a

100°C antes de ser aplicadas a los pocillos del gel.

La electroforesis se llevd a cabo a voltaje constante de 150 V hasta que el
indicador de frente alcanz6 el final del gel, empleando como tampdn para los electrodos

Tris-glicocola pH 8,3.
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Solucion desnaturalizante (4x)

Tris-HCI 1M, pH 6.8 2,5 ml
SDS (10%) 4 ml
Glicerol 2 ml
B-Mercaptoetanol 330 ul
Azul de Bromofenol 0,004¢
Agua destilada hasta 10 ml

Tampon de electroforesis

Tris base 0,025 M
Glicocola 0,192 M
SDS, pH 8,3 0,1%

5.3. REVELADO DE GELES

La tincién de las proteinas en los geles se realizo con azul de Coomasie al
0.,25% en metanol:acético:agua (50:10:40) durante 1 hora. Para la posterior

decoloracidon se emple6 una mezcla de metanol:acético:agua (5:10:85).

Los geles una vez tefiidos y decolorados se conservaron sumergiéndolos en una
solucion de glicerol (4%) durante 30 min y a continuacion se secaron a vacio durante 2h
a 70°C en un secador de geles (BioRad, modelo 583). Los geles entonces, se

fotografiaron empleando una pelicula Kodak en B/N (100 ASA).

Colorante

Page Blue 83 (BDH, Chemical LTD, Inglaterra) 0,2 g

Metanol 50 ml
Acido acético glacial 10 ml
Agua destilada hasta 100 ml
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. TECNICAS DE PRODUCCION, AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE

6. TECNICAS DE PRODUCCION, AISLAMIENTO Y PURIFICACION DY

LOS CRISTALES

6.1. EN MEDIOS LIQUIDOS

Los cristales adheridos a las paredes del matraz se despegaron con un asa de
platino y se recogieron por decantacion eliminando el medio de cultivo. Los cristales
sueltos en el medio de cultivo también se recogieron por decantacion. Los cristales se
lavaron repetidas veces con agua destilada hasta que quedaban limpios y por ultimo

se secaron en estufa de 37° C.

6.2. EN MEDIOS SOLIDOS

La recuperacion de los cristales se llevd a cabo mediante distintos métodos

dependiendo de la situacion de los cristales respecto al medio de cultivo.

-Cristales formados en la superficie del medio de cultivo. Para la recuperacion de
estos cristales se procedia raspando con asa de siembra y posteriormente eran
depositados en placa de Petri limpia y lavados con agua destilada varias veces a fin
de eliminar los restos del medio y de las células. Finalmente, el agua se eliminaba
por evaporacion en una estufa de 37° C.

-Cristales incrustados en el medio. Los cristales se recuperaron fundiendo los medios
de agar-agar en horno microondas. Para ello se cortaron los trozos de medio de
cultivo que contenian cristales incrustados y se depositaron en un vaso de
precipitados, se les adicioné agua destilada, y se fundieron en horno microondas a
600 W durante 50 segundos. Por altimo los cristales se lavaron varias veces con agua

destilada a fin de quitarles los restos celulares y de agar, y se secaron en una estufa a

3.
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7. IDENTIFICACION DE LOS CRISTALES

[La identificacidén de los cristales se realizo mediante difraccion de rayos X

y/o microanalisis y difraccion de electrones.

7.1. TECNICAS DE MICROSCOPIA

7.1.1. Microscopia optica

Para el estudio del movimiento y de la fructificacion se utilizaron un
microscopio y una lupa Leitz binocular. En el recuento de mixoOsporas se uso una

camara de recuento de bacterias Petroff-Hausser.

Para la observacion de los cristales se utilizé un microscopio Leitz binocular.
Los cristales fueron observados directamente en las placas de Petr1 producidos y

extraidos de los correspondientes medios de cultivo.

7.1.2. Microscopia electronica de barrido (MEB)

Para la observacion de las esporas y de las fimbrias en el microscopio
electronico de barrido (Zeiss DSM-950), las muestras se colocaron en membranas de
Nucleopore de 13 mm y 0.2nm de tamafio de poro y fueron fijadas durante 2 min. tres
partes de OsQy al 6%, tres partes de agua y una parte de HgCl, saturado. Posteriormente
fueron lavadas tres veces en 0.1 M cocadilato pH 7.2 y 0.5% de sacarosa y
deshidratadas a través de una serie de concentraciones crecientes de etanol (50, 70, 90,
95 y 100%) durante 10 minutos cada una. Seguidamente fueron secadas al punto critico

de CO,. Las muestras secas fueron cubiertas con 25 nm de Gold-Palladium y

observadas al MEB.

Para la observacion y andlisis de las muestras minerales se utilizo el mismo
microscopio de barrido (Zeiss DSM-950), equipado con un sistema de microanalisis

por energia dispersiva de rayos X (Link QX 2000). Las muestras fueron preparadas
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mediante vaporizacién con carbono. Para el microanalisis, las muestra fueron
excitadas a 20 Kv y ventana de berilio. Una vez realizados los microanalisis
correspondientes, las muestras se metalizaron con oro para la observacion de la
morfologia de los cristales. Esto permite la obtencion de imagenes de mas calidad y

mejor contrastadas.

7.1.3. Microscopia electronica de transmision (TEM).

Preparacion de muestras biologicas

[as muestras se lavaron y resuspendieron en una suspension en tampon Iris-
HCI pH 6.5 y se mantuvieron en hielo durante aproximadamente cuatro horas antes de
la fijacion. Posteriormente fueron centrifugadas y lavadas en tampén fosfato durante 30
min. El protocolo de fijacion y deshidratacion fue como sigue:
2 horas en tampon fosfato 0.1M con glutaraldehido al 2.5%
Lavar en tampon fosfato 0.1 M
1 hora en tampoén fosfato 0.1M con tetradxido de Osmio al 1%
[avar en tampon fosfato 0.1M
Deshidratacion en etanol:
Etanol 50%  10min.
Etanol 75%  10muin.
Etanol 85%  10min.
Etanol 95%  10muin.
Etanol anhidro 1 hora

Las esporas fueron transferidas en 6xido de propileno al 100% durante 30 min.
y se fueron afiadiendo gradualmente concentraciones mayores de resina Epoxida hasta
que se alcanz6 el 100% de resina. Seguidamente, las esporas se colocaron en moldes y
fueron polimerizadas durante toda la noche a 68° C Finalmente, las esporas fueron
seccionadas y teflidas con uranyl-acetato al 2% en agua y observadas con microscopio

de transmision.
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Preparacion de muestras minerales

Las distintas muestras a observar se prepararon de dos formas distintas, segun

las condiciones del experimento.

a) Las muestras se fijaron en una solucién al 2% de glutaraldehido en tampon
cacodilato 0,1 M pH 7.4 durante 2 horas a 4° C. A continuacion se lavaron 3 veces en
tampon cacodilato durante 10 minutos, se deshidrataron en gradiente de etanol del
30% al 100% y 6xido de propileno durante 10 min. Después se embebieron durante
1h en una mezcla 6xido de propileno-resina (Spurr) 1:1 y se dejaron toda la noche
en resina pura. Posteriormente las muestras se polimerizaron en estufa a 60° C
durante 14 h. Los cortes ultra finos de 2500 A de seccion fueron realizados con una
cuchilla de diamante en un ultramicrotomo Reichert Ultracut S, montados sobre
rejillas de cobre y sombreadas con carbon. Algunos cortes se contrastaron con
acetato de uranilo y citrato de plomo. Las muestras asi preparadas quedaban listas

para su observacion con MET.

b) Los cristales secos se suspendieron en etanol puro, y después se pusieron
gotas de 10 ul de la suspensién sobre rejillas de cobre previamente metalizadas con

carbon. Se dejaron secar en estufa a 37° C durante dos horas. De esta forma las

muestras quedan listas para su observacion con MET.

Para la observacion de ambos tipos de muestras se utiliz6 un microscopio
electronico de transmision de alta resolucion Philips (CM 200, 200 Kv) dotado de un
sistema de microanalisis por energia dispersiva de rayos X y de difraccion de

electrones.
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7.2. ANALISIS DE DIFRACCION DE RAYOS X

La difraccion de rayos X se llevo a cabo con un difractometro Philips PV
1710, radiaciéon CuK, rendija automéatica, monocromador de grafito y una velocidad

de exploracion de 1-6° por min.
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1. ESTUDIO DEL FENOTIPO DEL MUTANTE M. xanthus DZ¥1Aoar.

El primer paso realizado para el estudio del fenotipo de este mutante fue
comprobar que dicho fenotipo se mantenia tal y como habia sido publicado con
anterioridad, en las condiciones de cultivo de nuestro laboratorio. Para ello se

compararon las dos cepas de M. xanthus DZF1, tanto en el crecimiento vegetativo,

como en el ciclo de desarrollo y la produccion de esporas.

1.1. Curvas de crecimiento

Fl estudio de las curvas de crecimiento se realizo segun lo indicado en Material

y Métodos: se partio de cultivos con una densidad 6ptica similar y en fase lag y se
siguié tomando medidas de D.O. cada 3 horas hasta que los cultivos se lisaban
superadas ya las 160 horas de incubacion. El experimento se repitié 3 veces, con el
resultado, en medias aritméticas, que se expone a continuacion (tabla 4) y su

representacion grafica (figura 9).

Tabla 4: Curvas de crecimiento de las cepas salvaje y mutante de M. xanthus.

Tiempo (h) DO (DZF1) DO (Oar)

0 0,06 0,05
> 0,13 0,1
6 0,3 0,2
9 0,48 0,31
24 1,3 1,24
28 1,5 1,48
31 1:5 1,53
48 1,63 1,81
52 1,95 1,83
70 0,65 1,27
76 0,49 1,08
79 0,41 0,98
95 0,2 0,61
103 0,18 0,48
118 0,2 0,38
127 0,18 0,33
142 0,19 0,32
151 0,19 0,25
166 0,18 0,22
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Como se ha indicado con anterioridad, no existen grandes diferencias entre una
cepa y otra. Sin embargo nos llamo la atencion dos hechos que se repetian: un ligero
menor crecimiento del mutante al comienzo de la curva que sin embargo alcanzara
valores mayores al final de la fase exponencial y en la lisis. Sin embargo, durante el
experimento, se pudo comprobar que la cepa mutante no se adheria a la pared del
cristal, como si es habitual en la cepa salvaje. Dedujimos pues, que estas diferencias en
la curva no eran debidas al propio crecimiento de las dos cepas, sino al hecho de que, al
no adherirse, el 100% de las células mutantes quedaban en suspension, subiendo

ligeramente la D.O.

Curva de crecimiento
2
1’5 . .,
E /
£ ;. —— DZF1
O —a— DZF10ar
0 |
051 4 N, i
4 /e +
O | N D R ) B B A I N R N A N N HD B
0 24 52 93 142
Tiempo (h)

Figura 9: Representacion grdfica de las curvas de crecimiento de las cepas

salvaje y mutante de M. xanthus.

Otra caracteristica que observamos fue que, si bien la cepa salvaje se lisaba
completamente tras 140 horas de incubacidn, al observar la cepa mutante al microscopio
optico se pudo comprobar que, aproximadamente la mitad de las c€lulas existentes en

suspension eran bacilos con aspecto enfermo y ligeramente lisado. Sin embargo habia
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también un porcentaje muy alto de formas redondas similares a esporas, pero sin la

refringencia caracteristica de las mismas.

1.2. Estudio del movimiento

Una vez estudiado el ciclo vegetativo del mutante, quisimos confirmar que estas
cepas no presentaban ningtn defecto a nivel de movimiento. Muchos de los fallos a la
hora de producir cuerpos fructificantes viables vienen dados por anormalidades en el
movimiento aventurero o social de las cepas, ya que ambas facetas de las mixobacterias

estan unidas muy intimamente.

Fl estudio del movimiento se hizo a tres niveles: se observé el movimiento de
los enjambres en placa, tanto a simple vista como a través de lupa de aumento para la
observacion detallada de los bordes, y se estudié también a través del microscopio de
contraste de fases para la observacion detallada del comportamiento de las células

ndividuales. Los resultados obtenidos se indican a continuacion.

1.2.1. Estudio del movimiento de los enjambres en placa.

El estudio en placa se llevé a cabo tal y como se indica en Material y Métodos.
Los cultivos se crecieron en medio CYE durante la fase exponencial. Cuando llegaron a
una densidad optica de 1,5 (600 nm) se concentraron 10, 20 y 40 veces en tampon ™,
de forma que se obtuviera la misma densidad en todos los cultivos. A partir de estas
muestras. se colocaron gotas de 20 pl en placas de agar 2CTT al 1,5% de agar, se

dejaron secar y se incubaron a 28° C durante varios dias con observacion continuada.

Como se puede comprobar en la figura 10, no hubo diferencias apreciables entre

las dos cepas.
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Figura 10: Estudio del movimiento en placa utilizando medio de cultivo 72CTT.

(A) cepa salvaje (x4000), (B) cepa mutante (x4000).

1.2.2. Estudio del movimiento de los enjambres en porta.

Para el estudio de los enjambres en porta se siguié el mismo protocolo que en el
caso de las placas: se colocaron gotas de cultivos en portas de cristal cubiertos con una fina
capa de ¥2CTT al 1% de agar. Una vez secas las muestras, los portas se colocaron en

camaras donde se mantenian condiciones de humedad altas y se incubaron a 28° C con

observacion periddica al microscopio de contraste de fases.

Los problemas mas acuciantes en este grupo de experimentos eran dos: por una
parte, la fina capa de agar se secaba con mucha facilidad, por lo que era esencial
mantener condiciones de humedad maxima y continuada. Por otra parte, esta misma
humedad favorecia las contaminaciones, lo que se solucioné afiadiendo ampicilina al

medio en el porta asi como al tampon que se usaba para humedecer las camaras.

Este tipo de observacion al microscopio nos permitia distinguir el
comportamiento de los enjambres en los bordes a nivel de células individuales. Asi
pudimos comprobar que las dos cepas presentaban un movimiento completamente

normal tanto a nivel social como aventurero. Asi, en la figura 11, se observan imagenes
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del salvaje y el mutante al microscopio de contraste de fases. En todas estas
microfotografias se pueden ver grupos de bacterias que se desgajan del enjambre de
forma conjunta (movimiento social) asi como bacterias que se separan unas cuantas
micras unas de otras (movimiento aventurero). De aqui se deduce que no existe un

defecto evidente en ninguno de los dos aspectos del movimiento mixobacteriano de

estas cepas mutantes.

A B

Figura 11: Observacion del movimiento en portaobjetos al microscopio optico,

(A) cepa salvaje, (B) cepa mutante.

1.3. Produccion de cuerpos fructificantes

El siguiente paso fue confirmar el comportamiento durante el proceso de
desarrollo. Para ello se crecieron los cultivos bajo condiciones de falta de nutrientes en

un medio definido (CF) tal y como se indica en Material y Métodos.

En condiciones normales, al cabo de 4-5 dias las cepas salvajes de M. xanthus
han completado totalmente la formacién de cuerpos fructificantes maduros en cuyo
interior se encuentran las mixoOsporas, formas de resistencia que se encuentran
agrupadas. En muchas mixobacterias, el cuerpo fructificante toma una forma ramificada
compleja, encontrandose las mixoOsporas asociadas en especies de ramas terminales
denominadas mixosporangios. En el caso de M. xanthus, las formaciones no alcanzan
tal magnitud, sino que consisten mas bien en formas esféricas que reposan directamente

sobre el medio sin que haya tallo alguno que medie. La madurez se detecta en la

— m— —_— —————————— —
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opacidad de estos cuerpos fructificantes, asi como en su individualidad y capacidad de
producir mixosporas sanas. Cuando los cultivos mutantes de M. xanthus, asi como el
control salvaje, se pusieron en las condiciones 1doneas para formar cuerpos
fructificantes, la cepa mutante no produjo cuerpos fructificantes en ninguna ocasion, tal
y como se esperaba (figura 12). Tan solo se podia observar un ligero intento de
agregacion a partir de las 120 horas, sin llegar a constituir cuerpos fructificantes

maduros.

24 h

30 h

72 h

a b

Figura 12: Fenotipos de los cuerpos fructificantes de la cepa salvaje (a) y mutante (b)

en medio de cultivo CF, observados a través de lupa esteroscopica en los tiempos

indicados.
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Para conocer mas acerca del alcance de este defecto y/o sus causas, se continud
con el estudio de las esporas producidas y su viabilidad, asi como con el estudio del
movimiento, ya que éste es esencial para la transmision de sefiales y para la migracion

de las células durante la fructificacion.

1.4. Estudio de la esporulacion

Para estudiar la esporulacion, las células se recogieron del medio CF, donde
siguen el ciclo de desarrollo, a determinados tiempos hasta alcanzar las 140-160 horas,
se resuspendieron en tampon TM y se sonicaron durante tres minutos para eliminar las
células vegetativas no esporuladas y para separar bien entre si las esporas restantes.

Posteriormente, las esporas se contaron en una camara de Petroff-Hausser en el

microscopio Optico (ver Material y Métodos).

El experimento se hizo varias veces sin que hubiera variacion significativa. La

figura 13 muestra la representacion grafica del proceso de esporulacion.

Tabla 5: Esporulacion de la cepa DZF1 de M. xanthus y su mutante a diversos

tiempos. Porcentaje de esporulacion del segundo con respecto al primero

(Yomut/DZF1).
Tiempo (h) [DZF1(x10°)| Mut (x10”) | Y%omut/DZF1
24 0 0 0
48 5,6 0,35 6
72 7.6 1,9 17
96 8.1 1,7 18,5
168 7.9 3,5 44

Como se observa, hasta las 96 h el mutante produce solo un 30% de las esporas
que produce la cepa salvaje, quedando en todo caso siempre por debajo del 50% incluso

tras mucho tiempo de incubacion.
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Figura 13: Representacion grdfica del proceso de esporulacion de la cepa

DZF1 de M. xanthus y su mutante, a diversos tiempos.

1.4.1. Estudio de las esporas a microscopia electronica

Una vez contabilizado el nimero de esporas, decidimos hacer un estudio mas
profundo a nivel de microscopia electronica. Ya en la observacion a microscopio optico
nos llamo la atencion el hecho de que las esporas mutantes no presentaban tendencia a
agregarse, lo que si ocurre normalmente en las cepas salvajes. De hecho, el recuento de
~esporas salvajes era arduo porque, inmediatamente después de sonicar y separar las
esporas, éstas se volvian a agregar. Para el estudio a microscopia electronica, las
muestras de esporas de ambas cepas se sometieron a los tratamientos indicados en la
seccion de Material y Métodos. De nuevo pudimos constatar la falta de agregacion de

las esporas del mutante, que hacia que perdiéramos la muestra mutante en los sucesivos

lavados.

Al principio no podiamos localizar el problema y aumentdbamos Ia
concentracién de esporas mutantes. Finalmente, con estas medidas y un aumento de las

rpm en la centrifugacion pudimos conseguir imagenes de ambas cepas (f1g. 14, 15y 16).
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Figura 14: Esporas de la cepa DZF1 de M. xanthus (A) y su mutante (B),

observadas a través del microscopio electronico de barrido (x 45.000).

- seeh] 51591 s
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Figura 15: Observacion a través del microscopio electrénico de transmision de

preparaciones de mixdsporas de la cepa DZF1 de M. xanthus (4) y su mutante

(B). (barra = 1 um).
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Figura 16: Esporas de la cepa DZF1 de M. xanthus (A) y su mutante (B)

observadas al microscopio electronico de transmision.

En la figura 14 podemos observar la diferente agregacion de ambos tipos de
esporas. También es evidente otra caracteristica que ya habiamos constatado: las
esporas mutantes, ademas de estar en menor nimero y no agregarse, presentan formas
ovoidales en mayor proporcion que el salvaje, indicando quizds menos madurez. La
figura 15 es una panoramica de un campo de esporas salvajes (a). Hemos adjuntado
también una foto representativa de la muestra mutante, donde se puede observar la falta
de esporas, fotografidndose tan sélo restos de membrana y celulares. Finalmente, a mas
aumentos, se consiguid por fin fotografiar ambos tipos de esporas (figura 16). De esta
manera constatamos que, a pesar de la forma ovalada de la mayoria de esporas
mutantes, su estructura ultramicroscopica era similar a las esporas salvajes, no

mostrando ningun tipo de inmadurez.
1.4.2. Estudio de las esporas mediante PAGE-SDS

Para asegurarnos de que no existia realmente diferencia alguna, decidimos
someter el perfil de proteinas a una electroforesis de poliacrilamida con SDS. Para ello,
las esporas se sometieron a ultrasonido con perlas de vidrio. En la figura 17 se presenta
el perfil obtenido tras este tratamiento a diferentes tiempos. En esta ocasion no se
separaron las esporas de los bacilos periféricos y se puede observar la graduacion en el

perfil proteinico a lo largo del tiempo, especialmente en el mutante, debido a la gran

78



RESULTADOS

abundancia de éstos bacilos con respecto a las esporas. Por el contrario, el pertil
vegetativo de proteinas practicamente desaparece desde el principio en la cepa salvaje.
Lo mas destacado de este resultado es la ausencia de una proteina de unos 16 KDa que
aparece claramente en la capa salvaje. Sin embargo, hay que decir que este resultado no
era siempre repetitivo. Asi, por ejemplo, en la figura 18, la proteina aparece en las
altimas horas de incubacién. En este caso, las esporas fueron separadas de los bacilos
mediante la técnica empleada en el ensayo de agregacion, por lo que se aprecia mas la
diferencia en el perfil proteico de ambas especies celulares en el mutante. Como hemos
dicho, a las 66 horas comienza a aparecer ligeramente la banda y a las 90 horas ya
aparece con igual intensidad que la banda anterior. Llegamos a la conclusion de que la

banda aparecia en aquellos casos en que se apreciaba una ligera agregacion del mutante

microscopio electronico: las esporas del mutante que han
completamente no presentan ningun defecto. Y esta madur

relacionada con el grado de agregacion alcanzado, como se discutir

Figura 17: Perfil proteinico de la cepa salvaje y mutante a diferentes tiempos de
incubacion [24(4), 48(B), 96(C), 144(D) y 192(E) horas], durante el proceso de
diferenciacion. Las calles 1 y 15 son los patrones de pesos moleculares. Las calles 2y 3

son el perfil proteinico tipico de las células vegetativas de la cepa salvaje (2) y mutante

3).
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Figura 18: Perfil proteinico de las esporas y bacilos periféricos de la cepa salvaje y
mutante a diferentes tiempos de incubacion durante el proceso de diferenciacion. Las

calles 1 y 15 son los patrones de pesos moleculares. S = sobrenadante (bacilos

principalmente) P = precipitado (esporas principalmente)

1.5. Estudio de la germinacion

La germinacién se llevdé a cabo segin lo expuesto en Material y Métodos,
contabilizando el nimero de esporas de cada tiempo y midiendo cuantas de estas
esporas eran capaces de germinar. Las esporas se sonicaron para separarlas y se
sembraron en medio CYE con sobrecapa, adicionado de ampicilina para evitar

contaminaciones. Las placas se mantuvieron a 28° C hasta que se visualizaron las

colonias (alrededor de una semana).

Para poder dar una informaciéon lo mas exacta posible, se muestra un

experimento representativo del total. El resultado fue siempre muy similar.
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Tabla 6: Numero de esporas de la cepa salvaje (DZF1) y mutante, numero de colonias

obtenidas tras la germinacion, y porcentaje de viabilidad de ambas cepas.

n° esporas contabilizadas| n° esporas germinadas
Tiempo (h) |DZF1(x10%) | Mut (x10%) [DZF1(x10%)| Mut (x10”) | %viab.DZF1 |%viab.Mut
40 3,3 1,3 0,6 0,33 18 25
96 5,7 2.9 0,9 0,52 17 17,9
144 8,5 2,3 3 0,73 3D 31
Esporas/germ 1
© 10
% 8 —— esp DZF1
E 6 ~—fe— esp Mut
o 4 —&— germ. DZF1
8 2 —fr— germ. Mut
oc 0

Tiempo (h)

% viabilidad 1

1% viab.
DZF1

Bl % viab. Mut

144
Tiempo (h)

40 96

Fig. 19. Representacion grdfica del mimero de esporas de la cepa salvaje

(DZF1) y mutante. Numero de colonias obtenidas tras la germinacion, y

porcentaje de viabilidad de ambas cepas.
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Como se puede observar (tabla 6 y figura 19), si bien el numero de esporas del
mutante es bajo, como ya se ha explicado, el porcentaje de germinacion de la cepa

mutante es comparable al presentado por la cepa salvaje.

1.6. Estudio de la agregacion

1.6.1. Observacion de la agregacion al microscopio optico

Las primeras etapas del ciclo de desarrollo de M. xanthus se caracterizan por una
migracion en espiral de los bacilos hacia puntos centrales donde forman actmulos
conocidos como cuerpos agregados. En su interior, los bacilos sufren el proceso de

diferenciacion dando lugar a esporas maduras.

Puesto que M. xanthus DZF1Aoar no produce cuerpos fructificantes maduros y
solo presenta una ligera tendencia a agregarse en algunos casos y después de una larga
incubacién, lo primero que hicimos fue observar la presencia o no de cuerpos agregados
al microscopio de contraste de fases y lo hicimos a bajos aumentos (x250) para ver
mayor amplitud de campo y a 10000 aumentos para observar con mas detalle (figura
20). Para ello, las muestras se recogieron de las placas CF una vez que el proceso de
desarrollo habia terminado en la cepa salvaje y con cuidado de no romper los cuerpos

agregados, éstos se colocaron entre porta y cubre y se observaron al microscopio.

El resultado fue que, ciertamente, los cuerpos agregados no existian en la cepa

mutante, ni en detalle ni se observaban con una mayor amplitud de campo.

82



RESULTADOS
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Figura 20. Observacion de la agregacion al microscopio optico de las cepas

mutante (Aoar) y salvaje (wt). a: x250; b: x100.

Para conocer en qué momento se produce el defecto, el proceso de desarrollo se
observd al microscopio de contraste de fases mediante la técnica de cultivo en porta
sobre medio CF. De esta manera se pudo observar que la cepa mutante iniciaba el
movimiento hacia los puntos centrales al mismo tiempo que la cepa salvaje pero sin
embargo nunca superaba la fase correspondiente a las 24 horas en M. xanthus DZF1,
momento en que se establecen corrientes circulares de bacilos periféricos que dejan en
su interior a otros bacilos cuyo destino sera formar los cuerpos agregados y las esporas
maduras en un futuro. Por el contrario, los bacilos que no pueden llegar a estos puntos
interiores moriran, confiriendo nutrientes a las células que esporulan. En nuestro
mutante, otra caracteristica que lo diferencia es que esta lisis periférica no llega a

producirse, al menos de forma evidente.
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Figura 21: Proceso de agregacion de las cepas salvaje y mutante a lo largo del

tiempo.

1.6.2. Cuantificacion de la agregacion mediante medida del peso seco

Puesto que el mutante no formaba cuerpos fructificantes ni presentaba tendencia
a formar cuerpos agregados, uno de los pasos primeros del ciclo de desarrollo en M.
xanthus, procedimos a medir con exactitud la capacidad de agregacion que el mutante
presentaba. Para ello de nuevo se crecieron los cultivos bajo condiciones de falta de
nutrientes en el medio definido CF para provocar el proceso de diferenciacion, tal y
como se ha explicado previamente. Las gotas de cultivo se recogieron a determinados
intervalos de igual manera que se hizo en los experimentos anteriores. Pero esta vez la
muestra se dividia en dos: tras retirar una alicuota que nos serviria para contar las
esporas, mediante el protocolo seguido usualmente, el resto se secé para medir las
diferencias en peso seco del mutante y el salvaje tal y como se explica en Material y

Métodos. El resultado se puede observar en la tabla 7 y figura 22.
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Tabla 7: Numero de esporas y peso seco de los agregados ambas cepas. La ultima
columna indica la relacion existente entre el defecto de esporulacion y agregacion del

mutante y se obtiene dividiendo la séptima columna por la cuarta.

" Agregacion
n° esporas
(g peso seco)

Tiempo 9 9 % esp 4 4, | Yo agregacion | % agreg/esp
(h) DZF1(x10%) |Mut (x10°)| _“°~ 70 | DZF1(x107) | Mut (x10™) | " "% = c N
24 0,005 0 0 30 3 10
48 2.4 0.4 20 45 ; 11 55
96 6,0 1,2 20 38 3 8 40
144 7,2 1,3 20 42 3 7 35
192 6,7 1,9 23 25 3 12 48

n° esporas
mg 8 -
5¢ 10 =
g a. —o— DZF1
2 —i— Mutante
n 2
o)
OC 0

24 48 96 144 192 24 48 96 144 192
Tiempo (h) Tiempo (h)
¢
Agregacion 7o agregacion

% agregacion

24 48 96 144 192 24 48 96 144 192
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 22: Representacion grdfica del numero de esporas, agregacion y % de

esporulacion y agregacion de las cepas DZF1 'y DZ¥1Aoar de M. xanthus.
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Como se observa, el mutante se comporta como se esperaba, con una formacion
de agregados mucho menor que la cepa salvaje. Sin embargo, es interesante comprobar
que, al comparar la esporulacién con la agregacion, el mutante produce mas esporas de
lo que se podia esperar considerando el bajo nivel de esporulacion. De hecho, el

porcentaje de esporulacion es el doble del porcentaje de agregacion.

1.6.3. Cuantificacion de la agregacion mediante medida de la proteina

Para tener otra medida de la agregacion de M. xanthus DZF1Aoar realizamos
también ensayos de agregacion del mismo modo que con anterioridad pero midiendo la
cantidad de proteina en lugar del peso seco. De esta manera, una vez centrifugadas a
bajas revoluciones (50g) las muestras para separar los agregados de los bacilos en
suspension, se resuspendia el precipitado en agua hasta alcanzar el mismo volumen
original de la muestra (400ul). De estas suspensiones se tomaban 10ul que se
completaban hasta 80ul y se media la proteina mediante el método de Bradford.
Previamente, se habian tomado 10ul de la muestra inicial, sin centrifugar, para medir la
proteina total como control. En la tabla 8 ésta es la proteina total que aparece. Sin
embargo, los porcentajes se realizaron sobre la suma de los valores de sobrenadante y
precipitado para obtener el 100%. Como se puede observar, el error es minimo,

considerando el propio margen de error del método Bradford.

Tabla 8: Cuantificacion de la agregacion celular referida a proteinas.

Dias DZF1 sob DZF1 prec DZF1 total Mutsob  Mutprec Mut total

] 0,424 0,158 0,609 0,648 0,13 0,943
2 0,146 0,18 0,388 0,852 0,16 1,045
. 0,15 0,355 0,517 0,539 0,117 0,724
6 0,15 0,486 0,614 0,465 0,145 0,888

La figura 23 muestra el porcentajes de agregacion de ambas cepas y el
porcentaje de agregacion del mutante con respecto al salvaje, como se indico en la

secciOn anterior.
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Agregacion DZF1 ~ Agregacion Mutante
 100% 100% -
‘91; . BO% 2 80% -
g 0% R e
L any 2 Ao
2 20% =  20% -
0% . D%

1 2 4 6 1 2 4 6

% precipitado

1% agreg
mut/DZF1

Figura 23: Porcentajes de agregacion de las cepas salvaje y mutante, y de

estas entre si

Como se puede observar, en esta ocasion el porcentaje de agregacion del
mutante con respecto al salvaje es mayor, si lo comparamos con los datos anteriores en

peso seco. Esto puede ser debido al método de medida, como se explicara en la

discusion.
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1.7. Medida de la cohesion (ensayo con rojo -Congo)

La cohesion de M. xanthus es una propiedad diferente de la formacion de
cuerpos agregados e indica la capacidad de union de los bacilos durante el ciclo
vegetativo. La cepa salvaje utilizada para crear nuestro mutante, M. xanthus DZF1, es
una cepa sglA™ que presenta menor cohesidn, propiedad que es muy util para su cultivo
en medios liquidos. Sin embargo, esta caracteristica no merma en absoluto su capacidad
de formar cuerpos fructificantes y esporas. A pesar de ello, quisimos medir la capacidad
de aglutinacién de ambas bacterias, para lo cual se realizaron los dos ensayos expuestos
en material y métodos: el ensayo de cohesion en tampon de aglutinacion (10mM
MOPS, ImM MgCl, y 1 mM CaCl,), midiendo la DO a distintos tiempos (figura 24),
asi como el mismo ensayo afiadiendo rojo-Congo y centrifugando la muestra a distintos
tiempos para medir, a 500 nm, la cantidad de colorante que quedaba en el sobrenadante.
Como se explicard en la discusion, el rojo-Congo se une a determinados sitios de la
pared de los bacilos inhibiendo su cohesion, por lo que la medida de colorante que no se

ha unido a los bacilos es también una medida de cohesion celular (figura 25).

Ensayo de cohesion

—
il

—o— DZF1
- Mutante

qO
o Oor = O N
| L |

D.O. (600 nm)

0 10 20 30 40 50

tiempo (min)

Figura 24: Ensayo de cohesion celular de la cepa salvaje y su mutante.
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Rojo-Congo

—o—DZF1
- Mutante

DO (500 nm)
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tiempo (min)

Figura 25: Inhibicion de la cohesion celular de las cepas salvaje y mutante
utilizando rojo-Congo.

Tanto DZF1 como su mutante Aoar mostraron so6lo una ligera cohesion celular
en el marco de una hora. Sin embargo, como se ha explicado antes, esto era esperable
debido a la mutacion que ya de por si sufre la cepa salvaje. Por el contrario, la mutacion
Aoar no agudizé este defecto. Por otra parte, la adiccion de rojo-Congo dio un resultado
concluyente, ya que el colorante fue retirado del sobrenadante de ambas cepas en los
primeros 10 minutos de incubacion. Por tanto, la mutaciéon Aoar no parece producir

ninguna variaciéon significativa en el comportamiento de DZF1 en las condiciones

estudiadas.

1.8. Estudio de las fibrillas

Otra de las estructuras relacionadas con la capacidad de agregacion y cohesion
de M. xanthus son las fibrillas o apéndices de naturaleza gluco-protéica diferentes de los
pilis o fimbrias, que sirven para la union de las células entre si o con el sustrato. Por
ello, el paso siguiente mas obvio era comprobar si las fibrillas de M. xanthus DZF1Aoar

eran normales o por el contrario presentaban algun defecto. Para ello se siguieron dos

estrategias que se exponen a continuacion.
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1.8.1. Estudio de las fibrillas a microscopio electronico de scanning

Las dos cepas mutante y salvaje, se crecieron en placas de medio CYE para el
crecimiento vegetativo y CF para el comienzo del desarrollo y se sometieron al
tratamiento indicado en el Material y Métodos para ser observadas al microscopio

electronico. El resultado se puede observar el la figura 26.

e ;._:_‘w.: o+

EBKY ¥iseom 10U 384 11149 an

Figura 26: Observacion de fibrillas en el microscopio electronico de scanning

de células vegetativas (izquierda) y durante el comienzo del ciclo de desarrollo

(derecha) de M. xanthus DZFI (a) y DZF1Aoar (b)

En estas fotografias obtenemos una serie de resultados. Primero, podemos
constatar la existencia de microfibrillas en todos los casos, tanto en la cepa salvaje como
la mutante. Sin embargo, el numero es bastante mas reducido en la cepa mutante, tanto
en crecimiento vegetativo en medio sélido como en el proceso de desarrollo. En
cualquier caso, la disminucion del nimero de fibrillas no puede ser consecuencia directa
de la falta de Oar, ya que ésta proteina ha desaparecido por completo de la cepa

mutante, lo que no ocurre con las fibrillas.

Otro resultado que nos llamoé la atencion de estos experimentos fue el hecho
evidente de que los bacilos de M. xanthus DZF1Aoar son de longitud mucho mayor que

los salvajes, presentando en muchas ocasiones formas dobladas y en "V".
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1.9. Estudios de difusion de senal

Muchas de las sefiales de desarrollo de M. xanthus son moléculas pequenias,
capaces de difundir en el agar y complementar a un mutante que carezca de ellas. Por
eso, uno de los experimentos realizados fue comprobar s1 el defecto presente en nuestro
mutante era debido a la falta de alguna sefal difusible. Para ello, tanto mutante como
salvaje se inocularon en condiciones de desarrollo en medio CF a una distancia
suficientemente cercana como para permitir la difusion de cualquier sefial de un

enjambre al adjunto. La figura 27 muestra el resultado obtenido.

Figura 27: Observacion con lupa binocular del posible efecto de difusion de

seiiales entre M. xanthus DZF] (derecha) y M. xanthus DZFIAoar (izquierda)

en medio de frutificacion CF.

De nuevo, podemos extraer varios resultados de esta fotografia. Primero,
ciertamente no existe ninguna sefial difusible que pueda rescatar el fenotipo salvaje,
puesto que sbélo se forman cuerpos fructificantes cuando ambos tipos de c€lulas estan en
contacto directo. Segundo, aunque anteriormente habiamos visto que no existian
diferencias entre ambas cepas a nivel de movimiento, en este experimento se€ puso en
evidencia la mayor capacidad migratoria de la cepa salvaje, que era capaz de invadir el
terreno presuntamente colonizado por M. xanthus DZF1Aoar. Tercero, aun cuando
ambas cepas pertenecen a la misma especie de Myxococcus y son gene€ticamente
idénticas excepto en un locus, existe una cierta incompatibilidad entre ellas, que lleva a

la cepa salvaje a intentar rodear el enjambre de la cepa mutante, incluso cuando, como
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se ha indicado, la primera presenta una clara ventaja competitiva. Cuarto, en cualquier
caso, cuando la cepa salvaje y la mutante estan en contacto fisico, si se producen
cuerpos fructificantes maduros. La cuestion, ahora, era saber si estos cuerpos

fructificantes estaban formados solo por la cepa salvaje o por ambas.

1.10. Estudios de complementacion

Para responder a la pregunta anterior, se llevaron a cabo estudios de
complementacion en donde ambas cepas se crecian en fase logaritmica y se
concentraban con objeto de inocularlas en gotas en medio CF para provocar el ciclo
vegetativo, pero antes eran mezcladas en diferentes proporciones, manteniendo el

mismo volumen final.

La figura 28 muestra el primer resultado obtenido en este experimento. Las
proporciones usadas fueron (DZF1:DZF1Aoar) 4:0, 3:1, 1:1, 1:3, 0:4. El resultado fue
que la complementacion recuperaba el fenotipo salvaje en la cepa mutante, a nivel de
numero y madurez de los cuerpos fructificantes. Sin embargo, la complementaciéon no
era completa, ya que una de las caracteristicas de la capa mutante, la menor proporcion
de lisis de los bacilos periféricos, se mantenia aun. Esto indicaria que la recuperacion de
la fructificacion no se debe a una sefal extracelular no difusible, ya que si asi fuera, la

complementacion seria total.

Figura 28: Formacion de cuerpos fructificantes a partir de enjambres hibridos

en diferentes proporciones.

Una vez conocido esto, era interesante observar si también se recuperaba el

numero de esporas y si éstas provenian de bacilos de la cepa salvaje o de la cepa
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mutante. Esto era facil de hacer puesto que la cepa mutante contenia un cassette de

resistencia a la kanamicina que serviria de marcador para diferenciar las esporas

mutantes de las salvajes.

De esta manera, los cuerpos fructificantes de cada una de las complementaciones
se recogieron, se sonicaron y se contaron las esporas. Posteriormente, las esporas se
dejaron germinar y una vez germinados los enjambres, se pasaron a<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>