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1.1 FACTORES ARQUITECTONICOS DEL DNA

La mayor parte de los procesos celulares relacionados con el DNA, tales
como el control de la transcripcion, la replicacion, la recombinacion o la
reparacién de dafios lleva asociada la formacidn de complejos nucleoproteicos de
orden mayor. En ellos no sélo son importantes las interacciones especificas del
DNA con las proteinas, sino también las que se producen entre proteinas cuvos
sitios de union en el DNA estan relativamente distantes unos de otros, de modo
que para la formacidn de estas estructuras es necesario un cambio en la
conformacion del DNA gque haga posible la aproximacion de estos factores. Esta
funcion la desempefian las proteinas arquitectonicas, las cuales no son capaces de
realizar por si solas esas actividades especificas, sino que inducen en el DNA
cambios conformacionales que facilitan el ensamblaje, la estabilidad v la
actividad de complejos macromoleculares.

Las proteinas arquitectdnicas participan en procesos biologicos muy
diversos, no se encuentran relacionadas estructuralmente, exhiben plegamientos
globales diferentes ¥ emplean distintos motivos de unidn para el reconocimiento
de su sitio diana en el DNA (véase revision de Bewley ef al., 1998} No obstante,
presentan algunas propiedades fisicas comunes, como son su abundancia relativa
¥y su pequefio tamafio. La caracteristica mas importante que comparten es su
capacidad de unirse al DNA a través del surco menor, produciendo una
modificacion local de su estructura (Werner ef al, 1996). Dada la escasa
especificidad quimica del surco menor, el hecho de gue todas estas proteinas
tengan preferencia por unirse a estructuras precurvadas y cruciformes de DNA

i Zlatanova v Van Holde, 199%) sugiere que la conformacion intrinseca del DNA
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es un elemento guia para el reconocimiento de sus sitios de union (Pérez-Martin v
de Lorenzo, 1997}.

En este trabajo se estudia la funcién reguladora de la proteina CarD de
Myxococcus xanthus, asi como sus relaciones funcionales con la proteina ThiA.
Ambas proteinas contienen dominios de unidén que muestran homologia con
proteinas arquitectonicas para las gque va se han resuelto las estmcturas
tridimensionales unidas a su DNA diana (Figura 1.1}. Estas son el factor de
integracion del hospedador (IHF} (Rice ef af., 1996} v las proteinas HMGA (Huth

et al.,, 1997), que se describen a continuacion.

1.1.1 El factor IHF

El factor THF (del inglés, fricgration Hosi Facior} fue identificado como
un elemento necesario para la recombinacidn especifica de sitio del colifago 4 con
el cromosoma de Escherichia coli (Miller y Friedman, 1980; Nash, 1981}, Esta
proteina arquitecténica forma parte de la familia de proteinas denominadas
histone-like, debido a que se encuentran asociadas al nucleoide bacteriano v
parecen ser las responsables de la condensacion del DNA en organismos
procaridticos (Drlica y Rouvigre-Yaniv, 1987; White ef af, 1989; Oberto ef ai,
1994; Sandman ef af, 1998}

En £. coli se encuentra en forma de heterodimeros compuestos por una
subunidad ¢ y una [, cifradas en los genes i#/4 e iA/B, respectivamente ( Weisberg
et al., 1996}, Las dos subunidades muestran una similitud de secuencia del 30 %
aproximadamente (Nash e¢ al, 1987). THF participa en una amplia gama de
procesos gque inchiyen la recombinacidn especifica de sitio (Yu v Haggard-

Ljungquist, 1993; Blomfield ef al., 1997; Goodman y Kay, 1999}, la replicacion
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b)

Figura 1.1 Estructura tridimensienal del factor THF de E. cofi unide
al DNA (a) ¥ del motvo gascho AT de la proteina HMG A humana
intercalade en el suree menor del DNA (b).
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del DNA (Schmid, 1990; Hwang v Kornberg, 1992; Nash, 1996; Grimwade e al.,
2000}, la transposicion (Chalmers ef af., 199%; Korak v Kivisaar, 1998; Sakai e¢
al., 2000} v el control de la transcripcion (revisado en Goosen y van de Putte,
1995}). En todos estos procesos, IHF parece actuar como un elemento estructural
que ayuda a la formacién de complejos nucleoproteicos, curvando el DNA en

sitios concretos.

1.1.1.1 Estruectura y union especifica al DNA

IHF protege una regidén de DNA de unos 40 pb de la digestion con DNasal.
Una secuencia consenso (sitio i/} de 13 pb, (AT ATCAANNNNTTI(GLA)
(Craig v Nash, 19584; Goodrich ef al., 1990}, esta simada asimétricamente en la
mitad 37 de la region de 40 pb. El resto de la secuencia parece ser tambien
importante para la formacion de complejos estables entre [HF y el DNA (van Rijn
et al., 1991}, En la mitad 5° del consenso se encuentran habitualmente segmentos
ricos en pares A-T, ¥ se sabe que estas secuencias confieren una estabilidad
importante en la union de IHF (Hales ef af., 1994). En la determinacion de la
afinidad de THF por sitios especificos parece ser mas importante la conformacion
adoptada por el DNA que los contactos especificos con las bases, va que THF
parece seleccionar su sitio de unién basandose principalmente en las restricciones
estructurales impuestas por el DNA. En los tramos de DNA ricos en bases Ay T
el surco menor tiende a ser mas estrecho de lo habitmal, pudiendo alojar mas
comodamente a la proteina (Nelson ef af., 1987; Rice ef al., 1996).

Rice et al (1996} resolvieron la estructura cristalina de un complejo del
THF unido a un fragmento de DNA correspondiente al sitio de integracidn del

fago 7. Observaron que launioén de IHF al surco menor provoca una curvatura en
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el DNA mavyor de 160° de modo que el DNA gue se encuentra rodeando a la
proteina, invierte la direccion del eje de la hélice en una distancia pequefia. Las
dos subumdades de IHF se “enroscan™ formando un cuerpo central compacto, del
que se extienden dos lazos f en forma de brazos que envuelven al DNA a lo largo
del surco menor. Al final de cada brazo, un residuo de prolina intercala su cadena
lateral entre las bases produciendo el desapilamiento de éstas. Otros aminoacidos
estabilizan el complejo mediante puentes de hidrogeno con pares AT del sitio A/
o mediante interacciones electrostaticas entre el cuerpo de la proteina cargado

positivamente v el esqueleto de fosfatos del DNA.

1.1.1.2 THF como factor arquitecténico en el control de la transcripcion

Como se indicd anteriormente, IHF fue identificado como un factor
necesario para la recombinacion especifica de sitio del fago A con el cromosoma
hospedador (Miller y Friedman, 1980; Nash, 1981}. El hecho de que DNA
intrinsecamente doblado careciera de ese requerimiento de IHF (Goodman ef &/.,
1992} sugirid que su funcidn era simplemente la de curvar el DNA.
Posteriormente se demostrd que THF afecta a los niveles de expresion de un gran
namero de genes (Arfin ef af., 2000} v parece que un mecanismo similar opera en
la funcién de THF como activador transcripcional.

Para el funcionamiento de algunos promotores dependientes de o™ en
distintas especies de bacterias es necesaria una proteina activadora que se une
normalmente 100 pb o mas aguas arriba del sitio de inicio de la transcripcion
(Kustu ef af., 198%). En muchos casos se ha encontrado un sitio ¢hf entre el sitio
de unién al activador v el promotor. En estos promotores, IHF facilita la

formacion de un lazo gque pone en contacto la proteina activadora con la
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polimerasa de RNA (Hoover e al., 1990; Claverie-Martin v Magasanik, 1991},
Este tipo de accion reguladora no queda restringida a promotores dependientes de
o™, sino que parece ocurrir también en promotores de E. coli dependientes de '°
(Schréder ef af., 1993; Colland ef 4., 2000}

Ademas, se ha demostrado que el bucle formado por THF reduce
interacciones inespecificas entre la polimerasa de RNA y otras proteinas
activadoras que pueden unirse a las regiones intensificadoras cuando éstas no se
sitian en la posicion correcta con respecto a la curvatura, actuando de este modo
como un agente restrictivo en la especificidad de los promotores (Pérez-Martin v
de Lorenzo, 1995; Dworkin ef af., 199%).

El papel estructural de THF ha sido confirmado mediante la sustifucion
funcional del sitio i por DNA curvado intrinsecamente (Molina-Lopez ef al.,
1994; Pérez-Martin ef al., 1994}, Ademas, se han identificado versiones mutantes
de la proteina capaces de activar la transcripcidn en mayor o menor grado que
THF silvestre (Engelhorn y Geiselmann, 199%; Giladi ef al, 1998} Se ha
comprobado gue todos estos alelos mutantes poseen menor afinidad por el DNA v
que la curvatura producida tras la unidén es menos pronunciada. Parece claro, por
tanto, que el mecanismo de activacion transcripcional por THF depende en gran
medida de la modulacion de la geometria del DNA vy que la optimizacion (y no
maximizacion} del angulo de curvatura es un factor importante en la activacion de
la transcripcion por THF en los promotores citados (Engelhorn v Geiselmann,
1998},

Se ha comprobado que IHF es capaz de inhibir 1a transcripcion de varios
promotores de £ celi, tanto in vive como in viire. ITHF parece actuar en algunos
casos como un represor clasico, al encontrarse uno o mas sitios de union a dicho

factor en las propias regiones promotoras —10 y/o 35 (Griffo ef af., 1989; Kur ef
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al, 1989; Tsui ef ai., 1991; Pagel ef af., 1992; Ditto ef af, 1994; Browning ef af.,
2000}, Otras veces, IHF inhibe la transcripcion indirectamente, modulando la
funcién de una proteina reguladora (Slauch vy Silhavy, 1991; Ramani ef af., 1992}

Por otro lado, se ha comprobado que en tres promotores diferentes THF
estimula la transcripcién directamente, sin la participacion de ningin otro factor
transcripcional. En este tipo de regulacidn positiva, [HF se une inmediatamente
aguas arriba del promotor, estabilizando, de alguna manera, el anclaje de la
polimerasa de RNA (Krause v Higgins, 1986). Se ha propuesto que el extremo
carboxilo de la subunidad « de la polimerasa de RNA seria el responsable de esta
activac1on, bien por interaccion con el DNA de la zona 5° (Parekh v Hatfield,
1996; Engelhorn v Geiselmann, 1998} o bien por interaccion directa con el propio

THF (Giladi et al., 1998}

1.1.2 Otros factores arquitecténicos procarioticos

En el nucleoide de £. codi se encuentran ademas otras proteinas de la
familia histone-fike, encargadas de la organizacion del material genético vy de
mantener la arquitectura del cromosoma. La mas abundante de ellas v la primera
en caracterizarse fue HU (Rouviere-Yaniv y Gros, 1973; Murphy v Zimmerman,
1997}, una proteina muy relacionada estructuralmente con ITHF, cuya diterencia
fundamental es la inespecificidad de su union al DNA. Posteriormente se
encontraron otras proteinas pequefias, tales como IHF, H-NS, FIS v Lp, también
asociadas al nucleoide (Drlica y Rouviere-Yaniv, 1987; White ef af., 1989; Oberto
ef al., 1994; Sandman ef af., 1998). Para cada una de estas proteinas se han podido
aislar mutantes nulos de £. cofi que tan solo presentan un defecto débil en su

crecimiento, indicando que cada proteina individual no es esencial para la célula.
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Este hecho se deberia a un solapamiento parcial de sus funciones, ya que la
ausencia de varias de estas proteinas causa fenotipos mas severos. Las células que
no producen HU ni THF tienen forma filamentosa v crecen muy lentamente; la
anulacion adicional de H-INS es letal para la célula (Yasuzawa et al., 1992).

La estructura del nucleoide bacteriano depende de la presencia o ausencia
de proteinas arquitectdnicas especificas en un momento determinado. Se ha
comprobado que la expresion de las proteinas Aistone-fike varia a lo largo de la
curva de crecimiento. [HF, HU ¥y H-NS aumentan su expresion cuando las células
alcanzan la fase estacionaria, mientras que FIS disminuye {Sandman ef af., 199%).
Este hecho es consistente con la distinta estructura cromosdmica que se observa
en células en crecimiento exponencial cuando se compara con las células que han

entrado en la fase estacionaria.

L1.1.3 Las proteinas HMC

1.1.3.1 Caracteristicas generales

La familia de proteinas HMG (del inglés, High Mpbifiny Group) fue
descubierta hace mas de 30 afios en células de mamiferos como un gmpo de
proteinas no histénicas asociadas a la cromatina. Se nombraron asi de acuerdo a
sus propiedades de movilidad electroforética en geles de poliacrilamida. Aungue
tienen en comin su distribucion ubicua, bajo peso molecular, solubilidad en acido
y riqueza de aminoacidos cargados tanto positiva como negativamente, se trata en
realidad de un grupo muy heterogéneo que abarca tres familias estructuralmente
distintas: la correspondiente a las proteinas HMG1/2, las proteinas HMG14/17 ¥

el grupo de HMGIY}). La nomenclatura de estas tres familias se ha revisado
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recientemente con objeto de establecer unas normas sistematicas para su
clasificacion, por lo que en adelante se denominaran HMGB, HMGN vy HMGA,
respectivamente (Bustin, 2001). Cada familia es un conjunto de proteinas distinto,
con caracteristicas estructurales particulares y un tipo especifico de sitio de union
en el DNA, donde inducen cambios de conformacidon caracteristicos (Bustin,
1999}, Comparten su accion como elementos arquitectonicos, influyendo en
actividades relacionadas con el DNA.

La proteina CarD de M. xanthus contiene un dominio de union similar al de
las proteinas pertenecientes a la familia HMGA. De ahi que unicamente se haga
una breve revision sobre este grupo de proteinas. Para otras familias, pueden
consultarse las revisiones de Bustin ¥ Reeves (1996}, Bewley v colaboradores
(1998}, Bustin (1999} v Thomas y Travers (2001}

En mamiferos, la familia HMGA estd constituida por tres miembros: las
proteinas isomorficas HMGAla vy HMGATb (antes denominadas HMGI vy
HMGY, respectivamente} v la proteina HMGA?2 (anteriormente HMGC}, que esta
muy relacionada con las anteriores. Las proteinas HMGATa y HMGATb humanas
son idénticas en su secuencia de aminoacidos, a excepcion de una delecion interna
de 11 aminoacidos en HMGAT1b, generada por un procesamiento distinto de un
mRNA comun (Van de Wetering v Clevers, 1992}, HMGAZ esta determinada por
un gen distinto (Bianchi ef ai, 1989}, Aungue parece gque cada una de estas
proteinas estd especializada en funciones diferentes ¥ no son sustituibles
funcionalmente (Zhou e¢ af., 199%; Franck ef al., 199%), en adelante, se tratara de

modo general del gmapo HMGA, no haciéndose distincion entre ellas.

1.1.3.2 Estructura del grupo HMGA e interaccion con el DNA
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La caracteristica fundamental de las proteinas HMGA es la presencia de un
dominio de unidén a DNA gque consta de un nicleo central invariable, constituido
por la secuencia palindromica PRGRP, embebido en otros residuos basicos y de
prolina (Reeves v Nissen, 1990). Este motivo, repetido tres veces en HMGAT, se
denomina gancho 47. En éste, los residuos de prolina (P) inducen una curvatura
en el esqueleto peptidico, el cual adopta una conformacion de media hina que le
permite ajustarse al surco menor de la doble hélice. Los residuos basicos de
arginina (R} v lisina (K} estabilizan la unioén neutralizando las cargas negativas de
los gmpos fosfatos del DNA (Reeves v Nissen, 1990}, Este modelo de interaccion
con el DNA fue posteriormente confirmado por estudios de resonancia magnética
nuclear (Huth ef al,, 1997). Analisis detallados de la union de HMGAT al
intensificador del interferon [ muestran que cuando ésta se une al DNA, aunque
altera su conformacion, lo hace en menor grado que los factores arquitectonicos
descritos anteriormente v, en realidad, parece que previene o incluso revierte
distorsiones intrinsecas de la doble hélice (Falvo ef ai., 1995; Huth er af., 1997).
Los cambios estructurales producidos tras la unién de HMGA al DN A facilitan la
asociacion de factores transcripcionales adicionales a la region intensificadora,
interviniendo también las interacciones directas entre proteinas (Yie ef al.,, 1997).

Las regiones adyacentes a los ganchos AT también contribuyen a la unién
con el DNA. Los miembros de la familia HMGA contienen una regidn rica en
aminoacidos acidos (Bustin ef af, 1990} cuya disposicion con respecto a los
dominios de union a DNA es diferente en distintas HMGA, careciendo algunas
inchuso de ¢l (Laux ef ai, 1991; Nieto-Sotelo e af, 1994a v b). Yie v
colaboradoes (1997} demostraron que este dominio acido confiere especificidad a

la union al DNA, va que una proteina carente de dicho dominio tiene mavor
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afinidad por el DNA pero sin especificidad de secuencia. En este dominio acido
se encuentran secuencias consenso suscepiibles de ser fosforiladas por la quinasa
IT de la caseina (CK2} v por la quinasa Il dependiente de ciclina (Cdc2}). En
numerosos experimentos in vifro, se ha demostrado gque estas quinasas fosforilan
residuos de serina v treonina presentes en el dominio acido (Palvino v Linnala-
Kankkunen, 1989; Nissen ef af, 1991). Ademas, estudios con células
sincronizadas en presencia de fosforo radiactivo demostraron que las HMGA son
fosforiladas ir vive de manera dependiente del ciclo celular, v gue esta
fosforilacion se produce en los mismos residuos de treonina que Cdc2 fosforila in
vidro (Meijer et af.,, 1991; Reeves y Nissen, 1995). Una combinacion de
experimentos de huella (fooéprinting) v otras aproximaciones bioguimicas han
demostrado que las modificaciones postraduccionales de las proteinas HMGA por
parte de las quinasas citadas debilitan distintos contactos entre los dominios de
union v elementos reguladores del promotor INF-p. Estos estudios también
muestran que dicha fosforilacidén atemla la actividad de HMGAT como
remodeladora de la curvatura intrinseca de dicho promotor (Schwanbeck ef al.,
2000; Piekielko ef al., 2001).

Aunque las proteinas HMGA contienen tres repeticiones del ganche AT,
proteinas nucleares procedentes de una gran variedad de organismos distintos
poseen este motivo en una sola o multiples copias (Aravind v Landsman, 1998},
siendo este ultimo el caso de la proteina CarD de M. xamthus (Nicolas ef al.,
1996). Estas proteinas presentan con frecuencia otros motivos funcionales
conocidos, tales como dominios histdnicos, dedos de zinc u homeodominios.
Estas regiones, asi como el mimero v la distancia entre ganchos 47 advacentes
parecen determinar la especificidad de la unién a la secuencia diana del DNA

(Yie efal, 1997; Frank ef al., 199%).
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Las bases moleculares de la unién de HMGAT al intensificador del gen
INF-[} se han estudiado mediante el analisis de una variedad de mutaciones en la
proteina HMGAT vy en sus secuencias diana. Estos estudios indican que en el
proceso de unién de HMGAT al DNA existen tanto cooperaciones
intramoleculares entre los ganchos A7 de una misma proteina como
cooperaciones intermoleculares entre distintas HMGAT (Yie ef af., 1997},

En definitiva, los garchos AT parecen servir para conducir ¥ anclar a las
proteinas en el surco menor de sus sitios de unidén e inducir los cambios
conformacionales que promueven la asociacion de otros factores. Se considera
que la especificidad y afinidad final de estos complejos reguladores seria el
resultado de multiples interacciones tanto entre las proteinas ¥ el DNA como entre
las propias proteinas, cada una de las cuales tendria una afinidad v especificidad

relativamente bajas (Yie ef af., 1997; Bustin, 1999},

1.1.33 Las proteinas HMGA como factores arquitectonicos en el control de

la transcripcion

Numerosas pruebas involucran directamente a las proteinas HMGA en la
regulacion transcripcional, positiva o negativa, de un gran numero de genes que se
encuentran proxXimos a secuencias promotoras (o intensificadoras) ricas en pares
AT. Los cambios conformacionales inducidos por HMGA en estas secuencias
especificas, asi como las interacciones entre proteinas, promueven el ensamblaje
de activadores o represores de la expresion génica, facilitando v estabilizando su
union al DNA por el surco mayor (Huth ef al., 1997}

Como ejemplos importantes de control positivo por proteinas HMGA se

han descrito la expresion del factor de necrosis tumoral p (TNF-[3) (Fashena ef al.,
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1992}, del interferdn 3 (INF-3) (Thanos y Maniatis, 1992}, de la subunidad ¢ del
receptor de interleuquina 2 (IL-2Rea} (John e al., 1995}, de la selectina-E (Lewis
et al, 1994; Whitley ef al, 1994), del factor estimulador de colonias de
macrofagos, (Himes e¢ af., 1996; Shang ef af., 1999), del gen EBNAT del virus
Epstein-Barr (French ef af., 1996} v, mas recientemente, del receptor de insulina
(Brunetti ef af., 2001}

HMGAT gjerce una repulacidn negativa sobre la expresion, entre otros, del
gen de la interleuquina 4 {IL-4}) {Chuvpilo ef af., 1993}, de GP91-PHOX (Skalnik
vy Neufeld, 1992}, de la cadena pesada de la inmunoglobulina G embridnica de
raton (e-Igl)y (Wang ef al, 1995) v del receptor « de células T (Bagga v
Emmerson, 1997).

El gjemplo mejor caracterizado de la accion repuladora de HMGAT se
encuentra en el intensificador inducible por virus del INF-[§ humano. La union
especifica de HMGAT a cuatro elementos reguladores presentes en el promotor
(PRDII, PRDIV, PRDIII-T vy NRDI}, dispuestos en la misma cara de la hélice, es
el paso inicial para el reclutamiento de los factores de transcripcion NF-kB,
ATF2/c-Jun e IRF-1, un proceso gque culmina en el ensamblaje de un complejo
nucleoproteico en el intensificador del gen INF-p (Du ef af, 1993; Thanos ¥
Maniatis, 1992 y 1993). La formacion de esta estructura es dependiente tanto de la
modificacién de la conformacion del DNA por parte de HMGAT como de
contactos especificos entre HMGA ¥ los factores de transcripcion anteriores.

En el caso del promotor INF-p de ratdn, experimentos in vire v de
transfeccion transitoria o permanente de promotores portadores de mutaciones en
el sitio diana de HMGATla han demostrado que la histona H1 contribuye a la
represion basal del gen, a través de suunion a tramos AT situados aguas arriba del

promotor (Bonnefoi ef af., 1999}, La proteina HMGATa se comportaria como un
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antirrepresor del promotor INF-[3, desplazando a la histona de su sitio de unién y
promoviendo la conversion de un estado reprimido a otro activo. Este papel
antirrepresor en el control transcripcional ya se habia atribuido a las proteinas
HMGA anteriormente (Reeves, 1992; Kas ef al., 1993; Zhao ef al., 1993; Strick ef
al., 1995).

1.1.3.4 Otras funciones celulares de HMGA

Las proteinas HMGA participan en funciones nucleares adicionales.
Parecen ser elementos importantes en la estructura de los cromosomas
metafasicos, interviniendo en el patron clasico observado de bandas
cromosomicas (Saitoh v Laemmli, 1994} Ademas, se ha comprobado que son
factores del hospedador necesarios para la formacion de los complejos de
preintegracion de los virus de inmunodeficiencia humana I (Farnet ¥ Bushman,
1997} v de la leucemia murina Moloney (Li e¢ al., 1998},

Pero 1a observacion que ha despertado mas interés en estos ultimos afios es
la sorprendente correlacion entre los altos niveles de expresion del gen HMGATL v
la capacidad de transformacidn neoplastica de células normales o el aumento del
potencial metastasico de células mmorales. Las proteinas HMGA se expresan
preferentemente durante el desarrollo embrionario  temprano, siendo
practicamente indetectables en las células diferenciadas. Su desregulacion se
asocia con la alteracion del crecimiento celular ¥ la diferenciacion, va que se ha
observado un nivel alto de su expresion en diversos tipos de tumores malignos
i Chiappetta e af., 1998; Zhou v Chada, 1998}, lo cual condujo a proponer la alta
expresion de estas proteinas como indicador diagndstico de células transformadas

(Chiappetta ef al, 1998). Su potencial oncogénico se ha confirmado mediante
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técnicas que incluyen la eliminacion del gen {kmock owd} o la transteccion de
construcciones antimensajero (Berlingien e¢ al, 1995; Zhou er af., 1995).
Ademas, se ha comprobado la existencia de numerosas reorganizaciones que
implican a las regiones cromosomicas de los genes HMGA1 v HMGA?Z en varios
tumores benignos comunes, tales como lipomas, liomas uterinos v pdlipos
endometriales {Ashar ef af., 1995; Kazmierczaz ef al, 1996; Tkachenko e¢ &/,
1997} En la mayor parte de los casos, estas translocaciones fusionan el motivo de
union a DNA a otros dominios activadores de la transcripcion, lo cual conduce a
uniones inespecificas que alteran el programa celular de expresion génica. La
extendida implicacidén de las proteinas HMGA en numerosos tipos de cancer ha
hecho de éstas v de sus sitios de union en el DNA una diana potencial para
terapias antiimorales (Goodwin, 1998; Jayaraman ef al, 1998; Scala e &/,

2000).

1.2 EL GEN carD DE M. canthus

1.2.1 Caracteristicas generales de la bacteria M. xanthus

M. xanthus pertenece a las mixobacterias, un grupo de bacterias Gram-
negativas, deslizantes, no fotosintéticas ¥ con capacidad de comunicacion celular.
Fueron descritas y clasificadas taxonomicamente por Roland Thaxter (1982}, v se
encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, habitando en el suelo, sobre
material en descomposicion o sobre excrementos de herbivoros. Son organismos
quimioorganoirofos estrictamente aerobios, con capacidad de degradar moléculas
extracelularmente (McCurdy, 1974). A xamthus pertenece al suborden

Cystobacterineas v se alimenta depredando otros microorganismos, de los cuales

16



Introduccion

utiliza el componente proteico como fuente de carbono, nitrdégeno y energia
mediante la liberacion de una amplia gama de antibidticos ¥ enzimas hidroliticas
i Dworkin, 1962},

Las mixobacterias han atraido la atencién de numerosos investigadores
debido a algunas caracteristicas poco usuales entre los organismos procariotas,
como son su organizacion social, su capacidad de desplazarse por deslizamiento
sobre una superficie solida y su complejo ciclo de vida. Este se compone de dos
fases: una vegetativa v otra de desarrollo multicelular. La fase vegetativa se
produce cuando el medio externo es rico en nutrientes ¥ en ella las células se
multiplican por division binaria. Sin embargo, cuando las condiciones ambientales
no son favorables, se inicia el proceso de desarrollo multicelular, que da lugara la
formacion de cuerpos fructiferos v mixosporas (véase el texto de Dworkin v
Kaiser, 1993 o la revision de Dworkin, 1996},

El tamarfio del genoma de M. xamthus se ha estimado en 9.454 Kb (Chen ef
al., 1990}, siendo uno de los mayores conocido en las bacterias. Su contenido en
O+C es cercano al 70%. En los genes de M. xanthus que han sido secuenciados,
alrededor de un 90% de los codones contienen una & o una C en la tercera
posicidn. Esta desviacidon de la frecuencia de G o C en la tercera posicion del
codon permite identificar con cierta facilidad la fase de lectura correcta de una

secuencia de DNA (Shimkets, 1993}

1.2.1.1 El proceso de desarrollo multicelular
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El comportamiento social de las mixobacterias se pone claramente de
manifiesto durante la fase de desarrollo. En ésta se observan algunas
caracteristicas propias de organismos multicelulares, tales como el
reconocimiento v la sefializacion intercelular, ¥ la morfogénesis espacial
combinada con la aparicién de tipos celulares especializados. Cuando se priva a
M. xanthus de mitrientes, alrededor de 100.000 células comienzan un proceso de
migracion hacia un centro de agregacion que culmina en la formacidn de una
estructura denominada cuerpo fructifero (Shimkets y Kaiser, 1982; Kaiser vy
Kroos, 1993; Dworkin, 1996). Los cuerpos fructiferos de M. xanfhus tienen forma
esférica y el tamafio de su diametro es de 0,1-0,5 mm. Dentro de ellos, las céhalas
vegetativas se diferencian en formas de resistencia denominadas mixosporas. La
espomulacion se completa unas 48 horas después del inicio del proceso. Cuando
las condiciones del medio dejan de ser adversas, las mixosporas germinan, dando

lugar nuevamente a células vegetativas (Kaiser v Kroos, 1993} (Figura 1.2}.

Cuerpo
fructifero
{fnx‘:;_. e ;-',.'.
b 4 Mixosporas
= FASE DE el
DESARROLLO £ %

. MULTICELULAR |

Agregacion “Germinacidn
§ &

s -.;
s,
’ S
i LA R

J

Células ve getal‘ivﬁs

FASE ' o
VEGETATIVA ¢ -

Figura 1.2 Cicle de vida de M. xassbus.

El desarrollo multicelular coordinado requiere la existencia de mecanismos

de comunicacidn entre las células. La primera aproximacion que se empled para el
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estudio de la comunicacion intercelular fue el aislamiento de mutantes de
M. xanthus que no fueran capaces de formar cuerpos fructiferos maduros de modo
autonomo, pero que si lo fueran cuando se mezclaban con mutantes de distinto
tipo (Hagen e¢ af., 1978). El analisis de mutantes permitid clasificarlos en cinco
clases fenotipicas, conocidas como Asg, Bsg, Csp, Dsg v Esg (los genes afectados
respectivos se denominan asg, bsg, csg, dsg v esg). Estas clases se establecieron
sobre la base de que los mutantes de cada una de ellas eran complementados
fenotipicamente sélo por mutantes de cualgquiera de las otras clases y por el tipo
silvestre. Por tanto, estas estirpes mutantes son defectuosas en la produccidn, pero
no en la recepcion o procesamiento, de sustancias solubles o mediadoras de
contactos celulares que actian como sefiales intercelulares durante el proceso de
desarrollo. Se habla asi de los cinco factores o sefiales intercelulares A, B, C, D ¥
E (Kaiser ¥ Kroos, 1993},

Los mutantes de cada grupo de complementacion estan bloqueados en una
etapa temprana del desarrollo v, por tanto, es dificil determinar a través de la
observacidn de su morfologia el momento preciso en el cual actuan los genes
afectados. Con el objeto de identificar unidades transcripcionales especificas del
desarrollo, Kroos v Kaiser disefiaron el transposén TnS-fac (1984) v lo emplearon
para la busgueda de inserciones cuya expresion de actividad p—galactosidasa
aumentaba en condiciones de fructificacidn. De este modo, identificaron
alrededor de 30 promotores distintos que se activaban unica o preferentemente
durante el desarrollo (Kroos ef af, 1986). La funcion de los genes
correspondientes debe ser meramente accesoria para los procesos de agregacion o
diferenciacién, ya que las estirpes presentan un fenotipo Fru®. Sin embargo, la
utilizacion de estas inserciones de Tn3-{fac como marcadores de desarrollo ha

permitido establecer relaciones de dependencia total o parcial de los promotores

19



Introduccion

con las distintas sefiales intercelulares, asi como un orden general de participacion
de dichas sefiales (Kroos v Kaiser, 1984 v 1987; Kroos ef al., 1986; Kuspa ef ai,
1986} Una mutacion de un grupo de complementacion que inactiva la expresion
de un marcador determinado interrumpira la ruta de desarrollo en una etapa
anterior a la induccién del promotor correspondiente. Dado que cada grupo de
complementacion muestra un patron de expresion de marcadores particular, puede
deducirse que cada grupo estd afectado en una etapa diferente del desarrollo
(Shimkets, 1999). En general, se ha establecido gue los factores A v B se
requieren inmediatamente después de la deteccidn de las condiciones de ayuno
(afectan a los marcadores de expresion mas temprana}, mientras que D y C
intervienen, respectivamente, 4 vy 6 horas mas tarde. La sefial E participa en el
desarrollo en una etapa intermedia entre los gmpos A, B v D, C. Sin embargo,
contrariamente a lo que ocurre durante el proceso de esporulacion en Bacilius
subtifis (Losick v Kroos, 1989}, en M. xanthus no existe una secuencia lineal de
hechos dependientes unos de otros. Marcadores del desarrollo controlados por
diferentes sefiales pueden expresarse al mismo tiempo, ¥ marcadores dependientes
de una misma sefial se expresan en momentos muy distintos (Kaiser v Kroos,
1993},

Analisis genéticos ¥ bioguimicos han permitido identificar la mayoria de
los genes responsables de las distintas sefiales intercelulares y establecer muchas
de sus funciones durante el desarrollo. En particular, han sido bien caracterizadas

las clases Asg v Csg.

Clase Asg
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Los defectos observados en el grupo de complementacion A son debidos a
mutaciones en cinco loci genéticos: asgd, asgh, asgC (Kuspa y Kaiser, 1989,
Plamann ef af., 1994; Plamann ef af., 1995; Davis ef al., 1995}, asgD (Cho v
Zusman, 1999} v asgF (Garza ¢ af., 2000). Los mutantes correspondientes estan
afectados en una fase muy temprana del desarrollo, indicando que la sefial A se
requiere en los primeros estadios del mismo (Kuspa e¢ af., 19%6). El factor A
obtenido de células silvestres rescata la agregacion y la espormulacion de distintos
mutantes asg (Kuspa e af, 1986, 1992a vy 199Z2b}. La sefial A tiene dos
componentes, uno de ellos no dializable ¥ sensible al calor ¥ otro que atraviesa
una membrana de dialisis y resulta estable al calor. El primero consiste en una
mezcla de proteasas activas sobre diferentes sustratos. La fraccion dializable ha
sido purificada ¥ contiene un conjunto de determinados aminoacidos (Kuspa of
al, 1992b; Plamann ef af., 1992}, Observaciones genéticas v bioquimicas han
llevado a proponer que la sefial A es realmente una mezcla de determinados
aminoacidos, de modo que la liberacion extracelular de proteasas v proteinas por
las células silvestres generaria primero péptidos ¥ luego dichos aminoacidos.
Estos deben alcanzar una concentracién minima en el medio para achiar como
sefial A. De esta manera, la sefial A sirve como indicador de la densidad celular,
determinando si es adecuada para iniciar el proceso de desarrollo (Kaiser v Kroos,
1993; Shimkets, 1999}, El analisis de las secuencias de DNA de los genes asg
sugiere que éstos determinan componentes de una ruta de transduccidn que regula
la expresion de genes necesarios para la produccion de la sefial A (Plamann ef &/.,

1994 v 1995; Davis ef al., 1995}

Clase Csg
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Todas las mutaciones csg afectan al mismo locus, denominado csgd
(Shimkets y Asher, 1988). Dichas mutaciones interrumpen el proceso de
desarrollo en una fase posterior a la de los mutantes asg, blogueando total o
parcialmente todos los marcadores moleculares que se expresan a partir de las seis
horas (Kroos ef af., 1986; Kroos v Kaiser, 1987). A diferencia del factor A, el
factor C no se excreta al medio, sino que se encuentra expuesto en la matriz
extracelular (Shimkets ¥ Rafiee, 1990). La sefial C requiere contactos intimos
entre las células para ejercer su papel morfogeno (Kim v Kaiser, 1990a; Sager v
Kaiser, 1993a). Ademas, es imprescindible que el mecanismo de motilidad sea
operativo y requiere una orientacioén espacial critica de las células (Kim vy Kaiser,
1990b v 1990c}). Ello sugiere que las células han de desplazarse hasta alcanzar un
cierto grado de empaguetamiento para que se produzcea el intercambio de la sefial
C. Kim y Kaiser (1991} demostraron que conforme avanza el proceso de
desarrollo se necesitan concentraciones crecientes del factor C, requiriéndose la
maxima cantidad de proteina CsgA en el momento de la esporulacidn (Li ef af.,
1992; Hagen vy Shimkets, 1990}. Esta observacion ha llevado a proponer que los
niveles del factor C controlan dos acontecimientos morfologicos distintos, la
agregacion v la esporulacidn, garantizando que se produzcan en la secuencia

adecuada.

En resumen, las seflales A v C parecen servir como sensores de guorum
celular en momentos diferentes del desarrollo. La sefial A controla, en
condiciones de escasez de nutrientes, que exista una densidad de células adecuada
para comenzar el proceso de desarrollo, mientras que la sefial C controla que las
células estén suficientemente empaquetadas para avanzar hasta las fases de

agregacion y esporulacion.
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1.2.1.2 La carotenogénesis en M. xanthus

En el habitat natural de M. xanthus las células quedan facilmente expuestas
a la luz. La radiacién luminosa genera agentes oxidantes que pueden reaccionar
con lipidos de membrana, proteinas o acidos nucleicos, daflando los componentes
celulares. Por tanto, para su supervivencia es necesaria la existencia de moléculas
fotoprotectoras que eviten la lisis celular. M. xandhus responde a la luz con la
produccién de compuestos carotenoides (Burchard y Dworkin, 1966}, cuya
funcidn es la de neutralizar estas especies moleculares oxidantes generadas por
efecto de la luz (Rau, 1988; Bensansson ef ai., 1993).

La sintesis de carotenoides es absolutamente dependiente de luz azul y
aumenta sensiblemente cuando las células alcanzan la fase estacionaria. Es la
responsable del cambio de color que se observa en las colonias, que pasan de ser
amarillas en la oscuridad a rojas tras la iluminacion. Este cambio de color,
ficilmente observable, ha facilitado el aislamiento de mutantes. Estos se agrupan
en dos clases fenotipicas: la clase de fenotipo negativo o Car’, que incluye a los
mutantes incapaces de sintetizar carotenoides o sus precursores coloreados en
presencia de luz, v la clase de fenotipo constitutivo o Car®, que corresponde a las
estirpes que sintetizan carotenos de forma independiente de la luz, presentando

siempre un color rojo (Figura 1.3}.
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Figura 1.3 Ejemples de mutantes Car™ y Car”. Foto cedida por M. Fontes.

El analisis de mutantes Car vy Car® ha sido un método basico en la
caracterizacion genética de la carotenogénesis. Estos mutantes han sido obtenidos
de manera espontanea o mediante diversas técnicas de mutagénesis, que incluyen
el tratamiento con luz ultravioleta, la nitrosoguanidina, el transposén Tnd o su
derivado Tn5-fac. El estudio de dichos mutantes ha permitido identificar tanto
genes estructurales, que determinan enzimas que participan en la mta de sintesis
de carotenoides, como genes reguladores, que median la respuesta a la luz azul

i Hodgson v Murillo, 1993},

Control genético de la carotenogénesis

El estimulo de la luz pone en marcha una red de acciones reguladoras que
conduce a la activacion transcripcional de los genes de la carotenogénesis. El
modelo actual de esta red de acciones reguladoras se ilustra en la Figura 1.4, Los
genes estructurales se encuentran en dos sitios cromosomicos no ligados: el
operdon carf v el locus crif. El operdn carB, cuva expresion es dependiente de
iluminacion con luz azul, incluye los genes necesarios para la sintesis de fitoeno

iel primer precursor carotenoide de 40 atomos de carbono} vy otros genes que
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actian posteriormente en la rta carotenogénica (Rwiz-Vazquez ef ai., 1993;
Botella e ai., 1995}, El producto del gen crtf interviene en la deshidrogenacion
del fitoeno. Su expresion es también inducida por la luz, pero requiere ademas

que las células hayan alcanzado la fase estacionaria (Fontes ef al., 1993).

(J;/

MG
Py Pogs
—{ carQ[ carR] carS—
(+)
Pcar,# ;
(+) e et e e ™™ e
Pz - operdn H operdn -

Carotenoides

Figura 1.4 Medele actual de la regulacion genética de la carotencgénesis en M. xanth us.

El efecto de la luz sobre la expresion de los genes estructurales esta
mediado por varios genes reguladores. Tres de ellos, carQ), carR v carS se
agrupan en el operdn car(QRS, también bajo el control de un promotor inducible
por luz (en adelante, Ppes) (McGowan ef al., 1993}, La proteina CarQ) es un tipo
de factor ¢'° perteneciente a la subfamilia ECF (del inglés, extracyioplasmic
Jfunction), denominada asi debido a que sus miembros estan implicados en la

transcripcion  de genes cuyos productos, en general, tienen funcidn
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extracitoplasmatica (Lonetto ef al., 1994; Gorham ef al., 1996}, Car() es necesario
para la activacion del promotor Ppes v del promotor del gen créf (en adelante, P}
iMartinez-Laborda v Murillo, 1989; Fontes ef af., 1993; Hodgson, 1993}, El
producto del gen carS es un péptido pequefio que no presenta homologia global
con ninguna proteina conocida. Sin embargo, contiene un dominio similar a otro
presente en ferroproteinas implicadas en la transterencia de electrones, asi como
una secuencia consenso que se encuentra en proteinas gque participan en la
transferencia de protones a través de membrana (Cervantes, 2000). La proteina
CarS es necesaria y suficiente para la activacion del promotor de card ien
adelante, Pz} (McGowan e¢ al,, 1993). El mecanismo de accion de CarS es
desconocido, pero diversas prucbas genéticas demuestran que la alta expresion de
CarS en la luz provoca la inactivacion de otra proteina, CarA, que actia como
represor de P...; en la oscuridad (Botella ef af., 1995; Cervantes, 2000}. El gen
card forma parte de un operdn situado inmediatamente aguas debajo del operdn
carB v cuya expresion no es dependiente de la luz (Balsalobre ef af, 19%7;
Martinez-Laborda y Murillo, 198%}. La proteina CarR es un regulador negativo de
todo el sistema. Esta proteina de membrana actia en la oscuridad como un factor
antisigma, reteniendo a la proteina Car() en la membrana (Gorham ef af., 1996).
Asi pues, en condiciones de oscuridad no hay expresion de los genes
estructurales.

La iluminacién de las células con luz azul inactiva de alguna manera a la
proteina CarR, de modo que Car() queda libre para gjercer su accion positiva
sobre los promotores Ppgsy P, Esto tiene como consecuencia la acumulacién de
proteina CarS, que a su vez desreprime la expresion del operdn carf. La
expresion de los genes estructurales conduce a la sintesis v acumulacion de

compuestos carotenoides (Figura 1.4).
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El gen regulador iff4

Ademas del factor ¢ Car(), la activacion del promotor Ppes requiere el
producto del gen ihf4. Esta proteina es necesaria también para la expresion
independiente de luz del operdn card (Figura 1.4) (Moreno ef af., 2001}, El gen
thi4 fue identificado en el mismo escrutinio de mutaciones por insercién del
transposon Ind que dio lugar al descubrimiento de carDD (Nicolas ef al., 1994},
comentado en el apartado siguiente. Su posterior clonacién, secuenciacion y
analisis de secuencia reveld que se trataba del gen ortdlogo del gen ikfd de
E. coli, que determina la subunidad o de THF (Moreno ef af., 2001). Como ocurre
en otras bacterias, el gen /4 de M. xanthus participa en otros procesos no
relacionados con la carotenogénesis. Una delecidn en fase que elimina parte del
supuesto dominio de unidn a DNA de la proteina ThfA (proteina ThfA2} provoca
una serie de alteraciones que incluyen defectos en la motilidad, aumento del
tiempo de generacion, incapacidad de desarrollo multicelular ¥ disminucion de la
tasa de recombinacion. La expresion del gen ihf4 esta sometida a autorregulacion
negativa, es independiente de la luz y va aumentando de forma progresiva durante
el crecimiento celular, alcanzando sus valores maximos en la fase estacionaria, tal
vy como sucede con el gen ithfd de E. coli (Aviv ef al., 1994).

Experimentos in vifre han demostrado que la proteina ThfA de M. xanthus
se une a segmentos de DNA de Pges v del promotor del operdn card (P.,.q)
(Moreno, 1997}, En dichos segmentos se encuentran secuencias similares a las
reconocidas por la proteina THF. En el caso del promotor P..,.s la supuesta
secuencia de reconocimiento esta sitnada mas de 100 pb aguas arriba del inicio de
la transcripcion, en la posicidn —160 (Botella, 1996}, Esto es consistente con la

accion de THF como factor arquitectonico descrita en el apartado [.1.1.2, segun la
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cual ThfA provocaria una curvatura en el DNA gue pondria en contacto a
proteinas activadoras de card con la polimerasa de RNA. El promotor Ppgs
contiene el sitio de unidén de ThfA en la posicidon —35, aguas abajo del sitio de

reconocimiento del activador CarD, objeto de estudio en este trabajo.

1.2.2 Identificacion de carD y analisis genético

El gen carD fue identificado en el escrutinio de 11.000 inserciones
independientes del transposdn Tns, que pretendia aislar mutaciones en nmuevos
genes de la carotenogénesis. En la mayoria de las colonias que presentaban un
fenotipo Car, el transposon In5 se habia insertado en genes estructurales
previamente caracterizados. Sin embargo, dos de las inserciones correspondian a
nuevos loci. Una de ellas resultd afectar al gen ihf4, descrito en el apartado
anterior, mientras que la segunda afectaba a otro locus no ligado. Este fue
denominado carD v su alelo mutante por insercion de Tn3, carD/f (Nicolas ef al.,

1994),

1.2.2.1 Accion del gen carD) en la respuesta ala luz

La transferencia de la mutacién carl?/ mediante su transduccion a una
estirpe que contenia una mutacién en el gen car® (v presentaba, por tanto, un
fenotipo Car':} did lugar a una estirpe cuyo fenotipo era Car’; es decir, la mutacion
carf}{ era epistatica sobre la mutacion carR”. Cuando se analizé la acumulacion
de carotenoides o de sus precursores en la estirpe mutante car{3/, éstos no se
detectaron ni en los cultivos incubados en condiciones de luz ni en los incubados

en la oscuridad.
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El analisis de la expresion de los promotores Pygs, Py ¥ Pooes €0 presencia
de la mutacion carD/ demostrd que esta mutacion inhibia la activacion por la luz
de dichos promotores, incluso en presencia de una mutacion cark”. Sin embargo,
posteriormente se comprobd que el efecto sobre el promotor P,z era tan solo
indirecto v se ejercia a través de su accidn sobre Ppes, va que la proteina Cars es
necesaria para la activacion de P,z En una cepa en que la expresion del operdn
carQRS es independiente de luz v de carD, la activacion de P,z es también
independiente de ambos factores. En las mismas condiciones, el promotor P,
contimia siendo dependiente de CarD. Por tanto, al igual que la proteina Car(}, el
producto del gen carDD es necesario para la activacion inducible por la luz de los

promotores Ppes v Py (Nicolas ef af., 1994; véase Figura 1.5}

Luz

- (41;) (+)
(ﬂm (ﬁ carQ| carR| carSH—
+
(+)
(+)

- Pos —foperon carB Hoperon card

Figura 1.5 Accién de la proteina CarD) en 1a carotencgénesis.
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1.2.2.2 Accion del gen carD en el desarrollo multicelular

La mutacion carfDd/ no parece afectar al sistema de motilidad de
M. xarnthus (M. Elias, comunicacion personal}, pero si impide el desarrollo de los
cuerpos fructiferos y la esporulacion en respuesta al ayuno (Nicolas ef af., 1994
Al emplear distintos marcadores de desarrollo de los mencionados en el apartado
1.2.1.1 para determinar si la mutacidn carfD3 f afectaba a su expresion, se comprobd
que la proteina CarD era necesaria para la activacion transcripcional de un grupo
de genes dependientes parcial o totalmente de las seflales A ¥ C. Asi pues, bien
carD resulta necesario para que se produzcan esas sefiales, o bien participa en los
mecanismos de activacion génica que dependen de ellas (Nicolas er ai., 1994},
Cuando se analizd el efecto de la mutacion carD [ sobre la expresion de los genes
asgA, asgh v csgd, se comprobd que CarD modula negativamente la expresion de
asgA4, y positivamente la de los genes asghf v csgd (Cayuela, 1999},

Varios de los marcadores dependientes de la sefial Cy que se ven afectados
por la mutacidn carDf no son dependientes de la sefial A, mas temprana. Asi
pues, CarD se requiere de manera independiente en dos momentos distintos del
programa de desarrollo de M. xanthus, uno bajo el control de la sefial A ¥ otro
bajo el control de la sefial C. Como se ha indicado anteriormente, las sefiales A v
C presentan caracteristicas funcionales comunes. Ambas se liberan Unicamente
cuando se ha alcanzado una determinada densidad celular, operando como

indicadores de ella en dos momentos diferentes del proceso de desarrollo.
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1.2.2.3 Regulacion de card)

El empleo de una fusidn transcripcional del gen JacZ al promotor de carD
ayudo a determinar la expresion de dicho promotor a lo largo de la curva de
crecimiento. Los resultados de actividad [}—galactosidasa indicaron que carD se
transcribe activamente durante toda la fase vegetativa de manera independiente de
la luz, lo cual es consistente con la ausencia de efecto de mutaciones en los genes
reguladores de la carotenogénesis sobre la expresion del gen (Nicolas e¢ &l.,
1994}, En cambio, los mismos ensayos realizados durante la fase de desarrollo
revelaron un incremento en la expresion del gen tras el inicio del proceso, seguida

de un descenso pronunciado entre cinco y seis horas después.

L1.2.3 Caracterizacién molecular de la proteina CarD

La secuenciacion del gen carD, contenido en un fragmento de 1,2 Kb que
rescataba los fenotipos Car” ¥ Fru™ de la estirpe carD f, reveld diversos aspectos de
interés (Nicolas e af., 1994 v 1996}. La secuencia de aminoacidos de la proteina
CarD, deducida a partir de su secuencia de micleotidos, indica que se trata de una
proteina de 34 Kd de marcada organizacion estructural, con dominios bien
definidos, entre los cuales destaca un motivo de union a DNA precedido de una
region rica en residuos acidos. La existencia y disposicion de estos dominios
confieren a CarD atributos de factor transcripcional eucaridtico. A continuacion
se describen los aspectos mas relevantes de los distintos dominios de la proteina,

representados en la Figura 1.6.
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1.2.3.1 Organizacion estructural de la proteina CarD

El aspecto mas notable de CarD es la presencia de cuatro copias de un
dominio de unién a DNA en el extremo carboxilo de la proteina (Nicolas ef al.,
1996). Dicho dominio es similar al gancho AT de las proteinas HMGA, descritas
en el apartado L.1.3, v estd constituido por cuatro repeticiones de un nicleo
invariable de cuatro aminoacidos, Arg-Gly-Arg-Pro (RGRP)}, careciendo, por

tanto, de la primera prolina del pentapéptido consenso (Figura 1.6).

a)
. . Cremallera Dominio
CarD Dominio TRCF A scido Ganche AT

FESAPKKRGRFPELAKT-FAP-FGL
tﬂ EFPPAPEKRGRPPEPEKP-FATAREGD
FPPLPEKKRGRFFEFEFFPEV--EGL
APLALPKERGRPPEVEPPEG——FS-

CarD 4 EPpAPKKRGRPPKpHPpEa--EGL
HMG AT 3 TPF-KRFRGRFEKK
¥l (Dresophila) 7 P*RRGRPpK
ATBP (Nicotiara) 11 KKRGREpK
HRX (hoembre) 3 K+*RGRPP
H¥GI-C (ratdn) 3 KRFRGRFRE
5B16 (soja) 4 RERGRFEK
PF1 (avena) 3 KRCRGRFPEVHDEE
PF1 (arrez) 4 PRYRGRFPEpkD
¥ eCF2 (rata) 1 RGRGRFH

3 HKEKGRGRPAK-K

cHMGI (Chironontis)

Figura 1.6 a) Organizacién estructural de CarDh. Se representan les distintos
dominics deducides a partir de la secuenicia de micledtides del gen carD. b) Alineacién
de dominies gasche AT de distintas proteinas nucleares. En la parte superior se
miestra la alineacién de los cuatro goarchos AT que forman el dominio de unién al DN A
de la proteina CarD. En la parte inferior se alinean los atminedcides gque componen el
goncho AT de la proteina HMGAL v otras relacionadas de diferentes organismoes (se
muestran el consense de cada una ¥ el mimere de repeticicnes del metive RGRPIL
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Cada repeticion esta embebida en una secuencia de unos 20 aminoacidos
rica en residuos basicos v de prolina, como ocurre en las proteinas con ganchos
AT. M. xanthus es el primer organismo procariota en el cual se ha identificado
este motivo de union a DNA, descrito previamente solo en proteinas nucleares de
eucariotas. Posteriormente, se ha confirmado su presencia en otras mixobacterias
del suborden Cystobacierineas (Cayuela, 1999},

A semejanza con los factores transcripcionales eucaridticos, el gancho AT
de CarD esta precedido por un dominio muy acido, de unos 40 aminoacidos, en el
que los residuos de acido aspartico y acido glutamico se agrupan en dos
subregiones distintas. Entre estos residuos acidos se encuentran intercaladas cinco
serinas en un contexto (8/T-X-X-E/D} que las convierte en posibles dianas de
fosforilacion de la quinasa Il de la caseina (CK2), también caracteristica de
eucariotas (Pinna, 1990} Aunque, hasta ahora, no se ha descrito ninguna proteina
similar a CK2 en procariotas, en M. xanthus se han identificado varias guinasas de
serina/treonina distintas vy ademas, mediante experimentos in vifre, se ha
comprobado que CK2 fosforila a CarD en residuos de serina de la region acida (5.
Padmanabhan, resultados no publicados}. Ello sugiere que esta bacteria podria
contar con sistemas de transduccién de seflales basados en cascadas de
tosforilacion similares a las encontradas en células eucaridticas (Zhang ef al.,
1992; Jain e Inouye, 199%)}.

Delante de la regidén Acida, se encuentra una secuencia estructurada en
hélice ¢ que incluye una valina y tres leucinas situadas cada siete residuos, con
algunos aminoacidos polares intermedios. Estas caracteristicas se corresponden
con el motivo conocido como cremallera de lewcinas. Diversos factores
transcripcionales eucaridticos contienen este motivo, que favorece la formacion

de homodimeros v/o heterodimeros, permitiendo asi combinar en un solo
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complejo proteico distintos dominios activadores o represores de la expresion de
genes especificos (Pabo y Sauver, 1992}

Finalmente, el extremo amino de CarD muestra similitud con un dominio
de la proteina TRCF (del inglés, ranscription repair coupling jactor) de distintas
bacterias Gram® y Gram’, incluida la propia M. xanthus. Dicho dominio es
responsable de la unidén de TRCF a la polimerasa de RNA. Como su nombre
indica, TRCF acopla los procesos de transcripcion y reparacidn (Selby ¥ Sancar,
1994; Avora ef af., 1996). Para ello, desplaza a la polimerasa de RNA que se
encuentra “atascada”™ en un dafio en el DNA vy promueve laumon de la proteina de
reparacion UvrA a la lesidon, de manera que aumenta la tasa de reparacion de

dafios en la cadena de DNA que esta siendo transcrita.

1.2.3.2 Unidn de la proteina CarD al DNA

La secuencia 5° —GG({A/T), —3° (siendo # igual o mayor que cuatro} se ha
establecido como “consenso™ de las dianas de las proteinas HMGA (Thanos v
Maniatis, 1993; Du ef af, 1993}, En el promotor P, de M. xanthus no se
encuentra una secuencia parecida a la citada secuencia consenso. Sin embargo, en
el promotor Ppgg también dependiente de la proteina CarD, aparecen dos
repeticiones con dos copias adyacentes de la secuencia 5° —GGAAA —3°, una
repeticion entre las posiciones -88 y -52 v la otra entre -34 v -22. Las dos copias
de la primera repeticion son muy parecidas al sitio de union de la proteina
HMGAT al promotor del gen INF-p humano. Ensayos de retraso de movilidad
electroforética (EMS A} demostraron que la proteina de fusion GST-CarD se unia
a un oligonucledtido sintético que contenia la secuencia de DNA del primer

doblete (Nicolas ef af., 1996}. Dicha unién estd mediada por los pares AT de esta
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secuencia diana, ya que un oligonuclestido donde los pares AT se sustituyen por
pares GC no es retrasado. Ademas, una version truncada de la proteina carente de
los ultimos 102 residuos, que incluyen los cuatro ganches A7, tampoco es capaz
de unirse al oligonucledtido.

Como cabe esperar, la eliminacion del sitio de unién de CarD en Pygs tiene
un efecto negativo sobre la actividad in vive de este promotor. Esto se comprobd
mediante la construccion de una fusion transcripcional del gen facZ con un
promotor que carecia de dicho sitio de union, v su comparacion con el promotor
silvestre (Nicolas ef af., 1996). Tal efecto negativo de la delecion del sitio diana
sobre la expresion de Ppges parece ser de la misma magnitud que el descrito
previamente para una mutacion de “falta de funcion™ en el gen carD (Nicolas ef

al., 1994},

1.3 ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

Los trabajos previos comentados hasta ahora indican que el producto del
gen carf) es necesario para la activacidén de genes que participan en dos
respuestas diferentes de A xanthus, las respuestas a la luz y al ayuno. Su
similimd con la proteina HMGAT, implicada en la regulacion de diversos genes a
través de la modulacidn de la geometria de la cromatina, hace pensar que card
determina una proteina que actia sobre un amplio espectro de genes, participando
posiblemente en otros procesos diferentes de la carotenopgénesis v el desarrollo
multicelular. Considerando ambos procesos, las mtas de transduccidn de dos
estimulos ambientales diferentes (la luz o la escasez de nutrientes} convergen en
un elemento comun, la proteina CarD, para volver luego a separarse, activando

dos conjuntos de genes distintos. La especificidad de estas respuestas ha de ser,
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pues, el resultado de la interaccidn diferencial de CarD con otros elementos que
conduce a la activacion selectiva de unos u otros genes.

Partiendo de estos antecedentes, los objetivos de este trabajo han sido:

1. La identificacién de promotores dependientes del gen carD gque no estén

implicados en la carotenogénesis ni en el proceso de desarrollo multicelular.

2. La caracterizacion de algunos de esos nuevos promotores regulados por carD,

asi como de los genes correspondientes.
3. La deteccion de posibles interacciones entre CarD y otras proteinas
reguladoras de la carotenogénesis en cuanto a su accidn sobre los nuevos

promotores.

4. La obtencidén de mutaciones supresoras de mutaciones carl)”, como forma de

identificar otros productos génicos relacionados funcionalmente con CarD.
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IL1. ESTIRPES BACTERIANAS Y BACTERIOFAGOS

[1.1.1. Estirpes bacterianas

La Tabla 2.1 recoge las estirpes de M. xawnthus v E. cofi ntilizadas en este
trabajo v la Tabla 2.2 muestra las estirpes de M. xawnthus obtenidas en el
transcurso del mismo. En ambas tablas se indica el genotipo, fenotipo v origen
de las estirpes correspondientes. Otras cepas se iran introduciendo en el texto.
Los plasmidos empleados se indican en la Tabla 2.3,

Las estirpes de M xanthus derivan directa o indirectamente de DK101,
cepa silvestre que presenta variacion de fase en la pigmentacion de las colonias
(en la oscuridad pueden ser amarillas o morenas) y activacion por la luz de la
sintesis de carotenoides. La estirpe DK1050 es una variante espontanea de
DK101 gue no presenta variacion de fase (o varia con frecuencia muy baja). La
homogeneidad de coloracién de sus colonias (amarillas en oscuridad) la hace
especialmente util para el analisis genédtico de la carotenogénesis. DK101
contiene ademés la mutacidn pifQ7, que afecta a la movilidad social. DK1622 se
obtuvo a partir de DK101 por transduccidn de un fragmento que contiene la
version silvestre de pi/Q, de modo que la estirpe DK1622 es capaz de formar
cuerpos fructiferos simétricos. Por este motivo, DK1622 se utiliza habitualmente
como estirpe silvestre en expenimentos de fructificacidon (Kaiser, 1979; Wall et
at., 1999},

Las estirpes de M. xanthus se nombran con letras mayusculas indicativas
del laboratorio en el que fueron obtenidas (MR, Departamento de Genética,
Universidad de Murcia; DK, Department of Biochemistry, Stanford Umversity)
seguidas de un mimero de aislamiento. Los foci de insercion del transposon Tns

o alguno de sus derivados (Tn3-132 o TnS-lac) se denominan con la letra €2
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seguida del nombre de la estirpe en la que la nsercidn fue aislada por primera

NEL.

Tabla 2.1 Estirpes utilizadas en este trabajo.

Estirpe Fenotipo® Genotipo Origen o fuente
M. xanthus
DK1050 Car’ Fru’ Ruiz-Vazquez y Murillo, 1984
DE1/22 Car’ Fru' Kaiser, 1979
MRI132 Car Fru' carftd carQd! Martinez-Laborda y Murillo, 1985
ME338 Car Fra” ihid2 toreno eraf., 2001
MR397 Lac'Km" carQ:focZ Micolds et af., 1394
MEB522 Car Fru Tc" carDd i Twri-i32 DK1050. Nicolas eraf., 1994
MR333 Lac' Km" ertl iacZ Fontes ef of., 1993
MEA5R3 Car Fru" Tc" carbd i Tri-132 DK1622. MNicolds ef af., 1954
nMRAG3 Lac Km" cord focZ corD . Tri-132 | MNicolas efaf, 1994
MESE3 Lac Km" crtl NecZ carD ] Tni-i32 MNicolds efad, 1594
mMREI0 Car Fru carb? DK1622. Nicolas ef af., 1994
ME1L Car Fru” carD}3 DRK1050. Elias
E. coli
DH10B RecaA” Gibco BRL
MCLIDAL Reca’ Casadaban y Cohen, 1980
Cabn Appleyard, 1954

*568l0 se indican los fenotipos ¥ genotipos de interés para este trabajo. Car': fenotipo silvestre para la
carotenogénesis; Car’: fenotipo negativo para la carotenogénesis. Fru®, fenotipo silvestre para la
fructificacion: Fru, fenotipn negativo para la fructificacisn. Km'™ resistente a kanamicina. Tc™
resistente a tetraciclina. Lach expresion de [3-galactosidasa inducible por la luz; Lac™: expresion de [3-
galactosidasa reprimida por 1a mutacion en el gen corl).
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Tabla 2.2 Estirpes obtenidas en este trabajo

Estirpe Fenotipo® Glznutipnub Procedencia
(M xarfus)

MEREOD Car* Fru* Lac* Km" CRARG00 DK 1050
MRSD2 Car” Fru Lac’ Km" Tc® | C2MR900 carD? OMRIOD x MR 522
MRG24 Car’ Fru® Lac® Km" £XMRS0D OMRO0D x DK1622.
MRS23 Car Fr Lac™ Km" EIMREOD corD? {IMRO0D x MR 650
MR11D6 Car Fri Lac™ Km" COMRI00 carD3 {IMRI00 x ME 1
MRS5S Car" Fru’ Lac’ Km" LHARG1S DK1030
MR1136 Car” Fru' Lac™ Km" Tc® | CIMRO15 carD! QMRO15 x MR S22
MR1140 Car Fru Lac” Km" CIMRS15 OMRO15 x DK1622
MR1187 Car Fru Lac™ Km" RIS carD2 OMRI15 x MR 63D
MR1130 Car Fr Lac™ Km" OMR21S carD3 CIMRE19 x MEL
MR1100 Car" Fru' Lac’ Km"~ oMR110D DK1030
MR1LOL Car” Fru’ Lac™ Km" Tc®  |[[3MR1100 carD} (R1100%x MR322
MR1 145 Car” Fru* Lac” Km" OMR110D {MR1100x DK1622
MR1188 Car Fri Lac™ Km" LR 110D carD? CMR1100x MR650
MR1151 Car Fr Lac™ Km" OMR1U100 carD3 {IMR1100% MEL
MR1104 Car’ Fru* Lac” Km" OMR1104 DK 1050
MR1103 Car” Fru' Lac™ Km" Tc" | CIMMR1104 carDi OMR1104 x MR322
MRULS1 Car Fru' Lac' Km" CMR1104 OMR1104 x DK1622
MR1182 Car Fru Lac™ Km" OMR1 104 corD2 OMR1104 x MRGAD
MR1120 Car Fru Lac™ Km" OMRL1D4 carD3 (R 1104 x MEL
MRZ0S Car Fro Lac’ Km" XM RG0S DK1050
MR1102 Car Fr Lac’ Km" OMR1LD2 DK 1050
MR1137 Car Fru* Lac’ Km" LAMRE0D car( ! {AMRO0D x MR 132
MR1136 Car Fri Lac’ Km" CAVRBOD #4742 QMRO0D x MR 358
MR1132 Car Fru" Lac” Km" OMRS1S car(! {MRI1S x MR132
MR1138 Car Fro Lac™ Km" CMRO1S it 2 OMRO15 x MR35
MR1146 Car Fru™ Lac’ Km" OMR110D corgdi OMR1100x MR132
MR1147 Car Frir Km" EMMR11DD ikfd 2 OMR1100x MR358
MR1152 Car Fru® Lac’ Km" EMMR 1104 cargi OMR1104 x MR132
MR1153 Car Frw Km" OMR11D4 A2 {OMR1104 x MR358
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MR 1141 Car” Fru" Lac’ Km" PyrofacZ pMARD32" x DK 103D
Tabla 2.2 (continuacion)

Estirpe Fenotipo Grenotipo Procedencia
MR 142 Car Fri Lac Km" Tc" PyriiocZ corDF phARSI2 » MR322
HMR1143 Car Fro Lac™ Km" Pyrifoc corld? phARD3Z » MBRO30D
MR1158 Car Frn® Lac’ Km" Tc" | PygrlacZ sodd F earD] | MR322
MR1161 Car Frn Lac* Km"* Pyrifoc sodBF carll MRE30
MR1163 Car Fro Lac’ Km" Py ifacZ sodCE corD? MRA30
MR1163 Car” Fru® Lac Tc" sodd I carD ME1138
MR1168 Car Fru Lac” sodB | carD2 MMRE1161
MRULTO Car Fru Lac s0dC T carDd? ME1163
MRULTY Car Frir Lac® Km"® LRS00 s0d B! carly? VRSO0 x MR 1168
MR11B2 Car Fru Lac” Km" EMARS00 s0dCF carD?2 CVIRB00 x MR 1170
MRULTL Car Frn' Lac" Km" EMARG0D sodd} carD OMRI00 x MR 1165
MR1172 Car Frn® Lac” Km" Tc™ | (0MR91S sodd carD? | MR1165 x MR 915
MRULT3 Car Fru" Lac® Km™ Tc®  |{MRI10D sodd ! carDl | MR1165 x MR 110D
MRULTS Car Fru' Lac” Km™ Tc® | (3MR1104 sodd} carDi | MR1165 x MR 1104
MR1193 Car Fru’ Lac’ Km" Tc" crifniacZ sodd ! corD] pARZD6 x MR1163
MRE1194 Car Fru" Lac Km" Tc" car( lecZ soddl corD? | pDAH2IT x MEBLLAS

* Los fenotipos para la carotenogénesis, para el desarrollo mualticelular y para la resistencia a
antibidticos se denotan igual que en la Tabla 2.1. En esta tabla, el fenotipo para la expresion de
actividad [-galactosidasa se representa como Lac’ (expresion normal de una fusion transcripcional con
el gen focZ en una cepa silvestre), Lac (supresion notable de dicha expresion debido a Ja mutacion
carD)), Lac™™ (supresidn no tan notable) y Lac®* (exprezion superior a la normal debido a la mutacion
carD} ). Estos fenotipos se discativan mas detalladamente a lo largo del texto.

¥ En la columna de genatipos, los nimero precedidos por la Jetra griega Q aluden a los Ioci de insercian
de] transposon Tnd-fec.

* El plasmido pMARS32 integrado en las estirpes MR1141-MR1143 contiens una fusion
transcripcional de un promotor muy activo con el gen fecZ.
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Tabla 2.3 Plismidos utilizados en este trabajo.

Plismido Fuente o referencia
pBGS18 Spratt ef af., 1986
pDAH16D Hogdson, 1993
pDAH2LT Hogdson, 1993
pDAH250 Hogdson, 1993
pDAH274 tcGowan er o/, 1993
pMAR2DE Fontes et af., 1993
pARS13 . Fontes

i ARE3Z i, Fontes
pBluescript Shorteral., 1988

El fenotipo silvestre para la induccion por la hz de la sintesis de
carotenoides se denomina Car'. Mutaciones en penes que afectan a dicho
proceso (mutaciones car), provocando ausencia de carotenoides coloreados en
cualquier situacidn producen un fenotipo Car. Con respecto al desarrollo
multicelular, el fenotipo silvestre para la formacion de cuerpos fructiferos se
indica como Fri', mientras que las mutaciones que afectan a la capacidad de
formar cuerpos fructiferos provocan un fenotipo Fru. El transposon TnS-lac
confiere resistencia al antibidtico kanamicina (Km®), en tanto que el transposon
Tns-732 confiere resistencia al antibidtico oxi-tetraciclina (TcK).

La estirpe DH10B de £. cofi es deficiente en recombinacion (RecA’), lo
cual favorece la estabilidad de los plasmidos v la convierte en un huésped
adecuado en experimentos de clonacion. Esta estirpe lleva una mutacion en el
gen lacZ que puede ser complementada con plésmidos portadores de dicho gen.
Para el empaquetamiento de plasmidos en el colifago P1 cam cfr-100 se utilizd
una estipe RecA” de £ cofi, MC1061, va que en dicho proceso estan
implicados fendmenos de recombinacidn. Para la obtencidn de lisados del fago
P1::TnS-fac se utilizd la estirpe C600.

[1.1.2. Bacteriofagos
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Para la transferencia de material genético entre estirpes de M. xawnthis se
utilizd el bacteridfago especifico de esta especie MxLA27, que actia como
transductor generalizado (Avery v Kaiser, 1983). Este fago se multiplica a 26°C,
pero no a 33°C.

Para la introduccion en M. xanthus de DNA clonado en plasmidos de £
coli se usd el colifago P1 cam cir-100 (Shimkets et af, 1983) que contiene un
gen de resistencia a cloranfenicol (camt) v una mutacion de termosensibilidad
para la lisogemia (lisogénico a 30 °C v virulento a 38 °C). En adelante, v con
objeto de simplificar, se hara referencia a este fago como P1.

Para la insercion aleatoria del transposon TnS-fac en el genoma de

M. xanthus se utilizd el colifago P1::TnS-lac (Kuner v Kaiser, 1981).

IL.2. MEDIOS DE CRECIMIENTO Y TAMPONES

I1.2.1. Medios ricos para M. xanihus

CTT (Bretscher v Kaiser, 1978)

Bacto-casitona (Difco) 1%
Tampén Tris-HC1 (pH 7.,6) 10 mM
Mg50, 8 mM
Tampédn fosfato (pH 7,6) 1 mM

Antes de la esterilizacion en autoclave se ajustd el pH a 7,6.

172CTT (Hodgkin v Kaiser, 1977)

A diferencia del CTT, contiene 0,5% de Bacto-casitona.

CTTG
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CTT mas 10 pg/ml de gentamicina, esterilizada por filtracion a través

de filtro Millipore de 0,22 um de diametro de poro v afladida al medio CTT

esterilizado previamente v enfriado hasta 50 °C.

CTTK

CTT mas 40 ug/ml de kanamicina, esterihzada por filtraci6n v afiadida al

medio CTT después de esterilizarlo v dejarlo enfriar hasta 50 °C.

CTTT

CTT maés 10 ug/ml de oxitetraciclina, esterilizada por filtracidn y afiadida
después de esterilizar el medio CTT v dejarlo enfriar hasta 50 °C. La solicidn de

oxitetraciclina se elabord segin el procedimiento descrito por Avery v Kaiser

(1983).
CTTX-Gal
CTT més 40 ug/ml de 5-Br<4-Cl-3-indolil-B-D-galactésido (X-Gal). La

disolucidon de X-Gal se prepard a una concentracion de 20 mg/ml en dimetil-

formamida, unos minutos antes de afiadirla al medio CTT.

I1.2.2 Medios de fructificacion para M. xanthus.

TPM (Bretscher y Kaiser, 1978)

Idéntico a CTT pero sin Bacto-casitona.

CF (Hagen, Bretscher v Kaiser, 1978)

Tampon Tris-CIH (pH 7,6) 10 mM
50,Mg7H,0 8 mM
Tampén fosfato (pH 7.6} 1 mM
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SOL(NH,), 0,02%
Bacto-casitona 0,015%
Piravato sodico 0,1%
Citrato sddico tribasico 0,2%

Antes de esterilizar en autoclave se ajustd el pH a 7,6.

I1.2.3 Medios ricos para E. cofi

Luria (L) (preparado sepun Miller, 1972)

Extracto de levadura 0,5%
Bacto-triptona 1%
NaCl 1%

Antes de esterihzar en autoclave se ajustd el pH a 7,2-7.4.

LK
L mas 40 pg/ml de kanamicina esterhizada por filtracion y afladida al

medio después de asterilizarlo v dejarlo enfriar hasta 50 °C.

LA
L. més 100 pg/ml de ampicilina esterilizada por filtracidn v afiadida al

medio después de esterilizarlo v dejarlo enfriar hasta 50 °C.

LKA

L mas 40 ug/ml de kanamicina v 100 pug/ml de ampicilina.
LGC

L. mas 0,1% de glucosa v C1,Ca 10 mM.
SOB

45



Materiales y Metodos

Extracto de levadura 0,5%
Bacto-triptona 2%
CINa 10 mM
CIK 2.5 mM

Después de autoclavar, se afiadid 10 ml/l de una disolucidn de ClMg 1 M /

SO04Mg 1 M, esterilizada por filtracion.

SOC
SOB mas 10 ml/l de una disohicidon de glucosa 2 M, esterilizada por

filtracion.

Para la preparacidon de medio solido se utilizd Bacto-agar Difco (1,5%).
Para la preparacion de agar de cobertera se afiadid Bacto-agar Difco al 0,75%; v
al 0,5% para el agar muy blando. El agar de cobertera se denomina con el

nombre del medio seguido de las letras SA (Sofi Agar), como CTTSA.

IL.24 Tamponesy reactivos

Tampon Z
NaH.PO, 40 mM
Na,HPO, 60 mM
KCI 10 mM
MghO, 1 mM
Se ajustdo el pHa 7,0.

TE
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Tampén Tris-ClH (pH 8,0)
EDTA (pH 8,0}

TAE (50X)
Tris-C1H
Acido acético glacial

EDTA

SSC (20X)
NaCl

Na-citrato-2H,0

Tampon de ligacion
Tris-CIH (pH 7,6)
MgCl,
Ditiotreitol (DTT)

Solucién de prehibridacion
NaCl

SD5S

Solucion de hibridacion

10 mM
1 mM

2M
5,71%
0,05 M

iM
0,3 M

200 mM
50 mM
50 mM

0,9 M
1%

Se prepard igual que la solucidn de prehibridacion, pero afiadiendo

ademés sulfato de dextrano al 5%.

IL3 CONDICIONES DE CULTIVO PARA LA FASE VEGETATIV A
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Los cultivos en medio liquido se realizaron mediante inoculacidn de una
colonia en un erlenmever de 50 ml que contenia entre 8 v 12 ml de medio
nutritivo, segin el experimento. La incubacidn tuve higar, salvo indicacion en
otro sentido, en un agitador orbital, a 300 rpm v a la temperatura de 33 °C en el
caso de M xawnthus; v a 250 rpm v 37 °C para £. cofi. En el caso de M. xanthus,
la inoculacidn en medio nutritivo sélido se efectud con ayuda de 2,5 - 4 ml de
agar de cobertera. Las cajas de Petri se incubaron a 33 °C (M. xamthus) 6 37 °C
(£ coli).

El crecimiento, salvo que se especifique lo contraro, tuvo lugar en
condiciones de oscuridad. Cuando fue necesario, los cultivos se i1luminaron
disponiéndolos a unos 50 cm de una bateria de seis lamparas fluorescentes de 20
W. El fhyo total de fotones incidentes, medido con un detector LI-189 v un
sensor LI-1000 (ambos de LI-COR Inc., Lincoln, NE, USA) fue de
aproximadamente 41 micromol s'm™. El flujo correspondiente a la banda de luz
azul, medido con un filtro de méxima transmitancia entre 400 nm y 460 nm, fue

de 12 £ 1 micromol s'm™.

IL4 CONDICIONES DE CULTIVO PARA LA FASE DE DESARROLLO

El medio TPM induce la fructificacion de M. xanthus pero, al carecer de
nutrientes, es necesario cultivar previamente las células hasta que alcancen la
densidad celular necesaria. Para ello, se centrifugd un cultivo en crecimiento
exponerncial (5 x 10° cel/ml) y se concentrd cuatro veces en tampdn TPM. Tras
lavar las céhilas, se hicieron diluciones seriadas (1/2, 1/4, 1/8 v 1/16) del cultivo
concentrado v se depositaron en gotas de 15 pl sobre cajas de TPM. Se empled

el mismo procedimiento para las cajas de CF. Una vez que las gotas fueron
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absorbidas por el agar, se incubaron las cajas a 33 °C. El fenotipo para la

fructificacidn se observd cada 24 horas hasta los cuatro dias siguientes.

IL5 PERDIDA DE UN FRAGMENTO DE DNA POR
RECOMBINACION HOMOLOGA

Para seleccionar las estirpes que habian perdido un fragmento con un
marcador de resistencia a kanamicina v el gen facZ se llevd a cabo el siguiente
procedimiento. Se inocularon cultivos de cada una de las estirpes de interés en
CTTG ligqmdo v en ansencia del antiotico kanamicina. Se empled el antibidtico
gpentamicina con el objeto de evitar la comaminacidén por otras especies
microbianas (M. xewthus es resistente de forma natural a este antibidtico). Los
cultivos se mantuvieron en fase exponencial a 33 °C v 300 rpm durante 15-20
dias, con el objeto de aumentar la poblacidn de células donde se habia producido
la recombinacidn entre regiones homologas a ambos lados del fragmento. Se
sembraron diferentes diliciones (10°, 5 x 10° y 10%) de los cultivos anteriores en
cajas de CTTX-Gal v, tras 34 dias de incubacién a 33 °C, las estirpes de
fenotipo Lac™ se sembraron por duplicado en cajas de CTT v CTTK, para

. X 1S
seleccionar aquéllas que eran Lac' Km”,

IL.6 OBTENCION DE COLECCIONES DE INSERCIONES DE Tn5-Jac

Para la obtencion de cultivos mixtos de M. xanthus que contenian varias
cepas con inserciones independientes del transposon TnS-fec, se inocularon
estrias de las cepas correspondientes en cajas de CTTKX-Gal. Tras dos dias de
crecimiento a 33 °C, se afiadid 2,5 ml de CTT liqumido a las cajas v éstas se
mantuvieron en agitacidon suave (40 rpm} durante 15 mimtos, con el objeto de

favorecer la difusidn de las células al medio liguido. Seguidamente, se recogid la
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fase liquida v se congeld una alicuota de ésta. El resto del medio de cultivo se

utilizd para la preparacion de lisados conjuntos en el mixofago Mx4LA27.

IL7 TRANSFERENCIA DE DNA A M. xanthas

El DNA exodgeno se introdujo en las células de M. xanthus mediante dos
procedimientos diferentes: transduccion v electroporacién. En las técnicas de
transduccion, los bactendfagos utihzados fueron distintos segin que el DNA

procediera de M. xanthus (mixofago Mx4LA27) o de E. coff (colifago P1).

I1.7.1 Obtencion de lisados del mixofago Mx4L.A27

Para la obtencion de preparaciones de mixofagos transductores se
mezclaron 0,2 ml de un cultivo en fase de crecimiento exponencial
(aproximadamente 3 x 107 células) con 0,1 ml de una suspensién de fagos
Mx4LA27 que contenia del orden de 107 uth (unidades formadoras de halo).
Después de 30 minutos a temperatura ambiente para permitir la adsorcion de los
fagos a las bacterias, se sembraron las mezclas en cajas de 1/2CTT con ayuda de
3.5 ml de 1/2CTTSA muy blando. Cuando se observd lisis confluente,
normalmente después de tres dias de incubacion a 26 °C, se afiadieron 4 ml de
CTT liquido a cada una de las cajas v se mantuvieron toda la noche a 4 °C para
permitir la difusion de los fagos a la fase liquida. A continuacion, se recogid en
un tubo de centrifuga el liquido superficial con ayuda de una micropipeta Gilson
P1000. Se afiadid una gota de cloroformo, se agitd vigorosamente v se
centrifugd durante 20 minutos a 13.000 rpm v 4 °C (rotor JA-20 de centrifuga
Beckman J2-21). El sobrenadante con los fagos se almacend a 4 °C tras la

adicién de unas gotas de cloroformo.
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I1.8.2 Transduccion generalizada con Mx4LA27

La transduccién de la resistencia a kanamicina (Km®) o tetraciclina (Tc%)
entre estirpes de M. xanthus se realizd mezclando 0,5 ml de un cultivo en fase
exponencial de crecimiento de la estirpe recipiente (sensible al antibidtico) v de
alicuotas de 0,1 ml, 0,5 ml v 1 ml de una suspension de fagos transductores
Mx4LA27, amplificados en la estirpe donante. Después de 30 minutos a
temperatura ambiente, se sembro la mezcla de transduccion en cajas de CTTK o
CTTT con ayuda de 3 ml de CTTSA. Comeo control, se sembrd en el meadio
selectivo una alicuota del cultivo de la estirpe recipiente sin infectar v otra de la
suspension de fagos por separado. Las colonias transductantes, observadas tras
5-6 dias de incubacion a 33 °C, se purificaron en CTT vy el antibidtico

correspondiente antes de su utilizacion.

IL.8.2 Obtencion de lisados de P1

Para la preparacidon de lisados de P1, un cultivo de la estirpe C600,
incubado a 37 °C durante toda la noche, se diluyd cuatro veces en medio L v se
afiadié Cl,Ca 10 mM. Se realizaron mezclas de 0,1 ml de cultivo dilnido v 0,1
ml de una suspensién de fagos que contenia alrededor de 5 x 10° ufh, v se
dejaron a temperatura ambiente durante 20 minutos para permitir la adsorcidn.
La siembra se realizé con agar muy blando en cajas de medio LGC que se
incubaron a 37 °C hasta observar lisis confluente (12-24 horas). Se afiadieron
entonces 4 ml de medio L a cada caja v, tras una hora a 4 °C, se recogieron los

fagos siguiendo un procedimiento idéntico al descrito para Mx4LA27.
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IL.B.4 Empaquetamiento de plasmidos en P1

La estirpe de E. cofi portadora del plasmido de interéds se cultivd durante
toda la noche en LKA a 37 °C con agitacion. El cultivo se dituyd 20 veces en el
mismo medio v tras dos horas de incubacion se mezelaron 500 pl del mismo con
5x10% ufh del fago P1. La mezcla se mantuvo a temperatura ambiente duramte 20
minutos, para permitir la infeccion, v a continuacién se afiadid medio LKA
suplementado con 12,5 pg/ml de cloranfericol v MgCl, 10 mM, hasta un
vohimen final de 5 ml. Este cultivo se incubd a 30 °C durante toda la noche para
favorecer la lisogenia. A la mafiana siguiente, se dituyd 50 veces en el mismo
medio, se incubd a 30 °C durante 4 horas v se procedio a la induccidn térmica de
los lisdgenos. Con este fin, se provocd un aumento brusco de la temperatura,
agitando brevemente el cultivo sobre la llama de un mechero, tras lo cual se
incubd durante 35 minutos a 42 °C con agitacion vigorosa (300 rpm). La lisis
tuvo lugar durante las dos horas siguientes de incubacién a 38 °C v se completd
por adicién de 1 ml de cloroformo, segnida de una breve apitacion. La fase
acuosa se centrifugd 20 mimtos a 13.000 rpm v 4 °C (rotor JA-20 de centrifuga
Beckman J2-21). El sobrenadante con los fagos se guardd a 4 °C, tras adicidn de

unas gotas de cloroformo.

I1.8.5 Transduccidon especializada con P1

Para transducir los plasmidos de £. cofi a M. xanihus, 1-200 pl del stock
correspondiente de P1 se mezclaron con 500 pl de un cultivo en fase de
crecimiento exponencial de la estirpe recipiente de M. xanthus, en presencia de
CaCl; 5 mM. Transcurridos 30 minutos de incubacidn a temperatura ambiente,
se sembraron las mezclas en cajas de CTT con el antibidtico correspondiente.
Los transductantes obtemidos se purficaron en cajas de CTTK antes de su

utilizaciomn.
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I1.B.6 Electroporacion

Se cultivé la estirpe de interés en CTT hasta alcanzar unas 5 x 10°
células/ml. Las céhilas se lavaron luego tres veces por centrifugacion en agua
bidestilada v, tras el 1ltimo lavado, se resuspendieron en 40 ul. A continuacion
se mezclaron las células con el DNA libre de sales (de 0,5-1 pg). Se utilizd el
electroporador Bio-Rad Gene Pulser 1. La electroporacidn se realizd en cubetas
Bio-Rad de 0,1 cm v las condiciones usadas fueron 0,65 kV, 25 pF v 400 O.
Inmediatamente después de electroporar se afiadid 1 ml de CTT a la cubeta, se
mezcld bien v se vertio la muestra en un erlenmeyer de 50 ml, junto con 4 ml de
CTT adicionales. Las células se cultivaron toda la noche vy se sembraron hiego
en cajas de CTTK a distintas diluciones. Las colonias obtenidas se purificaron

en cajas del mismo medio antes de su utilizacion.

IL9 PROCEDIMIENTOS DE MUTAGENESIS

IL.9.1 Por insercion del transposén Tn5-lac.

Los mutantes por insercion del transposdn Tni-fac se obtuvieron
mezclando 0,5 ml de un cultivo exponencial de la estirpe de M. xawthzes DK1050
y distintas alicuotas de un lisado del bacterigfago P1::TnS-fac, en presencia de
Cl,Ca 5 mM. Tras 30 mimitos a temperatura ambiente, la mezcla se sembrd en
cajas de CTTK. Después de cinco dias de incubacién a 33 °C, las colonias Km®
obtenidas se inocularon en cajas de CTTX-Gal v, tras dos dias de crecimiento a
33 °C, aquellas colonias que presentaban color azul se seleccionaron para el

escrutinio de promotores dependientes del gen carD.
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I1.9.2 Con luz ultravioleta.

Para este procedimiento de mutagénesis fue necesario realizar
previamente una curva de supervivencia frente a luz ultravioleta, con el objeto
de establecer un tiempo dptimo de mutagénesis, aquél en el cual un 2% de las
células sobrevive a la radiacion. Para ello se tomo una alicuota de un cultivo en
fase exponencial tardia que se irradid con una lampara de liz ultravioleta
durante distintos intervalos de tiempo, hasta un maximo de 7 minutos.
Seguidamente se sembraron diferentes dilnciones del cultivo v de un cultivo
control no irradiado en cajas de CTT. Tras cinco dias de incubacion a 33 °C, se
contd el mimero de colomas en cada caja vy se calculd el porcentaje de
supervivientes. A los 2,5 minutos de tratamiento con hiz ultravioleta se obtenia
un 2% de supervivencia con respecto al control no irradiado. Este tiempo de

radiacion fue, por tanto, el utilizado en los experimentos de mutagénesis.
.10 MANIPULACION DE DNA
[1.10.1 Aislamiento de DNA.

El aislamiento de DNA cromosomico de M. xanthus se llevd a cabo con el
kit de purificacién de DNA gendmico de Wizard™ (Innogenetics). Para el
aislamiento de plasmmdos a pequefia escala se utilizo el procedimiento rapido del
hervido (Holmes v Quigley, 1981} o la purificacion en columnas Wizard™
Minipreps (Innogenetics).

IL.10.2 Tratamiento enzimatico del DNA.

Los tratamientos enzimaticos mas usuales realizados al DNA fueron:
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- Digestion con enzimas de restriccion (Boehringer), que se realizd
siguiendo las indicaciones del suministrador.

- Defosforilacion de extremos 5' con la enzima fosfatasa alcalina de
intestino de ternera (Innogenetics) para evitar la autoligacion de los vectores.
Todos los tratamientos se realizaron de acuerdo con las especificaciones del
suministrador,

- Reparacion del extremo 5° protuberante para generar extremos romos.
EIDNA (< Tug) se incubd en la mezcla de digestidn durante 15 mimutos a 37 °C
con dos unidades del fragmento Klenow de la polimerasa I de E. cofi v 50 uM
de dNTPs (Ausubel ei af., 1989)

- Ligacion de fragmentos de DNA, gue se realizd en tampon de ligacion
mas ATP (1 mM), BSA (0,1 mg/ml) v 1 unidad de ligasa T4 (USB). La cantidad
de DNA en la mezcla varid segin el experimento. Las mezclas de ligacion se
incubaron a 16 °C durante toda la noche. Cuando se quiso obtener la
autoligacion de un plasmido la concentracion final de DNA en la mezcla fue de
1-5 ng/pl.

Cuando fue necesario, las enzimas se eliminaron mediante tratamiento con

fenol-cloroformo v precipitacion del DNA con etanol a —20 °C.

I1.10.3 Electroforesis en gel de agarosa

La separacidon por electroforesis de fragmentos de restriccion se realizdé en
geles honzontales de agarosa (Pronadisa) de distintas concentraciones,
preparados en tampdn TAE. El DNA se visualizé mediante tincion con bromuro
de etidio e iluminacidn con huz ultravioleta (Sambrook ef af., 1989).

La purificacion de fragmentos de restriccidn se realizd tras su separacidn

en geles de agarosa de bajo punto de fusién (Pronadisa). Las porciones de
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agarosa con los fragmentos de DNA deseados se separaron del gel con un
bisturi, purificindose los fragmentos de pequefio tamafio con colimnas
Wizard™ PCR Preps (Innogenetics), siguiendo las instrucciones del
suministrador. Para fragmentos grandes de DNA se utilizd el procedimiento de

extraccion con fenol, segtin Ausubel et af. (1989).

II.10.4 Transferencia de DNA a E. coli.

Se obtuvieron colomas transformantes de £ cofi mediante dos

procedimientos:

Transformacion por choque térmico: La obtencion de céhilas
competentes de £. cofi v su transformacidn se reahzaron seglin Sambrook e af.
(1989). La cantidad de DNA utilizada en la transformacidon varid entre 1 ng v 10
ng.

* Electroporacion: Se utihzd esta técnica cuando fue preciso obtener un
alto numero de transformantes. La obtencidon de célilas electroporantes se
efectud segtn Sambrook et &f. (1989). Antes de electroporar, el DNA se dializd
durante 20 mimitos en un filtro Millipore de 0,025 um de diametro de poro. Los
parametros de electroporacidon empleados fueron: 1,7 kV, 25 uF v 400 £}; v el

recrecimiento de las células de realizd en medio SOC.

[1.10.5 Amplificacion de DNA por PCR

Para la construccion de una sonda del gen facZ, contenido en el plasmido
pDAH274 (McGowan et af., 1993), se amplificaron 15-30 ng de DNA molde
con 20 pmoles de los oligonucledtidos y 2,6 unidades de enzima Expand ™ High

Fidelity PCR System (Boehringer), signiendo las indicaciones del sumimistrador.
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Las muestras se sometieron a 5 mimitos de desnaturalizacion a 95 °C v 25 ciclos
de desnaturalizacion (45 segundos, 95 °C), alineamiento (60 sepundos, 51 °C) v
polimerizacidn (100 segundos, 72 °C). Tras el ultimo ciclo, se dejaron las
muestras en condiciones de polimerizacion durante 10 mimitos. En todas las
reacciones se afladid dimetil sulféxido (concentracidn final del 5%). El
aislamiento de los productos de amplificacion se llevdé a cabo con el kit
“Wizard™ PCR preps DNA Purification” (Innogenetics).

Los oligonucledtidos utilizados como cebadores en la amplificacidn del gen

facZ fueron los siguientes:

Nombre Secuencia Tm
priv S-CGG TTG CAC TAC GCGTA -3 552°C
prH S'-CGTTAACTC GGC GTTTC -3 52,8°C

IL.10.6 Marcado radiactivo de sondas de DNA.

El DNA utilizado como sonda en los experimentos de hibridacidn se
purificd con colimnas Wizard™ PCR preps (Innogenetics). El fragmento de
DNA se marcé radiactivamente, imtroduciendo dCTP marcado con P en el
fosforo «. La reaccidn de marcado se realizd incubando 50 ng de DNA
desnaturalizado (10 minutos a 100 °C) durante 2 horas a 37 °C, en un vohimen
de 20 pl de tampdn Klenow que contenia 30 pCi de dCTP (Amersham), dATP
0,2 mM, dGTP 0,2 mM, dTTP 0,2 mM, 2 pl de solucion de hexanucledtidos
random primer (Boehringer) v dos unidades de enzima Klenow. Para detener la
reaccion v eliminar los nucledtidos no incorporados, se afiadieron 100 pl de agua
bidestilada v se pasd toda la solucidn por una columna de Sephadex G-50

(Pharmacia), centrifugando durante 5 mimutos a 2000 x g.
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[1.10.7 Hibridacion de DNA fijado a un soporte.

El DNA cromosdmico (3 pg) fue digerido con las restrictasas adecuadas y
sometido a electroforesis en gel de agarosa. El gel se sumergid en una sohicion
de HC1 0,26 M durante 20 mimutos, se lavd con agua destilada v luego se tratd
con NaOH 0,4 M otros 20 minutos. Finalmente, se colocd en un soporte en
contacto con una membrana de nylon cargada positivamente (Boehringer),
produciéndose la transferencia del DNA en una disohicion de NaOH 0.4 M
(Sambrook et af., 1989). Para fijar el DNA al filtro se calentd éste a 80 °C
durante dos horas. La membrana se incubd en solucidon de prehibridacion
durante 4-6 horas a 65 °C v se hibridd a esa misma temperatura toda la noche en
solucion de hibridacion. Tanto la prehibridacién como la hibridacién de las
membranas se produjo en presencia de 5 mg/ml de DNA de esperma de salmon
desnaturalizado y sonicado hasta obtener fragmentos de 200-800 pb.

Al dia siguiente, se lavaron los filtros: una vez durante 5 minutos a
temperatura ambiente en 2 x S5C y 0,1 % SDS y otra vez durante 15 mimtos a
65 °C con el mismo tampdn. Se realizaron dos lavados mas de 20 min cada uno
en tampdn 0,1 x S5C v 0,1 % SDS a 65 °C. Por tiltimo, los filiros se pusieron en

contacto con peliculas Fuji X-Ray durante 12 horas.

IL.10.8 Secuenciacion automitica de DNA y tratamiento informatico de las

secuencias.

La determinacién de secuencias de DNA se llevd a cabo mediante
secuenciacion automética (secuenciador ABI PRISM™ 310). Para cada reaccidon
se utilizé 1 pg de DNA (it de Miniprep de Abi Prism. Perkin Elmer) junto a 25

pmol de cebador, v se siguieron las instrucciones del suministrador.
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Los oligonucledtidos utilizados en la reaccidon de pohmerizacion se

muestran en la Tabla 2.4.

Tabla 2.4 Cebadores utilizados en las reacciones de secuenciacion.

Nombre Secuencia Tm
TnU 5'-CGG ATCCGG TGG AAA AC- ¥ 64 °C
TnD 5" - AAG TCA GAT CCT GGA AA - ¥ 52,3°C
mép 5-TGT TCG CGC AGG ACC AG-¥ 67,8 °C
mébk 5'-TGG CTC CAC ACG TCG AT - 3 64,3 °C
m8c 5 - TCT CCT CAA TCG AGC TC -3° 56,2 °C
mSxp 5 -ATCCGC AAA TTG GAG GA - ¥ 61,6 °C

Para la comparacion de secuencias de nucledtidos vy de sus proteinas
deducidas con las inchudas en los bancos de datos internacionales se utilizaron
los programas Wu-BLASTX+BEAUTY de la seccion Nucleic Acid Sequence
Searches  (http.//searchlauncher.bem.tme.edu/seg-search/nucleic acid-search.
html) v  Wu-BLASTP+ BEAUTY de la seccion General proiein
sequence/pattern searches (http://searchlanncher.bem.tme.edu/seq-
search/protein-search.html), del Baylor College of Medicine (BCM). Para las
alineaciones de distintas proteinas o péptidos se utilizdé el programa
CLUSTALW de la seccion Multiple sequence alignment del FEuwropean
Bioinformatics Institute (EBIL) (http//www2.ebrac.uk/ clustalw/). Para la
prediccion de dominios transmembranales se utilizé el programa TMpred
(transmembrane region and orentation prediction), de la seccidn Protein
secondary siructure prediciion del BCM (http:/searchlauncher.becm.tme.edu/

seq-search/struc-predict.html) v para la prediccidon de motivos tipicos de
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proteinas se utihzo el programa ScanProsite de la seccion Paitern and profife

searches del EBI (http:/www.expasy.ch/tools/scnpsit].hitml).

II.11 EXPRESION DE -FGALACTOSIDASA EN M. xanthus.

La deteccion rapida de la actividad [-galactosidasa de estirpes que
contenian una fusidn transcripcional con el gen facZ se realizd mediante
transferencia de céhilas a medio sdéhdo CTTX-Gal e incubacién en oscunidad a
33 °C durante dos dias. Cuando se quiso estudiar la fotoinduccion de la sintesis
de [-galactosidasa, tras la incubacion anterior, se dispusieron las cajas bajo la
bateria de tubos fhiorescentes durante 12 horas. La actividad [-galactosidasa se
detectd por el color azul de las colonias debido a la rotura enzimatica del sustrato
X-Gal.

Para medir la actividad [3-galactosidasa especifica, se inoculd la estirpe a
estudiar en medio liquido con el antibidtico correspondiente. Cuando el cultivo
alcanzd la fase de crecimiento deseada, se tomd una alicuota de 1,5 ml (tiempo
cero) v alicuotas sucesivas hasta las 24 horas de crecimiento. Cuando quiso
estudiarse la expresion de B-galactosidasa dependiente de hiz, el cultivo original
se incubd en oscuridad v, tras alcanzar la fase de crecimiento deseada, se diwvidid
en dos, incubandose uno de ellos en la iz v el otro en la oscuridad. Durante las
8 horas siguientes, se tomaron alicnotas de 1 ml de ambos cultivos. Después de 5
min de centrifugacion a 13.000 rpm (centrifuga Micro Centaur - MSE), las
células se resuspendieron en 1 ml de tampdn Z v se almacenaron a -20°C.

Las muestras se descongelaron a temperatira ambiente v se colocaron
sobre hielo picado. La rotura de las céhulas se realizé mediante tratamiento con
nltrasonidos en un sonicador automatico Labsonic U (B. Braun). En cada caso,
se aphcod un tiempo de sonicacion suficiente para consegmir la rotura de la

practica totalidad de las células, detectada por observacion microscopica. El
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ensayo de actividad [-galactosidasa se realizd segin Miller (1972) empleando 5-
75 pl del extracto cehilar. La concentracidon de proteinas se midid segnin Lowry
et af (1951). La actividad especifica de [-galactosidasa se expresa en nanomoles
de o-nitrofenol (generado por la rotura enzimética del sustrato ONPG)
producidos por minuto y miligramo de proteina. Los datos ofrecidos

corresponden a medias de dos o mas experimentos independientes.
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I11.1 BfJSQUEDA DE NUEVOS PRONMOTORES DEPENDIENTES DEL
LOCUS carD

El gen card? participa en la activacidén tanto de promotores inducibles por
la Nz, caso de los promotores P.,; v Ppgs implicados en el control de la
carotenogénesis, como de promotores especificos del proceso de desarrollo
(Nicolas er af., 1994; Cayuela, 1999}. El extremo carboxilo de la proteina CarD
contiene un dominio de unién a DNA similar al de las proteinas HMGA
eucarioticas (Nicolas ef al., 1996). La unidén de estas proteinas a sus sitios
especificos en el DNA provoca una modificacion en la estructura de la doble
hélice, afectando a la expresion de un gran numero de genes implicados en
procesos bioldgicos muy variados. Es posible, por tanto, que la proteina CarD
esté invohicrada en la regulacidn, tanto positiva como negativa, de otros genes de
M. xanthus, diferentes a los relacionados con la carotenogénesis o el proceso de
fructificacion. Para comprobar esta hipotesis, se ha escrutado una coleccidn de
promotores vegetativos de M. xanfhus, analizando la accidn activadora o
represora de la proteina CarD sobre dichos promotores. La estrategia utilizada se

ilustra en la Figura 3.1.

II1.1.1 Obtencidn de una coleccion de promotores regulados por CarD

Tn3-lac es un derivado del transposon Tns, en el cual se introdujo el gen
facZ de E. coli sin promotor dentro de la secuencia de insercidon izquierda
(IS50L), muy cerca de su extremo. El transposdn Tni-fac mantiene la resistencia
a kanamicina de Tn5. TnS-lac se emplea como sonda de promotores, va que
genera fusiones transcripcionales con el gen fac” (Kroos v Kaiser, 1984). La

expresion de f-galactosidasa a partir de una insercién del transposon requiere que
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tal insercidn se haya producido aguas abajo de un promotor activo y en la
orientacidon correcta con respecto al gen JacZ. Kroos v Kaiser (1984} generaron el
bacteridfago P1::Tn5-lac, empleandolo para la introduccidn del transposon en las
celulas de M. xamhus (véase apartado [1.8.5}. P1::Tn5-/ac es capaz de adsorberse
a M. xarthus e inyectar su DNA, pero no puede multiplicarse en la bacteria
(Kaiser v Dworkin, 19735; Kuner y Kaiser, 1981}, de manera que para gue
aparezcan células resistentes a kanamicina (Km"®) es necesaria la integracién del
transposon en el cromosoma bacteriano.

Se utilizo el fago Pl::Tnd-lac para realizar tres experimentos de
mutagénesis independientes sobre la estirpe silvestre DK1050 (Materiales v
Meétodos 11.9.1). Esta estrategia permitic obtener una coleccidn de 1643
inserciones independientes de Tn5-/ac. De ellas, 613 parecian encontrarse junto a
promotores activos v en la direccién correcta, de acuerdo con el fenotipo de las
colonias correspondientes en cajas de X-Gal {coloracidn azulada de mayor o
menor intensidad}. Las 613 estirpes fueron clasificadas visualmente en cuatro
grupos, segn el nivel de expresion de actividad p-galactosidasa, reflejado por la
distinta intensidad del color azul de las colonias en cajas de X-Gal. Los diferentes
grupos de expresion fueron denominados MF (expresidon muy fuerte, S0
inserciones), F (fuerte, 110 inserciones), M (media, 113 inserciones} y D (débil,
340 inserciones) (Figura 3.1}. De cada uno de estos grupos, se realizaron cultivos
mixtos de 15-35 estirpes, segun se describe en el apartado IL6.

El alelo carDJ contiene el transposén Tn3-132 (Tc®} insertado en la
primera mitad de la region cifradora del gen, de modo que la funcion de carl) se
encuentra interrampida (Nicolas, 1993). A partir de cada uno de los cultivos
conjuntos anteriores, se prepararon lisados del mixofago Mx4LA27 (en adelante,
Mud) para la transterencia de las inserciones, por transduccion, a una estirpe

carDi. De forma paralela y como control, se transdujo la estirpe carD”* con los
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mismos lisados de Mx4. En ambos casos, se selecciond el fenotipo Km® de las
colonias. A contimuacién, se comprobd visualmente la actividad de los
promotores correspondientes en cajas de X-Gal, con el objeto de detectar en cada
grupo diferencias de expresion debidas a la mutacion carD /. Para ello, se analizo
un numero de transductantes al menos cinco veces mayor al numero de
inserciones independientes presentes en el cultivo donante, para asegurar que la
gran mayoria de las inserciones esfuvieran representadas entre dichos
transductantes (Pg = 0,01, m = 4.6, segin la distribucion de Poisson). Entre las
colonias Km® Tc® escrutadas, se encontré un total de 37 colonias cuya coloracién
en las cajas de X-Gal no se correspondia con la esperada del gmapo en el que se
incluyeron originalmente. De ellas, 5 pertenecian al grupo MF, 15 al grupo F, 14
al grupo M v 3 al grupo D. Los promotores se denominaron con las siglas del
grupo correspondiente seguidas de un mimero identificativo y el signo — 6 +,
seglin que la actividad B-galactosidasa aparente en fondo carDJ fuera menor o
mayor, respectivamente, de la observada en fondo carD* (Ej.: MF1-, F2+, etc.).
La Tabla 3.1 muestra los resultados de cada uno de los tres experimentos de

mutagénesis realizados.

Tabla 3.1 Resultadoes de los tres experimen tes independientes de mutagén esis.

Grupo
Namero de
Experimento inserciones MF F 141 D
analizadas
1 230 131} 44 (5] 44 (3) 127 (2]
) 139 22(2) 23 (4 24T (N
3 244 1302} 43 (&) 45 (4) 143 (1)

Entre paréntesis se indica el nimere de colenias de cada grupe cuya actividad [-galactosidasa mostraba
dependencia de carD) de acuerdo con su fenotipo en cajas de X-Gal.
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Una vez purificadas, se obtuvo un lisado de Mx4 sobre cada una de las
estirpes citadas en el parrafo anterior. Cada uno de estos lisados se utilizd para
transducir la insercidon correspondiente de Tnd-fac de nuevo a las estirpes carD/J
y carD’ (seleccidn del cardcter Km®). Aquellas estirpes en las que se reprodujo la
diferencia visual de expresién entre el fondo genético carDJ y carD’ fueron
seleccionadas v se emplearon para el analisis cuantitativo de actividad
enzimatica. Para ello, se tomaron muestras de cultivos de las estirpes
correspondientes durante 30 horas de crecimiento, desde la fase exponencial
temprana hasta la fase estacionaria tardia. El analisis de actividad f—galactosidasa
permitid  identificar seis promotores cuya actividad estd  influida
significativamente por la mutacioén carD/ (Figura 3.2). Hay que sefialar que la
actividad de ofros siete promotores distintos wvarid sistematicamente en
experimentos independientes, segun que la mutacion carD/ estuviera o no
presente. Sin embargo, dada la escasa entidad de esa diferencia, del orden del
10%:-15%, se descartaron para futuros experimentos.

El caso mas destacable de nuevo promotor dependiente de carD es MF1-,
que resulta extraordinariamente activo en la estirpe silvestre y es practicamente
anulado por la mutacion carD3/ (Figura 3.2a}, mostrando asi una dependencia
absoluta del gen carD. La estirpe correspondiente, en fondo carD®, se denomind
MRY00. La dependencia de carD de los otros cinco promotores fue menos
pronunciada, aunque significativa y repetible en los distintos ensayos realizados.
Dentro del grupo F, el promotor F2+ (de la estipe MR90S, en fondo carD’)
muesira una expresion mas fuerte en presencia de la mutacion carf3/ que en la
estirpe carD®, estando, pues, regulado negativamente por carD (Figura 3.2b).
Otros tres promotores pertenecian a la clase M: M3- (estirpe MR913), M4+
(estitpe MR1100} v ME+ (estitpe MR1104) El promotor M5- muestra

dependencia positiva de carD, puesto que su actividad B-galactosidasa es mayvor
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Figura 3.2 Promotores dependientes del gen carD. En las grificas se muestra la actividad [~
galactosidasa de cada une de los prometores en la estipe carD* (linea aml) v en el nmtante cardf
[linea roja) Para cada estirpe ¥ tietpo se indica la media de al mencs dos medidas independientes.
Las unidades de actividad especifica [i-galactosidasa se expresan en nanomoles de o-nitrofencl
producide por minute ¥ miligrame de proteina. En el resto de las figuras del trabajo, la actividad (-
zalactosidasa se expresa en Jas mistmas unidades.
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en la estirpe silvestre que en el fondo mmtante carDJ/ (Figura 3.2c). Por el
contrario, la actividad de los promotores M4+ v M8+ fue mayor en fondo carDJ
que en carD”’ (Figuras 3.2d y 3.2e, respectivamente}. Un promotor del grupo D,
D2+ (estirpe MR1102}, cuya expresion es practicamente indetectable en la estirpe
carD’, mostré una actividad significativa en presencia de la mutacién carD7
(Figura 3.21).

Por tanto, se ha obtenido un conjunto de inserciones correspondientes a
unidades transcripcionales cuya regulacion depende, de alguna manera, de la
funcién de la proteina CarD. Para analisis posteriores en este trabajo, se
escogieron las estirpes MR200 (promotor MF1-}, MR915 (promotor MS3-),
MR1100 (promotor Md+} v MR1104 (promotor ME+).

II1.1.2  Analisis del fenotipo para la carotenogénesis y el desarrollo

multicelular

Con el objeto de descartar aquellas inserciones que afectaran a genes
implicados en la carotenogénesis, cuya dependencia de carD) ya es conocida, se
observé el fenotipo con respecto a la sintesis de carotenos de las cuatro estirpes
escogidas. Se picaron por duplicado diez colonias independientes de cada estirpe
en cajas de CITK. Tras dos dias de crecimiento en la oscuridad, una de las
réplicas se i1lumind y la otra se mantuvo en la oscuridad. Todas las estirpes
permanecieron amarillas en la oscuridad y se tornaron rojas en condiciones de
iluminacién (fenotipo Car’). De modo similar, aunque el estudio de la actividad
de los promotores seleccionados se habia realizado durante la fase vegetativa, se
analizé la capacidad de fructificacion de las mismas estirpes. Para ello, cada una
de las inserciones anteriores se transfirid, mediante transduccion, a la estirpe

silvestre para la fructificacién (Fru*y DK1622, muy proxima a DK1050 (véase
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Materiales y Meétodos T1.1}. Se depositaron gotas de las estirpes transductantes en
dos tipos de medios pobres en nutrientes, TPM y CF. S4lo se muestran los datos
correspondientes a los experimentos realizados en TPM, va que en CF se
obtuvieron resultados equivalentes. Como se observa en la Figura 3.3, no se
detectaron diferencias significativas con respecto al tipo silvestre DK1622 en la
forma o el nimero de cuerpos fructiferos formados por las distintas estirpes.
Cuando se observaron los cuerpos fructiferos al microscopio optico se comprobo
que su mortologia era similar a los de la estirpe silvestre ¥ en su interior estaban
repletos de esporas brillantes. Por el contrario, la mayoria de los cuerpos
fructiteros del mutante carD.2 presentaban un aspecto inmaduro ¥ contenian un
numero mucho menor de esporas.

Por tanto, las cuatro inserciones seleccionadas no parecen afectar a genes

implicados en la carotenogeénesis o esenciales para el desarrollo multicelular.

III.1.3 Analisis de expresion en distintos fondos mutantes carf)

Aunque experimentos de complementacion realizados por Nicolas ef al.
(1994} sugieren que la mutacidn carD/ (una insercion del transposon Tnd o su
derivado Tn5-132} afecta a un solo producto génico, no puede descartarse un
efecto polar causado por la insercion del transposon. Por ello, era importante
determinar si mutaciones no polares en el gen afectan a la actividad de los
promotores identificados anteriormente. En el laboratorio se disponia de otras dos
mutaciones distintas en el gen carD. La mutacion carD2 consiste en una delecion
de cuatro pares de bases en un sitio proximo al sitio de insercion de Tnj-/32 que
produce un desfase en la lectura de su transcrito. Dicho desfase tiene como
consecuencia la adicion de ocho aminoacidos distintos a la proteina vy la

terminacion prematuura de la traduccidon del transcrito del gen (Nicolas ef al.,
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Figora 33 TFormacion de cuerpos fructifercs en estirpes con insercienes de Tn3-
lge dependientes de CarDd. a) En la grifica se representa el mimerc de cuerpos
fructifercs formades en distintos dias del desarrclle en medic TPM. Las estirpes
prebadas fueron: MR924 (WF1-, barra verde), BIR 1140 (B{3-, barra amarilla), bR1 1435
M4+, barra azul clare) ¥y BR1151 (BME+, barra azml cscure). Leos prometores
correspondientes se indican en el recuadreo inferior. Se incluyeron como controles la
estirpe silvestre DK 1622 (barra gris) y el mutante corD2 (barra roja clara). Los
resultados son 1a media de al menos dos experimentos independientes. b) Se muestran
las fotografias de des preparaciches chservadas a la hupa de la estirpe silvestre
(DK1622) v de la estirpe MR1145 (W4+) en TPW. El reste de estirpes comprobadas
presentan un aspecte similar.
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1994; Nicolas, 1995; M. Elias, comunicacidn personal}. La mutacion carD3,
obtenida mas recientemente, consiste en una delecidn en fase de toda la regidn
cifradora del gen carD (M. Elias, comunicacion personal ).

Las cuatro inserciones de Tn5-/ac en estudio se transdujeron a las estirpes
carD2 y carD3, de nuevo mediante la seleccién del caracter Km® ligado a las
mismas. La actividad P—galactosidasa de las estirpes resultantes se comprobd
inicialmente de forma cualitativa en cajas de X-Gal. La observacion de las
colonias sugeria que las mutaciones carD.2 y carD3 afectan a los promotores
MF1-, M3- v M8+ de la misma manera que lo hace la mutacion carf/. Sin
embargo, las mutaciones carD2 vy carfD)3 parecian afectar negativamente al
promotor M4+, efecto contrario al que produce la mutacion carDf. Para la
confirmacion cuantitativa de los resultados, se tomaron muestras de los cultivos
procedentes de cada estirpe durante 24 horas de crecimiento. Los datos del
analisis de actividad especifica f—galactosidasa se muestran en la Figura 3.4,

Como se observa en la Figura 3.4a, el efecto de las mutaciones carD2 v
carf)3 sobre la actividad del promotor MF1- fue ligeramente mas débil que el
efecto de carDJ/ (Figura 3.2a}), puesto que carD2 vy carD3 permitieron alcanzar
unas 200 unidades de expresion de actividad p—galactosidasa a partir de dicho
promotor. No obstante, este resultado confirma la dependencia del promotor
MF1- de la funcién de carD. Las mutaciones carDZ2 y carD3 demostraron
también un efecto menos marcado que carf3{ sobre la actividad del promotor
M35- (Figura 3.4b}, aunque muy parecido al producido por esta ultima mutacion
(Figura 3.2¢c}. Como se observa en la Figura 3.4c, los dos nuevos alelos mutantes
de carD provocaron un efecto similar al de carD/ sobre la expresion del
promotor ME&+ (Figura 3.2d). Con el promotor M4+ se obtuvo un resultado
diferente (comparense las Figuras 3.2e v 3.4d). En contraste con el efecto de

carD |, tanto el desfase producido en carD2 como la delecidn completa en carD3
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Figura 3.4 Efecto delas mutarienes carD2 v carD? sobre la actividad de los promotores:
a) MF1- (estipes MRS5S v MR 110G, respectivamente), b) b3- (estirpes BMR1IBT y MR 13D,
e) BB+ (MRS y MRULD) v d) Wld+ (MRILEE v BR1191). En las grificas se muestra la
actividad [f—galactosidasa procedente de cada una de las inserciones anteriores en los distintos
fendes genétices: carD' (linea azul), carD 2 (linea verde) ¥ carD 3 (linea amarilla). Les dates
son riedias de des determinaciones de cada une de dos transductantes independientes de cada
tipe.
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redujeron, aunque ligeramente, la expresion del promotor correspondiente.
Debido a este resultado inesperado, se utilizaron por separado las estirpes
portadoras de la insercién QMR1100 (Md+) en fondo carD*, carDi y carD3
como donantes en la transduccidn de dicha insercién de nuevo a distintos fondos
genéticos (carD’, carDi v carD3). Se comprobaron 20 transductantes de cada
tipo en cajas de X-Gal v en todos los casos los resultados fueron los mismos que

se habian obtenido anteriormente.

TI1.1.4 Caracterizacion de las inserciones de Tn5-fac

Kroos v Kaiser (1984} demostraron que las células de M. xanthus
resistentes a kanamicina obtenidas a partir de la infeccion con P1::Tn5-lar son el
resultado de acontecimientos de transposicion aleatorios y mayoritariamente
unicos en el cromosoma de la bacteria. No obstante, resultaba importante
averiguar si las inserciones de Tn3-/ac obtenidas en este trabajo afectaban a genes
distintos en cada estipe vy si los correspondientes sitios de insercion del
transposon en el cromosoma son Unicos.

Esto se comprobd mediante un analisis Southern de cada una de las
estirpes seleccionadas. Los resultados de la Figura 3.5 demuestran que cada
estirpe contiene una sola insercion de Tnj-fac ¥ que, ademas, las inserciones se

encuentran en distintos sitios del cromosoma de M. xaréhes.
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Figura 3.5 Analisis Southern de distintas inserciones de Tn5-Zac. a) Esquema de la insercién de
Tns-lac. Se representa el gen {oef incluido en la secuencia de insercion izguierda (IS50L). La sonda
utilizada (linea gruesa rcja) es un fragmento Hpal-Afful de 1,6 Kb, procedente del pldsmido
pDAHZT4, que centiene un fragmente del gen focf. b) Se digirié el DNA cromoesémico de las
estimpes: 1. WARS00 (MF1-), 2. BIRS1S (WS5-), 3. MR1100 (W{4+), 4. una estirpe no seleccionada v 5.
BR110 (ME+) con Sacl o bien con Sacl ¥ Epnl simultineamente. E1 DNA digeride se hibridd con
una senda derrvada del gen /acs. El marcader de tamafic de | Kb (W) se cargé en la primera calle del
gel e) Se indica en cada estirpe la distancia en Kb del punte de insercién del transposén a los puntos
de corte a ]a iznuierda para las enzimas Kpal (K) v 5zl (8) en el DNA de A ranifus.
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IM.2 CLONACION Y SECUENCIACION DE LOS LOCI QMR900,
QMR915, OMR1100 Y QMR1104.

En la seccidn anterior se describid 1a obtencién de insercioties de Tns-fac
junto a promotores dependientes de CarD v que no afectaban a los procesos de
carotenogénesis v desarrollo multicelular de M. xanthus. Con el objeto de
averiguar la posible funcion de los genes afectados por las cuatro inserciones en
estudio, se procedid a la clonacidn y secuenciacion de tales genes. Del mismo
modo, resultaba interesante caracterizar las secuencias promotoras asociadas a las
inserciones. En el caso de que la proteina CarD se uniera directamente a alguno
de estos promotores, el analisis de su estructura podria definir elementos
reguladores comunes entre secuencias promotoras dependientes de CarD.

La clonacion de los loci QOMR%00, OMR1104, OMR1100 v QMRI15,
asociados a los promotores MF1-, M8+, M4+ y MS-, respectivamente, se realizd
mediante procedimientos distintos, utilizando como punto de referencia en todos

los casos la insercion de Tnd-dac en el cromosoma de A xarthus.

IIL.2.1 Clonacién y secuenciacion del locus QVMR00 (promotor MF1-}

La clonacién del locus GMR900 se realizd en dos etapas. En la primera, se
utilizo la estirpe con la insercion de Tnj-fac para obtener un fragmento de DNA
de M. xanthus adyacente al extremo derecho del transposon. En la segunda etapa,
se utilizé la estirpe silvestre DK1050 para aislar un fragmento de DNA
correspondiente a la porcion izquierda del locus OMRY00.

La estirpe MR902 deriva de la estirpe MR900 por sustitucion in sifu del
determinante Km® por el determinante Tc® en el locus OQMR00 (M. Fontes,

comunicacidn personal). Este hecho permitié la transduccion del plasmido
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pDAH250 a la estirpe MR902 mediante la seleccidén del caricter Km®. El
plasmido pDAHZ50 contiene una copia casi completa de la secuencia de
insercion IS50 de Tn3 ¥ no puede replicarse auténomamente en M. xanthus. De
manera que las colonias Km® obtenidas proceden de la integracion de pDAH2S0
en el cromosoma de la bacteria, mediante recombinacion homdloga entre las
secuencias S50 del plasmido v del transposon insertado en el locus QMRS00
(Figura 3.6a). Se aislé DNA cromosémico de un transductante (Km® Tc®) y se
digirio con EcoRI. Esta enzima corta una sola vez en el plasmido pDAHZ250 v lo
hace con baja frecuencia en el DNA de M. xanthus. Los fragmentos obtenidos se
trataron con ligasa de T4 en condiciones de baja concentracion de DNA,
favoreciendo asi la ligacion intramolecular. Con la mezcla de ligacidn resultante
se transformé E. cofi, seleccionando el caracter Km®. Los plasmidos extraidos de
13 transformantes Km® fueron caracterizados con enzimas de restriccion. De este
modo, se aislé el plasmido quimérico pMARS00, formado por el vector
PDAH250 mas un fragmento de 2,4 Kb de DNA de M. xanthus. El mapa fisico de
pMARY00 se muestra en la Figura 3.6b.

Para la clonacion del fragmento de DNA situado a la izquierda de la
insercion QMR9Y00D se utilizo el vector pDAH160, que permite invertir la
orientacién del DNA clonado en pMAR900D con respecto al marcador de Km®
(Figura 3.7a}. El fragmento Hindlll de 2,8 Kb, contenido en el plasmido
pMARY00, se subcloné en el vector pDAH160, que habia sido digerido
previamente con Hindlll. Se analizaron, mediante enzimas de restriccion, los
plasmidos extraidos de algunos de los transformantes obtenidos. El plasmido que
contenia el inserto de DNA en la orientacion adecuada se denomind pMARS02
(Figura 3.7a}). El plasmido pMARY02 se introdujo en la estirpe silvestre DK 1050.

De nuevo, las colonias Km® obtenidas debian proceder de la integracién del

plasmido en el cromosoma de M. xanthus por recombinacidn homologa, esta vez
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Tni-lge ¥ los puntes de corte pare las enzimas: Epal (K), BgTl (Bg), Xhal (X)),
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ocurrida en el fragmento HindlIll de 2,8 Kb. El DNA cromosomico de uno de los
transductantes fue digerido con Kpnl v los fragmentos resultantes se incubaron
con ligasa de T4 en condiciones favorables para la autoligacidon. Se transformd
E. cofi con esta mezcla de ligacidon y se caracterizaron los plasmidos de algunos
transformantes Km® obtenidos. El plasmido que contenia el vector pDAHI160 ¥
un fragmento de 3,85 Kb de DNA de M. xanthus se denomind pMARS04. El
mapa fisico de pMARY04 se muestra en la Figura 3.7b.

La secuenciacion de la region QMRI00 se realizé utilizando una coleccion
de plasmidos procedentes de un tratamiento con exonucleasa IIT durante distintos
tiempos (M. Fontes, comunicacion personal}. Dichos plasmidos contienen el
vector pUCT? e insertos de DNA de diferente tamafio derivados del fragmento
Kpnl-BamHI de 2,3 Kb contenido en pMARY04 (Figura 3.7b} o del fragmento
Xhol de 2,0 Kb contenido en pMARS00 (Figura 3.6b}. Los fragmentos de DNA
“exomucleado”, cuyos tamafios varian en unas 200 pb, solapan entre ellos ¥
cubren las regiones citadas de 2,3 Kb v 2,0 Kb del locus QQMR900. Para la
secuenciacion de cada uno de ellos se utilizé el denominado cebador universal
(M13-1}. El solapamiento de la secuencia obtenida a partir de los distintos clones
dio como resultado un tramo de secuencia continua de 3.200 bases, con el que se
realizd una busqueda de posibles tramos de lectura abierta (en adelante, ORF’s).
De este modo, se identifico un ORF de 2.586 pb cuyo porcentaje global de pares
G-C era del 65% (Figura 3.8). Cuando se analizd el contenido de G vy Cen la
tercera posicion de los tripletes, se comprobd que era considerablemente mas bajo
(63 %) que el descrito para los genes de M. xanthus. En las otras dos fases de
lectura posible, dicho porcentaje resultd ser incluso menor. Cuando se comparo la
secuencia obtenida, tanto al nivel de nucledtidos como de aminoacidos deducidos,
con las secuencias registradas en los bancos de datos, no se encontrd similitud

con ninguna de ellas.
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Figura 3.8 Fragmento elonade del locus QMRY00. La barra superior muestra el DNA clonado. Se
mndica el sitic de msercién de Tn3-foc ¥ los puntes de corte para las enzimas: Kpsl (K], Xbel (X), BamH]
(B) ¥ EcoRT (E). Los rectdngulos representan las tres fases de lectura posibles segin la direccién de
transcripeion del gen /ocZ. En rosa clare se mwmestran los ORF jdentificades ¥ en color oscurc el
intenumpide per la insercién del transposén.

IT1.2.2 Clonacidn y secuenciacion del locus QMR1104 (promotor M8+)

La clonacion del locus QMR1104 se realizo mediante un procedimiento
diferente al descrito en el apartado anterior. En esta ocasidn, se partio
directamente de la estitpe con el determinante Km® (MR1104). DNA
cromésomico extraido de dicha estirpe fue digerido con la enzima Kpnl. Esta
enzima no corta en ningun punto del transposén Tnd-fac ¥ lo hace con baja
frecuencia en el DNA de M. xanmihus. Tras someter la mezcla de digestion a
electroforesis en gel de agarosa, se purificaron del gel los {ragmentos
comprendidos entre 10-23 Kb. El plasmido utilizado como vector, pBluescript,
también fue digerido con Kprl e incubado junto a los fragmentos de DNA
cromosomico con la enzima ligasa de T4, en condiciones favorables para la
ligacion intermolecular. Con la mezcla de ligacion resultante se llevd a cabo la
electroporacién de E. coli (seleccién del cardcter Km®) con objeto de conseguir

un alto numero de colonias que portaran plasmido. Se analizaron con enzimas de
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restriccion los plasmidos procedentes de 40 colonias Km® Amp® y se aisls un
clon de células que contenia el plasmido de interés (Figura 3.9a}. Dicho plasmido
se denomind pM&-1 ¥ su mapa fisico se muestra en la Figura 3.%9b.

Para la secuenciacion del DNA del locus QMR1104, se subclonaron tres
fragmentos advacentes al sitio de insercion de Tnb-fac en el vector pBluescript.
Se obtvieron asi los plasmidos pMS8-2, pM=2-3 v pM&-4 (Figura 3.10). El
plasmido pM&-2 contiene el fragmento Cial de 1,1 Kb procedente de pMS-1
insertado en el punto Clal del vector. La secuenciacion automatica de este
fragmento, situado aguas arriba del sitio de insercion del transposon y que incluia
unas 230 pb del mismo, se realizo utilizando los cebadores universal (M13-1) e
inverso (M13-r), asi como el cebador TnU, complementario al extremo izquierdo
de TnS-fac (Materiales ¥y Meétodos, IL10.8}). El plasmido pM&-3 contiene el
fragmento Xael de 1,3 Kb de pME-1 insertado en el punto Xhel de pBluescript
(Figura 3.10}. Este fragmento corresponde al tramo de DNA situada aguas abajo
del sitio de insercion del transposon mas unas 400 pb incluidas en su extremo. En
la secuenciacion de dicho fragmento se utilizaron los cebadores universal, inverso
y TnD, complementario al extremo derecho de TnS-lac (Materiales v Métodos,
I1.10.8). Por ultimo, el plasmido pME&-4 se obtuvo mediante la subclonacidn del
fragmento Xhol-Kpnl de 1,5 Kb. Este tramo de DNA se secuencid con los
cebadores universal e inverso. Tras obtener una secuencia de unas 500 pb
correspondiente al fragmento Cial de pM&g-2, se disefid un nuevo oligomiclestido
im8c, Materiales v Métodos, T.10.8} para ampliar la zona secuenciada a la
izquierda del locus QMR1104.

Se obtuvo asi una secuencia de mucledtidos continua de unas 2.000 pb. Su
analisis posterior revelé que una de las fases de lectura cuya direccion de
transcripcidn coincidia con la del gen facZ incluido en Tns-lac, presentaba la

desviacidn caracteristica en la composicidn de bases G ¥ C de a tercera posicion
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Figura 3.9 a) Clonacidn del locus de insercion (¥ R1104. b) Mapa fisico de
p¥I8-1. Por simplicidad, las secuencias correspondientes al transposén Tn-lac se

representan con una linea aml. Se indican los puntos de corte para las enzimas:
Epnal (K, Cial (C), Xhol (X)) v Sacl (S).
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Figura 3.10 Subclonacidn de tres fragmentos del loeus £yTR1104. E] fragmento Cial de
1,1 Kb se subclend en pBluescript para dar lugar al pldsmide ph8-2. El fragmento kel de
1,3 Kb se subclond en pBluescript, dandoe lugar a ph{8-3. El fragmento Xhel-Rpnl de 1,8
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orientacion de los oligonucledtidos utilizades en la secuenciacidn: universal (flecha verde
clare), nverse (flecha verde oscure), Tl (flecha azul clare] ¥ ToD (azul cscure).
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de los tripletes (Figura 3.11}. Dicha fase de lectura contenia dos ORF's, uno
completo ¥ otro incompleto. El primero de los ORF’s correspondia al
intermmpido por la insercidon de TnS-fac v podria determinar una proteina de 595
aminoacidos. Una comparacion de secuencias entre la supuesta proteina v las
depositadas en los bancos de datos indico que podria tratarse del precursor de una
lipoproteina de la membrana externa (E = 2 x em). Se comprobd ademas la
presencia de dos dominios caracteristicos de bombas de eflujo de toxinas. Estos
dominios estan presentes en proteinas de resistencia a antibidticos o metales,
localizadas en la membrana externa de bacterias Gram-negativas (Johnson v

Church, 1999},

OMR1104

K
1

=01
—t
alat
=

Figura 3.11 Fragmento clenade del locus 2MR1104. Se indica el sitio de insercién de TnS-igc y los
puntos de cotte para las enzimas: Kpsl (K, Sacl (S) v XhaT (X

II1.2.3 Clonacion y secuenciacién del locus QMR1100 (promotor M4+)

La clonacidn y la secuenciacion del DNA asociado al promotor M4+ se
realizaron mediante el mismo procedimiento descrito en el apartado anterior. Asi
pues, el vector pBluescript v DNA cromosémico procedente de la estirpe
MR1100 fueron digeridos con Kpml. Tras la ligacion de los fragmentos

resultantes, se electroporaron células de E. cofi (seleccion de Km"} y se
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caracterizaron los plasmidos procedentes de 72 colonias Km® Amp®. Se aislé asi
uno de los clones portadores del plasmide de interés, denominado pM4-1 {Figura
3.12a}. El analisis preliminar de dicho plasmido con enzimas de restriccion indicd
que se habia clonado un fragmento de DNA de gran tamaifio. Por este motivo v
para facilitar el analisis del tramo de DNA siuado aguas abajo del sitio de
insercion, se subclond en el vector pBluescript un fragmento Hindlll de 4.6 Kb
contenido en pM4-1, dando lugar a la construccion de pM4-2. Los mapas de
restriceion de pM4-1 v pM4-2 se indican en la Figura 3.12b.

De modo similar a lo descrito para el locus QMR1104, se subclonaron dos
fragmentos a ambos lados del sitio de insercion de TnS-fac para la secuenciacion
del DNA del locus QMR1100 (Figura 3.13). El plasmido pM4-3 contiene el
tfragmento Kpnl-BamHI de 2,6 Kb procedente de pM4-1 insertado en el vector
pBluescript. Dicho fragmento se secuencid con los cebadores universal, inverso v
TnU. Por otro lado, el plasmido pM4-4 contiene el fragmento Psd de 1,4 Kb (de
ph4-2} subclonado en el mismo vector. La secuenciacion de este fragmento se
realizo utilizando los cebadores universal, inverso vy TnD. Al 1gual que en el caso
anterior, tras la obtencion de una secuencia inicial adyacente a cada uno de los
dos extremos del transposon, se diseflaron nuevos oligonucledtidos (mdbk v mdp,
Materiales v Meétodos, IL10.8} para avanzar en la secuenciacion hacia ambos
lados del sitio de insercion de Tns-/ac.

La secuencia continua obtenida comprendia 1.620 nucleétidos. Esta se
tradujo en las seis posibles fases de lectura, comprobandose asi la presencia de
dos ORFs incompletos en la segunda fase, el segundo de los cuales constaba de
1.335 pb (Figura 3.14). En éste, el porcentaje de bases G o C en la tercera
posicidn de los codones secuenciados era del 89 %, desviandose claramente de la
proporcién global de pares G-C en dicho ORF (64 %) La secuencia de

aminoacidos deducida muestra gran parecido con la de receptores de membrana
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Figura 3.13. Subclonacion de dos fragmentos del locus LBMR1100. El
fragmente Epwl-BamHl de 26 Kb se subcleond en pBluescript para dar lugar al
plismide ph{4-3. El fragmento Psid de 1,4 Kb se subclond en el mismo vector
dande lugar a phid 4. Se indican los puntos de corte para las enzimas: Kpal (K],
BamHl (B), Hindlll (H) ¥ Psd (P). También se muestra la alineacidn cen los
oligotcledtides: universal (flecha verde claro), inverso (flecha verde oscurc),
ToU (flecha azul clare) y ToD [azul oscurc).
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dependientes de TonB de E. celi y otras bacterias Gram-negativas, implicados

normalmente en el transporte de vitamina B12, hierro v colicina I

OMR1100

K F H
L T L F/ ]
Ffi

1335 pb

Figura 3.14 Fragmento clonade del locus QMMR1100. Se indica el sitic de insercién de Tn3-lec ¥ los
puntos de corte para las enzimas: Kpal (K, PsiT (P) y HindTIH(H).

II1.2.4 Clonacion y secuenciacion del locus QMR215 (promotor M5-}

El locus QMR915 se intentd clonar con el método descrito en los dos
ultimos apartados. Se aislaron varios electroporantes de E. coli (Km® Amp®) que
debian contener plasmidos portadores de las secuencias asociadas al promotor
MS5-. Sin embargo, cuando dichos plasmidos se examinaron con enzimas de
restriccion, se comprobd que ningan clon presentaba DNA de M. xanfhus aguas
arriba de la insercion de Tni-fac. Ademas, la mayoria de los plasmidos carecian
de segmentos de DNA de diferente longitud correspondientes al extremo
izquierdo del transposon. El analisis Southern realizado con la estirpe MR915
(véase apartado II[.1.4} indica que no existe un sitio de corte para la enzima Kpnl
en el DNA inmediatamente a la izquierda del transposdn. Por tanto, la ausencia
de DNA de M. xanthus v de las secuencias correspondientes al extremo 57 de

Tn3-lac se deberia a la presencia de distintas deleciones en esta region del DNA.
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En sucesivos intentos de clonacion del locus QMR913 se obtuvo el mismo
resultado. No obstante, a partir del mapa fisico correspondiente al tramo de DNA
a la derecha del transposon, se llevd a cabo la subclonacidon de un fragmento
contenido en dicha region. Asi, se insertd el fragmento Xhel-Psid de 1,3 Kb en el
vector pBluescript digerido con las mismas enzimas, dando higar al plasmido
pM5-2 (Figura 3.15}). La secuenciacion del inserto de pM3-2 se realizé utilizando
los cebadores universal, TnD vy mSxp (Materiales v Métodos, IL10.8}.

Era posible que las diferentes deleciones encontradas a la izquierda de la
insercién QOMRI15 fueran el resultado de reorganizaciones cromosomicas
causadas por la presencia del transposon TnS-fac en esa region. Para solventar
este inconveniente, se clond dicha region mediante el procedimiento de clonacion
in situ empleado para el locus QMRS00. En este caso, se partio del plasmido
pMS5-2, que va contenia DNA de A xanthus advacente al extremo derecho del
transposon. El fragmento Xhel-Psd incluido en pMS5-2 se subclond esta vez en el
vector de M. xanfhis pBGS18, gue confiere resistencia a kanamicina. De esta
manera se obtuvo el plasmido pM3-3, que se empled para la electroporacion de la
estirpe silvestre de M. xanthus (Figura 3.16). Tras la digestion del DNA
cromosomico con Kpnal v 1a ligacion intramolecular de los fragmentos resultantes,
se electropord £. cofli. Se caracterizaron los plasmidos extraidos de 24 colonias
Km® v se comprobd que se habia clonado un fragmento de DNA de gran tamafio,
correspondiente a la regidn izquierda del locus QMR915. El plasmido
correspondiente se denomind pM35-4 (Figura 3.16). Coincidente con esta fase del
trabajo, se hizo accesible 1a secuencia del genoma de M. xanthus, de modo que no
fue necesaria la subclonacion de distintos fragmentos de pM3-4 para obtener la
secuencia del tramo de DNA simado apuas arriba de Tnj-fac (véase Discusion,

V.1
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Figura 3.15 a) Clonacion del lecus de insercion QNME215 y subclonacion del
fragmento Xhol-Psil de 12 Kb. b) ¥lapa fisice del plaismide p¥5-1. Se indican los
puntes de corte para las enzimas Kpal (K), Xkhel (X), Psd (P), BamBHL(B) v Sacl (8).
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les puntos de corte para las enzimas: Psdd (P, Xkl (X), Sail (3) v Kpal (K.
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En cualquier caso, se utilizdé la secuencia de nucledtidos del fragmento
Xhol-Psd para realizar una busqueda de posibles ORF’s (Figura 3.17}). En la
tercera fase de lectura se identificaron dos ORF’s, ambos incompletos. El primero
de ellos, de 369 pb de longiud, correspondia al interrumpido por la insercion de
Tns-iac. La biisqueda de similitudes entre la proteina deducida a partir de dicho
ORF v las depositadas en los bancos de datos reveld que se trataba de un
regulador transcripcional de la familia Lrp/AsnC, cuyo representante mas
importante es la proteina Lrp de . cofi. La proteina Lrp es un regulador global de
la transcripcion de cardcter arquitectonico ¥ se encuentra asociada al nucleoide

bacteriano junto con otras proteinas de tipo histona.

OMRO15

» B s r
Mo pb
y

s ~

[ |

[ | |
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Figura 3.17 Fragmente clenade del lecus ONR215. Se indica el sitic de insercién de Tnd-iac y los
puntos de corte para las enzimas: BamHl (B, Sacl (51 ¢ Psd (P
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III.3 RELACION ENTRE LA FUNCION DE CarD Y LA DE LAS
PROTEINAS CarQ e ThfA

Datos previos a este trabajo indican que la accion de CarD esta relacionada
directa o indirectamente con la de otras proteinas. Como se describio en la
Introduccidn, la activacion del promotor Ppges requiere, ademas de CarD, de las
proteinas Car() e [hfA (Figura 1.5} (Martinez-Laborda y Murillo, 1989; Gorham
et al., 1996; Nicolas ef al., 1994; Moreno ef al.,, 2001}, Car() es un factor o de la
clase ECF. Consistente con esto, la secuencia de nucledtidos de la region —35 del
promotor Ppgs es similar a la de promotores bacterianos reconocidos por otros
factores ECF-5 (Lonetto ef af., 1994; Martinez-Argudo ef al., 1998). En la misma
posicion —35 de Ppges se ha localizado un sitio de unidn ir vifro del factor ThfA
Moreno, 1997). Aguas arriba de esa region se encuentra el sitio de unidn de la
proteina CarD a dicho promotor (Nicolas ef al., 1996}. Podria ocurrir, pues, que la
activacion de P ey dependiera de la formacidn de un complgjo heteromultimérico
de proteinas vy DNA, aunque no se han aportado pruebas directas de interaccion
fisica entre CarD), Car() e Thi'A.

En cualquier caso, dada la participacion de las proteinas Car() e IhfA en la
activacion del promotor Ppes, cabia preguntarse si se trata o no de un fenémeno
que se reproduce en los nuevos promotores dependientes de CarD), a sabiendas de
que, en lo que se refiere a Car(), va se ha descartado su participacion en la
expresion de genes dependientes de CarD implicados en el proceso de desarrollo

multicelular (Nicolas ef al., 1994).
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II1.3.1 Efecto de la mutacion car(}?

El alelo car(?/ fue aislado en un escrutinio de mutaciones espontineas
supresoras del fenotipo Car® de una estipe carR. Las mutaciones encontradas
causaban un fenotipo Car, resultando ser, por tanto, no reverfientes sino
epistaticas sobre la mutacion carf (Martinez-Laborda v Murillo, 1989}, El alelo
car(}{ fue posteriormente secuenciado y consiste en una delecidén de nueve pares
de bases dentro de la region responsable de la proteina Car() (McGowan ef al.,
1993; Gorham ef al., 1996).

La posible accion de la proteina Car() sobre los promotores regulados por
CarD identificados en este trabajo se comprobd mediante la transduccién de las
cuatro inserciones de TnS-fac en estudio a la estirpe mutante car(}/. Se picaron al
menos 20 transductantes de cada insercidn en cajas de X-Gal v, tras dos dias de
crecimiento, se compard la intensidad del color azul de las colonias con la de los
controles en fondo silvestre v en fondo rcarD){. En ningun caso se detectaron
diferencias en la coloracién de las colonias car{(}/ en relacidn con las silvestres.
El analisis cuantitativo de actividad enzimatica confirmé estos resultados {Figura

3.18).
I11.3.2 Efecto de if1f12 sobre la expresion de los promotores MF1- y MS5-

La mutacidn iAf42 consiste en una delecion en fase de 81 pb que tiene
como consecuencia la eliminacidn de un péptido interno de la proteina ThfA. Este
péptido comprende 27 amino acidos incluidos en el brazo flexible que contacta
con el DNA (Rice ef al., 1996; Moreno et af., 2001}, El fragmento delecionado

resulta critico para la actividad de ThfA, de manera que la mutacion iAf4.2 elimina
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Figura 3.18 Efecto de la mutacion carf}! scbre los promotores regulados por CarDy, Se
realizarcn ensgyos enzimdtices con, al menes, des transductantes independientes de cada tipe.
Los fondes genéticos analizados sour carD’ (linea azul), carD i (linea roja)l ¥ car(i (linea
naranjal. a) Estirpes BIR 900, BIRDD2 v MR 1137, respectivamente. b) Estirpes BRY13, MR 1136
¥ MR113% ¢) Estivpes MR1100, MRUIOL v MRUL4E. d) Estirpes MRULG, BMR1UI0S 3
MRLI152.
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por completo la actividad del promotor Ppges ¥, parcialmente, la del promotor
P...q (Moreno e al., 2001},

Para estudiar el efecto de la mutacion ihf42 sobre la expresion de los
promotores regulados por CarD, se transdujeron las inserciones QMRS0D
(asociada al promotor MF1-} v Q2MR915 (asociada a M3-} a la estirpe mutante
ihf42. De cada transduccién, se picaron 20 colonias Km® en X-Gal. Hay que
hacer notar que la mutacion thf4.2 provoca per se un cambio de coloracion de las
colonias v, por tanto, resulta dificil comparar la respuesta al X-Gal de las colonias
ihf42 con la de las colonias i#f4*. La prueba en cajas de X-Gal se realizé, por
tanto, solo para comprobar el comportamiento homogéneo de los transductantes
de un mismo tipo. Tras esa comprobacidn, se escogieron dos o tres colonias de
cada clase para el ensayo de actividad P—galactosidasa. Como se observa en la
Figura 3.19, la mutacion iA4.2 no tuvo un efecto significativo sobre la expresion
del promotor MF1-, mientras que si afecté drasticamente al promotor MS-,

reduciendo su actividad incluso en mayor grado que la mutacion carD /.

II1.3.3 Efecto de i#f42 en MR1100 y MR1104

Al transducir las inserciones QMR1100 (correspondiente al promotor
M4+ v QMRI1104 (correspondiente a ME+} a la estirpe mutante k42
(transductantes MR1147 v MRI1153, respectivamente), surgieron ciertas
dificultades que impidieron determinar el efecto del alelo /442 sobre la expresion
de dichas inserciones. En principio, el numero de colonias transductantes fue
mucho menor del obtenido en otras transducciones sobre la estirpe ith/4.2.
Ademas, el tamafio de dichas colonias era también significativamente menor que
el de las colonias parentales ih/4.2. Posteriormente, se comprobd que las estirpes

MR1147 v MR1153 crecian mal en medio liquido v, por tanto, las medidas
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Figura 3.1% Efecte de la mutacién /HfA2 sobre la expresion de los
promotores HIF1- ¥ D5 Se muestran los resultados de las medidas de
actividad enzimdtica a lo large del tiempo en las estirpes: a) MRODD (carD’,
linea azul), MRB02 [corDFf, linea roja) ¥ BIRUL36 (42, linea malva). b)
MRS (carD®, linea azul), MR1156 (carD 7, linea roja) vy MRULIS (A2,
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enzimaticas no resultaban comparables a las de sus parentales. El efecto de la
mutacion thfd2 sobre la tasa de crecimiento de las estirpes citadas se estudid
mediante la comparacidn de sus curvas de crecimiento con la de cada uno de sus
parentales respectivos v el tipo silvestre. Se diluyeron cultivos de cada estirpe en
medio fresco, hasta una misma densidad celular y en volumenes finales idénticos,
¥ se siguid su crecimiento durante 12 horas (medidas de densidad optica a 350
nm}. Los resultados, representados en la Figura 3.2{, confirman gue la mutacion
thi42, en combinacidon con las inserciones QMRI1100 &6 QMR1104, tiene un

efecto dramatico sobre la tasa de crecimiento de M. xanfhus.
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Figura 3.20 Efecte de la mutacién #4f42 sobre el erecimiento de las estirpes
MR1100 {a) v PIR1104 (b). Se nmestran las curvas de crecimiento de los mutantes
dobles: a) MR 14T (OMRLLOD 542, linea azul clare) v b) MRLL153 (OBAR 1104
ihfA2, linea verde clare) ¥ la de sus parentales respectives: HIRULOD (linea azul
oscure), MRUTM (linea verde oscuro), MR3I3IE (42, linea malva) y la estirpe
silvestre DI 1050 (linea negra).
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II1.4 SUPRESORES DE MUTACIONES carD

Como se ha comentado anteriormente, la accidn de CarD en la activacidn o
represion selectiva de unos u otros genes ha de estar mediada por otras proteinas.
Con el objeto de entender el papel global de CarD en diversos aspectos del ciclo
de vida de M. xamtfnes, asi como su relacion con otras proteinas de la bacteria, se
inicid una busgueda de mutaciones supresoras de mutaciones carfy. Como
procedimiento de mutagénesis se empled la radiacidon con luz ultravioleta. La
ventaja del uso de luz ultravioleta como agente mutagénico reside en la
posibilidad de aislar una gama de mutaciones distintas, algunas de las cuales no
se obtendrian con el uso de transposones. Por gjemplo, la luz ultravioleta puede
provocar alteraciones leves en la estructura del gen, no llegando a inactivar
completamente su funcion. La bisqueda de mutaciones supresoras se realizd
sobre una estirpe portadora de una fusidén transcripcional JacZ a un fragmento
derivado del promotor MF1-, cuya actividad se ve muy afectada por las
mutaciones carf?. Una vez obtenidas tales mutaciones, se estudid si éstas
también suprimian el efecto de las mutaciones carf?) sobre otros promotores. Esto
permitiria posteriormente establecer conexiones moleculares entre diferentes

conjuntos de promotores regulados por CarD.

III.4.1 Obtencidn de mutaciones supresoras de carf)

El promotor MF1- muestra una alta actividad transcripcional (unas 3000
unidades de actividad B-galactosidasa a partir de una fusién transcripcional con el
gen lac/)y. La mutacion carf3f anula practicamente su actividad, mientras que la
mutacidén carD2 la reduce hasta unas 200 unidades. Se dispone de un fragmento

de 2,3 Kb derivado del promotor MF1- v fusionado al gen lac/ carente de su
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propio promotor (M. Fontes, comunicacidén personal}. En esta construccion, el
gen lacZ queda 160 pb aguas abajo del sitio de insercidn QMRS00 v en la
orientacion correcta de transcripcion (Figura 3.21a}. La fusidn transcripcional (en
adelante, PyriilacZ) conserva hasta 2000 unidades de actividad cuando esta
integrada en la estirpe silvestre, mientras que no presenta actividad en la estirpe
carf3 1 (M. Fontes, comunicacion personal). P :ilacZ, contenida en el plasmido
pMARY32, se introdujo en las estirpes silvestre (DK1030}, carDi (MR522) v
carf2 (MR6350), mediante transduccion con el fago P1 vy seleccion del caracter
Km®, dande lugar a las estirpes MR1141, MR1142 y MR1143, respectivamente.
La integracion de pMAR932 por recombinacion homdloga en el cromosoma de
M. xanthus origina una duplicacion de la region Py, generando asi una version
silvestre del locus correspondiente v otra truncada por el gen lacZ (Figura 3.21).
Las estirpes MR1142 vy MR1143 producen escasa o nula actividad B
galactosidasa, ya que contfienen las mutaciones carD){ o carDZ2 (Fenotipo Lac™ o
Lac*"). Estas tiltimas estirpes, por tanto, feron empleadas en el experimento de
busqueda de mutaciones que restauraran la actividad p—galactosidasa. El esquema
del experimento se muestra en la Figura 3.21.

Cultivos en fase exponencial tardia de las estirpes MR1142 (carD/
PurilacZy v MR1143 (carD2 PyglacZy se sometieron a un tratamiento con luz
ultravioleta durante 2,5 mimutos (Materiales v Métodos, 11.9.2). Se sembraron
diluciones de dichos cultivos en placas de X-Gal vy éstas se incubaron durante 4-3
dias a 33 *C. Simultaneamente, se sembraron controles de las estirpes MR1142 ¥
MR1143 y de la estirpe MR1141 (carD"} que no habifan sido irradiados.

De un total de 7.245 colonias observadas, se aislaron siete en las que se
restauraba, al menos parcialmente, el fenotipo Lac®, presentando un color azul en
presencia de X-Gal mas intenso que el de las colonias parentales. De las siete

colonias citadas, cuatro procedian de la estirpe MR1142 y, por tanto, parecian
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Figura 3.21 a) Representacion de la fusion transeripeional Popzzlae en el plasmido
pMARDIL. Se indica la posicicn del transposdn OBMRI00, pero el fragmento Pye carece de
diche transposcn. b) Experimento de biisqueda de supreseres de mutacienes card). Las
lineas gruesas discontinuas representan el cromesoma de M ranibus.
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contener mutaciones supresoras de la mutacion carf?/. Las otras tres colonias
procedian de la estirpe MR1142 vy, por tanto, parecian contener mutaciones
supresoras de la mutacién carD2. Los loci correspondientes se denominaron
sodl, sodd, sodF, sodD (supresores de carD 1}, sodB, sods v sodC (supresores
de carD2), y las estirpes MR1157, MR1158, MR1159, MR1160, MR1161,
MR1162 v MR1163, respectivamente. Las diferencias de actividad enzimatica
con respecto a sus controles en medio liguido se representan en la Figura 3.22.

Las mutaciones sodd! v sodD/ (cepas MRI1138 vy MRI1160,
respectivamente} recuperan hasta un 10% de la actividad de Pur::lacZ observada
en el tipo silvestre (Figura 3.22a v b}, mientras que el efecto supresor de sodE/ v
sodF'{ (MR1157 vy MR1159) sobre el alelo carD/ es menor (Figura 3.22c v d). En
el caso del alelo carD2, las mutaciones supresoras en los loci sod8, sodC v sodC
(estirpes MR1161, MR1163 v MRI162, respectivamente} provocan una
recuperacion de practicamente el total de la actividad promotora del fragmento
Puf:lacZ, llegando a las 2000 unidades de actividad B-galactosidasa (Figura
3.22e,ty g)

II1.4.2 Estudio del fenotipo Car y del fenotipo Fru de estirpes sod

Las siete mutaciones aisladas en el apartado anterior suprimen el efecto de
carD{ o de carD2 sobre la actividad de la construccion P iilacZ. Con el objeto
de profundizar en el estudio de dichas mutaciones, se averigud a continuacidn si
suprimian también el efecto de carD/ o de carD32 sobre los procesos de
carotenogénesis y desarrollo multicelular de A xanthus. Para el analisis del
fenotipo Car, se sembraron por duplicado estrias independientes de cada cepa.
Tras dos dias de crecimiento a 33 °C, una de las cajas se iluming, continuando la

segunda caja en condiciones de oscuridad. Se observé que todas las estirpes
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Figura 3.22 Efecto de las mutaciones sod sobre la actividad del fragmento Pyp:cfacd. Se
muestra Ja actividad P-galactosidasa de las estitpes con mutaciones suprescras de alelos corl .
Las mutaciones sedd § (MR1138), sedD 7 (MR1U160), sedES (MRU13T) ¥ sodF 7 (MR1159) (linea
verde) se aislarcn a partic de la estirpe corDd (MR 1142, linea roja cscura). Las mutacicnes sodB§
BIR1161), sadC0 (MRU163) v sedS 7 (MRL162) (linea azul claro) proceden de corD2 (MR1143,
linea roja clara). La actividad correspondiente al fragmente integrade en la estirpe carD’
(MR 1141) se representa en azul cscureo.
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permanecian amarillas en ambas condiciones, presentando asi un fenotipo Car,
indistinguible del de las estirpes parentales carD/ o carD2. Por consipuiente,
ninguna de las mutaciones sed obtenidas restaura el fenotipo silvestre para la
sintesis de carotenos en las estipes carDD.

Por otro lado, se estudid la capacidad de fructificacion de las estirpes
MRI1138 icarD! sodd! Pyeilacs)y, MRI1161 (carD2 sodBi Pyeitlacsdy vy
MR1163 (carD2 sodCI PylacZy. Se inocularon gotas de dichas estirpes en
cajas de TPM y CF, junto con el control Fru* DK1622 v los controles negativos
carDi (MRS522} v carD2 (MR650). El mimero de agregados y de cuerpos
fructiferos se contd durante cuatro dias v, el quinto dia, se observaron algunos de
estos ultimos al microscopio optico. Como muestra la Figura 3.23a, no se
encontraron diferencias significativas entre el numero de agregados formados por
las estirpes con las distintas mutaciones supresoras v los controles negativos
carD3 ] v carD2. En general, sdlo un tercio de los agregados de carD.2 llega a
formar cuerpos fructiferos vy, ademas, éstos presentan un aspecto inmaduro. La
estirpe carD/ manifiesta un fenotipo mas severo con respecto al proceso de
fructificacion, no pudiendo superar la etapa de agregacion (Nicolas, 1995; M.
Elias, comunicacion personal}. Sin embargo, la estirpe MR113%8 (carD [ sodd]
Prapiifacyy si fue capaz de desarrollar algunos cuerpos fructiferos a partir de los
agregados (Figura 3.23b}. La observacion posterior de los cuerpos fructiferos al
microscopio optico reveld que contenian esporas en su interior ¥ que presentaban
un aspecto similar a los de la estirpe silvestre DK1622. Asi pues, entre las
mutaciones supresoras examinadas, solo sodd! parece suprimir también el

fenotipo Fru” de una estirpe mutante cardy".
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sadAdl sadBi sadCf

b)

MRS522 MR1158

Figura 3.23 Desarrolle multicelular de estirpes sod. a) Diggrama de barras del mimero
de agregados en TPM de las estirpes: DI1622 (barra gris), MR1138 (corD{ sodd i, barm
verdel, WMIRL16L (carD?2 sodBi, barra amarilla), MRULE3 (carD?2 sodfCf, barra azul
clarc), MR322 (carD ], barra roja) y BMRA30 (carD 2, barra rosa). Todas ellas ge indican
en el recuadre inferior. b) Fotografias de dos preparacicnes cbservadas a la lupa de las
estirpes MRIZ22 (carD ) ¥ WIR11358 (carD( sodd 1), donde se observa el efecto supresor
de sodd sobre carD' f en 1a formacién de cuerpos fructifercs.
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TI1.4.3 Pérdida de l1a fusion transeripeional Py :tfacZ

La busqueda de mutaciones supresoras se realizé partiendo de estirpes en
las que se habia introducido el plasmido pMAR932 con la construccion Pyg:lacs
(IIL.4.1}. Una vez identificadas dichas mutaciones, era conveniente eliminar el
plasmido integrado para poder asi estudiar la influencia de algunas de las
mutaciones aisladas sobre la expresion de otros promotores regulados por CarD,
dado que éstos ya presentan una fusion trancripcional con el gen fac’Z. Los
promotores dependientes de carDD que se pretendia estudiar incluyen los
identificados en este trabajo v los implicados en la carotenogénesis.

Como se ha descrito anteriormente, PypitlacZ contiene un fragmento
derivado del promotor MF1-. El tamafio de ese fragmento (2,3 Kb} es
suficientemente grande para permitir su recombinacion con el promotor enddgeno
de la bacteria. La recombinacidén entre los dos fragmentos homodlogos causa la
pérdida de las secuencias entre ellos y, por consiguiente, del plasmido pMARY32,
que no puede replicarse autdénomamente. El procedimiento empleado se
representa en la Figura 3.24. Se prepararon cultivos liquidos, en ausencia de
kanamicina, de las siete estirpes sod en estudio. Dichos cultivos se mantuvieron
en fase exponencial mediante diluciones continuadas en medio fresco durante 15-
20 dias, segun la estirpe, con objeto de aumentar la poblacion de células en las que
se hubiera producide la pérdida del plasmido por recombinacion homodloga
intramolecular. Se sembraron diferentes diluciones de cultivos de las estirpes
MR1158, MR1161 v MR1163 en cajas de X-Gal, congelando el resto de los
cultivos para posibles aplicaciones tuturas. Tras 3-4 dias de crecimiento a 33 °C,
aquellas estirpes que mostraron un fenotipo Lac™ en cajas de X-Gal se sembraron

por duplicado en cajas de CTT v CTTK. Las estirpes Lac Km® procedentes de los
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CTTG (-Km) CTTG (-Km) CTTG (-Km)
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Transferencia de otras inserciones
dependientes de CarD

Figura 3.24 Procedimiente de eliminacion del plaismide pyARDPIL, CTTG es
medio CTT gue contiene 10 pgfml de gentamicina, antibiético al que M conihus es
resistente natural. Su presencia disminuye la pebabilidad de contaminacidn durante las
sucesivas diluciones de los cultives.
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distintos cultivos se denominaron MR1165 (carD/{ sodd [}, MR116% {(carD2 sodB i)
y MR1170 (carD2 sodC/).

Que las estirpes citadas carecian realmente del plasmido pMARY32 se
comprobd mediante un analisis Southern, utilizando como sonda un fragmento
Sac/-Bglll de 1,6 Kb derivado del locus CQMR900, obtenido del plasmido
pMARS13, Este fragmento de DNA esta presente en la construccion de pMARS32.
Como se indica en la Figura 3.25a, la estirpe con el plasmido pMARY32 integrado
contiene dos copias de dicho fragmento. Como se esperaba, en la autorradiografia se
observaron dos bandas, de 3,7 Kb y 2,2 Kb, cuando el DNA se digirio con Sacf
(Figura 3.25b}). En cambio, en la estirpe silvestre DK 1050, ¥ en aquéllas que habian
perdido el plasmido, solo se observo la banda de 2,2 Kb, correspondiente a la

version silvestre del promotor (Figura 3.25b}.

II1.4.4 Supresion del efecto de mutaciones card)” sobre otros promotores

Una vez eliminada la construccion Priilac”Z, se estudio el efecto de las
mutaciones sod sobre la actividad de los cuatro promotores regulados por CarD
obtenidos en este trabajo, en presencia de una mutacion carl). Las estipes
MR1165 (carDi sodd 1), MR1168 (carD2 sodB 1y vy MR1170 (carD2 sodC 1} son
sensibles al antibidtico kanamicina, como consecuencia de la pérdida del
plasmido pMAR932. De modo que en la transduccidn de las inserciones
dependientes de CarD desde las estirpes donantes MR900, MR915, MR1100 ¥
MR1104 a las estirpes recipientes MRI1165, MR1168 v MR1170 puede
seleccionarse el fenotipo Km® conferido por la insercién de TnS-lac. De las
colonias Km® obtenidas, se sembraron 23 transductantes de cada tipo en cajas de
X-Gal para la comprobacidén visual de su fenotipo Lac. Sélo se obtvieron

resultados claros en el caso del promotor MF1-, va que el efecto de la mutacién
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Figura 3.25 Anilisis Southern de estirpes sed. En a) se indican los puntos de corte de
Sacl en el cromosoma de una estirpe con la construceisn Py s-iged o sin ella. También se
mndican les fragmentes que hibridan con la senda derivada del locus S2WRY00 (linea gruesa
roja). b) Se digirid con Socf el ONA cromosémice de las estirpes: 1. DEL0S0 (estirpe
silvestre), 2. MR U138 (corD 7 sodd ! Pyerslacs 1, 3. MRU163 (carD i sodd ] ), 4. MR1161
(carD2 sodB{ Puyeolocs ), 5. MRIUGE (corD2 sedBi ), 6. MR1U163 (carD2 sodCi
Pur -lacZ 1y T.WIRILTD (carD 2 504011, El marcader de tammafo de | Kb (W) se cargd en
la primera calle del gel.
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carf)” sobre la actividad de los otros tres promotores es mas suave y, por tanto, es
dificil determinar el grado de supresidn de dicho efecto en cajas de X-Gal El
analisis del fenotipo Lac de las colonias gue contenian la insercion QMRS00
sugeria que, efectivamente, las mutaciones sedd/, sodB8/ v sodC{ suprimian el
efecto de carl’” sobre el promotor MF1-. Posteriormente, se realizaron ensayos
enzimaticos con algunas de las colonias transductantes (Figura 3.26). La
nomenclatura de las estirpes utilizadas, su genotipo v procedencia se indican en la

Tabla 3.2.

Tabla 3.2 Estirpes sod utilizadas en el ensayo de actividad especifica f-galactosidasa

Nombre (renctipo Procedencia
ay) MR1177 OMRIOD: TS -lac sodBT carD2 MRB0D x MR1168
by MR11%2 OMBOOY: Tn3-lee sodCT carD2 MRS00 x MR1170
¢y MRE1171 OMRI00::TnS-fac sodd T carD] MROO0 x MR1165
dy MR1158 PurilacZ sodd ! corD] pMARI3Z x MR1165
e) ME1172 OMRI5::TnS-fac sodd T carDi MRO15 « MR1165
) MR1173 OMBRI100::Th 3-{ac sodd I carD] MR1100 x MRI1155
oy MR1175 OMBRI1 0 Th 3-fac sodd T carD] MR1104 x MRI1185

Como se observa en las Figuras 3.26a v 3.26b, las mutaciones sodB/ v
sodC{ suprimian casi por completo el efecto de la mutacién carD2 sobre el
promotor MF1-. El efecto supresor de sodd [ sobre el mismo promotor (Figura
3.26c) no es tan notable como el observado sobre la actividad del fragmento
Prrilacs derivado del mismo (Figura 3.22¢). Esto puede ser debido a que el
fragmento Pyrifacs eliminado contuviera alguna mmtacion que provocaba un

efecto supresor adicional sobre la actividad del mismo. Para descartar esta
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Figura 3.26 Efecto de mutaciones sod sobre las inserciones de Tn3-fae dependientes de CarTh
Expresion de actividad [-galactosidasa a partir de: a, b, ¢) OMRS00 d) PyeifocZ, € OMRELS, ©)
OWRU100 v g) SVR UL, Los promotores correspondientes se indican en la parte superior de la
grifica. Los fondos genéticos son: carl’ sodd’ sodB' sodC' (linea azul oscuro), carDJ (livea roja
oscura) card?2 (linea roga clara), corD?2 sodB Y (linea amarilla) corD 2 sedC 7 (linea azul claro) carD
sodd  (linea verde). La dencminacién de cada una de las estirpes, su genctipe ¥ procedencia se
indican en la Tabla 3.2.
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posibilidad, el plasmido pMAR932 se transdujo a la estirpe MR1165 {carD/{
sodd 1) v se analizdé la expresidn de P—galactosidasa a partir del fragmento
PrrilacZ. Como muestra la Figura 3.26d, se obtuvo un valor de actividad
enzimatica equivalente al encontrado en la estirpe original (MR1158} en la cual
se aislo la mutacion. Estos resultados indican que la diferencia entre el grado de
supresion por la mutacion sed4f observado en la actividad del promotor MF1- ¥
la del fragmento Py facZ no se debe a la existencia de mutaciones adicionales
en dicho fragmento provocadas por la luz uliravioleta.

Con relacion a las otras tres inserciones dependientes de CarD, se estudio
el efecto de la mutacion sed4/ sobre los promotores correspondientes en
presencia de la mutacion carD /. En la Figura 3.26e se observa que la mutacion
sodd i rescatdé también la actividad del promotor MS3- hasta los niveles
observados en la estirpe carD’. En cambio, el efecto de sodd 7 sobre la actividad
de los promotores M4+ v ME+ resultd ser menos significativo, sobre todo en el

caso de M8+ (Figura 3.26f v g}.

IT1.4.5 Efecto de sod41 sobre la expresion de los promotores P, ¥ Pup

La mutacidn sedd/ no suprime el fenotipo Car” de la estitpe carD/
(IT1.4.2}. Sin embargo, es posible que restaure la activacion transcripcional de
alguno de los dos promotores de la carotenogénesis (P v Ppges) dependientes de
CarD en presencia de la mutacion carl)f. En el laboratorio se disponia de
fusiones transcripcionales de dichos promotores con el gen fac/Z. La fusion
transcripcional del operon car(RS con el gen lacZ (car(}::lacZ) esta incluida en
el plasmido pDAHZ217 (Hogdson, 1993} vy la fusion transcripcional del gen crif
con facs (crl:-lacZ)y se encuentra en el plismido pMAR206 (Fontes ef ai., 1993).
Los plasmidos pDAH217 v pMARZ06 derivan a su vez de pDAHZ74, que
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contiene un gen de resistencia a kanamicina. Como en el caso de pMARY32, la
introduccidén de pDAH217 v pMAR206 en el cromosoma de M. xanthus origina
una duplicaciéon del fragmento homdlogo integrado, generando una version
silvestre del locus correspondiente y otra interrumpida por el gen {ac”, a partir de
la cual se analiza la actividad P—galactosidasa. Los plasmidos pDAH217 ¥y
pMARZ206 se introdujeron en la estirpe MR1165 mediante electroporacion
(seleccion de Km®). Simultaneamente, se electroporé el tipo silvestre DK10350 v
la estirpe carD {, como controles del experimento.

Las estirpes sodd4{ con las construcciones crif:iiacZ v carQ::lacZ se
denominaron MR1193 y MR1194, respectivamente. En la estirpe carD’, la
expresion de P—galactosidasa a partir de los promotores Poges v P, se activa por
la luz. La activacion del promotor Py requiere, ademas, que las células se
encuentren en la fase estacionaria (Fontes ef al., 1993}, Asi pues, para el ensayo
de actividad enzimatica, se tomaron muestras procedentes de cultivos incubados
en la luz o en la oscuridad desde el comienzo de la fase estacionaria hasta ocho
horas después. En las graficas de la Figura 3.27 se observa la ausencia de
actividad de los promotores, tanto en la luz como en la oscuridad, en presencia de
la mutacidon carfDf, aun estando presente la mutacion sedd . Por consipuiente,
esta mutacion sed4/ no es capaz de suplir la falta de funcion del gen carD para la

activacion transcripcional de P, ¥ Ppgs.
II1.4.6 Analisis de ligamiento entre las mutaciones carD? y sodA!

Un estudio mas detallado de la relacidn entre la mutacidn supresora sodd/
v el gen carD) implica la localizacién de aquélla. Por ejemplo, es posible que

sodd { se encuentre precisamente en el locus carf? o ligada a él. Para examinar

esta posibilidad, se transfirid el locus carf3f desde la estirpe MR1158 (carD i
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Figura 3.27 Efecte de sod4/ scbre la actividad de los prometres Pggez ¥ Por en presencia de la
mutacién earDt. Expresion de [-galactesidasa a partic de las fusiones transcripcionales a)
carORS:locZ v B) crl-iocZ de las estirpes: corDi sodd’ (lineas rojas clara v oscura), carD | sedd |
(lineas verde clare ¥ oscurc) ¥ tipe silvestre (lineas azules claro ¥ oscurc). Las lineas de color claro
correponden a las medidas realizadas en condicienes de luz, mientras que las de celor escure indican de

condiciones de cscuridad.
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sodd 1y a MR1141, una cepa silvestre en la cual se habia introducido el plasmido
pMARY32 (con el fragmento P iilac”). Esto se realizd mediante la transduccion
con Mx4 y posterior seleccién del caracter Te® conferido por el transposén Tns-
{32 integrado en el locus carD /. En caso de haber algun tipo de ligamiento entre
carD y sodA4, 1a mayoria de los transductantes Km" Tc® obtenidos manifestaria un
fenotipo Lac’ en cajas de X-Gal. Por el contrario, si los loci sedd y carD no se
encuentran ligados, casi todas las colonias deberian mostrar un fenotipo Lac™. Se
analizaron 100 transductantes Km® Tc® en presencia de X-Gal y sélo tres de ellos
presentaron un fuerte color azul en las cajas. Esta proporcion puede ser debida a
que exista un ligero ligamiento entre ambos genes o a que Tn5-/32 haya
“saltado” a otros sitios del cromosoma de M. xanthus. En cualquier caso, de estos
resultados se deduce que la mutacion sed4/ no atecta al locus carD. En el caso
de las mutaciones supresoras sedB/ vy sodC/{ no pudo llevarse a cabo el mismo
tipo de analisis por no disponer de un marcador seleccionable para la

transduccion del locus card 2.

II1.4.7 Efecto de las mutaciones sodB51 y sod('? sobre la mutacion carD!

Como se ha mencionado anteriormente, el transposon Tn5-732 integrado
en el alelo carD/ confiere resistencia al antibiético tetraciclina (Tc®). La
existencia de este marcador hace posible la seleccion de transductantes del locus
carD{. Esto fue aprovechado para averiguar si las mutaciones sodB/ v sodC/
(supresoras de carD.2) suprimian o no el efecto de carD/f sobre la expresion de
PrrilacZ. Asi pues, se transdujo el locus carD3/ a las estirpes MR1161 (carD2
sodb i Pyrilacsdy y MR1163 (carD2 sodC /! Pypiilacsy mediante el fago Mx4. La
integracion por recombinacidén homdloga del fragmento de DNA responsable del

- R .- . . rr .
caracter Tc™ tiene como consecuencia la sustitucion del alelo carD2 de la estirpe
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recipiente por el alelo carD{ de la estirpe donante. Se analizé el fenotipo Lac de
75 transductantes de cada tipo. Se observé que en todos los casos las colonias
presentaban una coloracidén azul intensa en cajas de X-Gal v, por tanto, parecian
haber recuperado la actividad promotora normal de la construccion Pyg::facZ. Al
tratar de cultivarlas en medio liquido para ensavar la expresidén de [—
galactosidasa, se comprobd que las estirpes carDf sodB{ v carD{ sodC/ crecian
muy mal, especialmente esta ultima. A pesar de las dificultades derivadas de la
aparente letalidad de la combinacion de estas mutaciones, pudieron realizarse
ensayos enzimaticos a distintos tiempos (Figura 3.28). En ellos se confirmo la

supresion del efecto de carD f por las mutaciones sodb{ y sodC1.

PMF::IHCZ

B-galactosidasa

350
300
250
200
150
100
50
]
] 2 4 -] 8 10
tiempo (h)
—=— carD}

—#&— carD! sodAf

carD ! sodB !

—a&— carDf sodC}

Figura 3.28 Efectoe supresor de sadB) v sod€C) sobre la actividad del
fragmento Py,p:xfaeZ en presencia de la mutacion carD). Enzayo de

actividad P-galactesidasa en las estivpes: corDf (linea roja), carD 7 sodd |
(linea werde), carDi soaB T (linea amarilla) ¥ corD § 504C1 (linea azul). En
el case de esta dltima estirpe, sélo fue posible tomar muestras hasta las 6
horas de crecimiento en medie liguido.
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Disctision

IV.1 NUEVOS PROMOTORES REGULADOS POR CarD

Trabajos anteriores demostraron que el producto del gen carf? es necesario
para la activacion de dos conjuntos de promotores de M. xanthus, ambos
implicados en respuestas a estimulos ambientales. Un conjunto de promotores se
activa tras la iluminacion con luz azul y el otro lo hace en las condiciones de
ayuno que conducen al proceso de desarrollo multicelular (Nicolas ef af., 1994;
Cavyuela, 1999}, De acuerdo con su secuencia de aminoacidos, la proteina CarD
resulta ser novedosa en el reino procariotico, va que contiene cuatro copias de un
dominio de union al DNA (ganche AT), conocido previamente sdlo en proteinas
nucleares eucaridticas (las proteinas HMGA). Dicho dominio les confiere una
funcidn arquitectonica, de manera que estas proteinas no son consideradas en si
mismas como factores transcripcionales, sino como elementos auxiliares que
favorecen y estabilizan la unidn de factores transcripcionales especificos (Bustin
v Reeves, 1996; Thanos v Maniatis, 1992; Yie e ai., 1997). De este modo, las
proteinas HMGA estan involicradas en la regulacion, tanto positiva como
negativa, de genes que participan en procesos celulares muy diversos { Bewley ¢
al., 1998} Sila proteina CarD de M. xanthus comparte esta caracteristica auxiliar
con sus equivalentes eucaridticas, cabe esperar que su falta de funcion afecte a un
buen mimero de funciones génicas.

Empleando el transposon TnS-lac, v siguiendo la estrategia descrita en el
apartado ITL.1.1, se ha comprobado en este trabajo el efecto de la mutacion carDJ
sobre 613 promotores que demuestran al menos cierta actividad durante el
crecimiento vepetativo de M xanfhus. Seis de ellos se ven afectados
significativamente por dicha mutacién, v otros siete resultan afectados
ligeramente. Ninguno de ellos corresponde a alguno va conocido como

dependiente de CarD. Estos datos apoyan la idea de que CarD ejerce una accidn
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reguladora global, participando, directa o indirectamente, en el control
transcripcional de numerosos genes de M. xanfhus, regulados o no por estimulos
externos. Los datos citados implican que CarD no actia del mismo modo en la
activacion de distintos promotores. Datos que apuntaban en esta misma direccion
va eran conocidos en el caso de los genes especificos del desarrollo dependientes
de CarD (no asi en los genes carotenogeénicos, cuya activacion por la luz es
practicamente blogueada por la mutacion carDJ en todos los casos). De los genes
especificos del desarrollo, unos resultan ser absolutamente dependientes de CarD
y ofros lo son solo parcialmente (Nicolas ef af., 1994; Cayuela, 1999). Sin
embargo, la presencia durante el desarrollo de distintos tipos celulares vy distintas
rutas de seflalizacion complicaban la interpretacion de esos datos previos. La
variacion del efecto de CarD sobre distintos promotores recuerda a la que se
produce con otro factor arquitectonico bacteriano bien conocido, el THF. Su
ausencia por mutacion afecta sélo parcialmente a alpunos promotores, como
algunos de los que dependen de factores del tipo ™, ¥y as drasticamente a otros.
Se han descrito incluso algunos promotores cuya activacion depende
exclusivamente del THF, sin participacion de otros factores (Goosen y van de
Putte, 19935},

So6lo uno de los promotores dependientes de CarD conocidos hasta ahora
(el del gen asgd, implicado en la produccidn de la sefial intercelular A) es
regulado negativamente por dicha proteina (Cayuela, 1999). Como se observa en
la Figura 3.2, al gen asg4 se afiaden ahora cuatro nuevos genes cuyos promotores,
F2+, M3+, M4+ v D2+, estan regulados negativamente por CarD. D2+ parece
incluso un promotor “criptico™ en el tipo silvestre, al menos en condiciones de
crecimiento vegetativo. Otros dos nuevos promotores, MFI1- y M35-, estan
regulados positivamente por CarD. Esta accion dual de CarD, como activador o

represor, la relaciona también funcionalmente con la proteina HMGA, asi como
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con el ya citado THF. Este actia la mayoria de las veces como factor positivo,
pero se conocen algunos casos en los que colabora en acciones reguladoras
negativas (Huang e¢ al., 1990; Pratt ef al., 1997; Colland ef ai., 2000}.

Las mutaciones por insercién de Tnj-fac, si ocurren dentro de la region
estructural de un gen, inactivan, con cierta seguridad, la funcidn génica
correspondiente (tal es el caso de las inserciones localizadas con precision en este
trabajo}. Aparte de no afectar a la carotenogénesis o al desarrollo multicelular,
ninguna de las inserciones estudiadas provocan una alteracion fenotipica aparente
en el crecimiento o motilidad celular, al menos en ausencia de otras mutaciones
(vease apartado I'V.3}. Ello indica que los genes afectados no son esenciales para
procesos vitales de la célula.

Otras mutaciones card)” (carD2, una delecion de 4 pb ¥ carD3, una
delecion completa v “en fase™ de la region estructural de carD) tienen, en general,
un efecto similar al de carD{ sobre la actividad de los promotores en estudio. El
efecto resulta algo mas reducido sobre los promotores MF1-, M5- v M&+, v justo
el contrario sobre el promotor M4+ (Figuras 3.2 v 3.4}, Teniendo en cuenta el
efecto esperado de la mutacidon carD3, cabe pensar que CarD actie realmente
como un factor positivo sobre el promotor M4+, o incluso que tal promotor no
dependa de la funcidén de carD, dada la escasa diferencia de actividad de M4+
segun que el fondo genético sea silvesire o carD3. No obstante, tal diferencia ha
resultado muy reproducible en experimentos independientes, lo cual indica que la
ausencia de carD afecta verdaderamente a la actividad de dicho promotor, acaso
de un modo indirecto.

El efecto diferencial de la mutacion carD)/ podria estar relacionado con
una accidén anormal de la version truncada de CarD (carD/ es una insercion de
Tn3-132 que no afecta a los primeros 161 aminoacidos, mientras que carD32 no

afecta a los primeros 132 aminoacidos} o con un posible efecto polar de la
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insercion del transposdn. A continuacion de carD, en la misma direccidn de
transcripcion, se encuentran varios ORF’s. Cabria pensar que alguno de esos
ORF’s estén implicados en la regulaciéon de los promotores en estudio, en
particular del promotor MF1-, completamente inactivo en la estirpe carD/ v que
mantiene del orden de un 10 % de su actividad normal en los mutantes carD.2 y
carD3. En el caso del promotor M4+ habria que pensar que la ausencia en la
estirpe carD{ del producto de alguno de los ORFE’s citados provoca la
desrepresion del promotor, con independencia de la ausencia de carD3. Cabe decir,
en cualquier caso, que nmmguno de los ORF’s situados a continuacion de card
muestra similitud significativa con ninguna proteina depositada en los bancos de
datos (Nicolas ef al., 1996; datos no mostrados de nuestro laboratorio). La
delecion “en fase™ de cada uno de los ORF’s advacentes al locus carD, v la
posterior comprobacién de un posible efecto adicional al de carD3 sobre la
actividad de los promotores en estudio, permitiria comprobar la posible funcidn

reguladora de alguno de los ORF’s citados.

IV.2 ANALISIS DE LAS SECUENCIAS DE LOS LOCI DEPENDIENTES
DE CarD

IV.2.1 Analisis del locus GMRY00

La secuencia de mucledtidos del ORF intermaompido por la insercion
OMRY00 predice una proteina de gran tamafio (991 aminoacidos). No se ha
encontrado similitud alguna entre la secuencia de aminoacidos de esta supuesta
proteina ¥ las depositadas en las bases de datos. Ademas, la proporcion de pares
-C en la tercera posicidn de los tripletes no se ajusta a la desviacion descrita

para los genes de M. xanthus, siendo incluso algo menor (63 %) que la proporcidn
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global de pares G-C de todo el ORF (65 %)}. Ello pone en duda la presencia real
de la proteina citada. El analisis correspondiente tampoco ha detectado similiad
entre la secuencia de nucledtidos de este locus v la de alpuna molécula de RNA
funcional, tipo ribosdémico o transferente. La estirpe portadora de la insercidn
OMRS00, tanto en un fondo carD' como en un fondo carl manifiesta un
comportamiento completamente normal en relacidon con el crecimiento, la
carotenogénesis, la motilidad aparente, v el desarrollo multicelular de M. xanihus.
No obstante, la insercion del transposdn parece haberse producido cerca del
extremo 3" del locus vy, por tanto, cabria la posibilidad de que la funcién de la
posible proteina no se encontrase gravemente afectada. En el momento actal, la

funcion de este locus permanece desconocida.

TV.22 Analisis del locus OMR1104

La secuenciacion del locus £2MR1104 (asociado al promotor M&+) reveld
la existencia de un ORF de 1.785 nucledtidos, responsable de una supuesta
proteina de 595 aminoacidos. Dicha proteina muestra un ligero parecido (E =2 x
em) a un probable precursor de lipoproteina de la membrana externa de
Pseudomornas aesruginosa, al cual no se le ha atribuido hasta el momento una
funcion. Lo mas destacable de la proteina de M. xanfhus es la presencia de dos
dominios del tipo OEP (del inglés, puter membrane efflux protein) en los ultimos
dos tercios de la proteina, cuya alineacion con la secuencia representativa de
dicho dominio puede observarse en la Figura 4.1. Ademas, mediante un programa
de prediccion de estructuras secundarias ( fMpred, del BCM}), se ha comprobado
la presencia de dos posibles dominios transmembranales. Los dominios OEP se
encuentran en proteinas de la membrana externa de bacterias Gram-negativas,

tales como la proteina TolC de £ cofi (Koronakis ef al,, 1997 y 2000} o la
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proteina OprtM de P. aeruginosa (Poole e af, 1993}, Estas proteinas estan
encargadas del transporte al exterior de una gran variedad de sustancias nocivas
para la célula, desde agentes antimicrobianos pequefios, como antibidticos y

metales pesados, hasta enzimas u otras toxinas de gran tamafio (Nikaido, 1994},

OEPI1

E LSELLELALKENNPDIKLLFLFEVELARLOVEALRAGEFLPTVDLSASYS————— ES55YED 54
Mx LARLVARLRFADSRVEELATLAFLREFQALYQOLRHAWFPEFEI TVGAGGEPTPEARNDGLGE 225

S55GFNSHNY ———-RS¥SVCLSL————— SLPLFDGEGRNRANVRLAKAOYDALHLIFEYERDKT 104
PEPTTEATYHRGDLNEFERYVCEVTMESTEGNAVLP LY TRCGKL TAL FEACAQEPVLGALTLRERTEN 255

5!‘

ELTAFVADAYAQT I TAOFKIKALFF TLELAKESTOLARQRYEACLATLLDVIDAQRELYS 164
EVGEFoangny FEY QLA RNGLOOIFEVSERLEDAAORTIERLLEED SLOVSAVDSYEVEFEFR 345

57’

OEP2
R ——ARLFLADAZKYDLEQALLLTALALTIGGE——————— LDELLELEL LSELLELALE 10
My QIVELRRAFATLQGEROFALLLTCLLANVCGPEDAVTVVDEDLELFFDYVEPVPSLEQAMVRLED 405

FE HNFDLEKLAFLFVELARLOVELARLEFLPTVDLSASY SR-—-555YGDSSGEFNSH-YR5YS ce
Mx SRPELTAVALCGIALREQEVEIRERSYYPDLGLAGEYDVRETTSTTRORTPEFAFDPYHNDRT 465

VEGLSLSLP-LFDGERNRANVRALHLOYDAAKAFYEAAKTELTARVADLYAQT L. TAQFKLE 126
GEVGLVMRGTFDIPTHD AG I EQLRAFLDELRAGEKOGTIRAGTRIFVSEVHAGELVALWSRAR 525

52‘

AAFETIEAAKE SLOLARORYEAGLATLLDYLDACRRLY SARAFTADAKYDIFQALAAT AR 186
AFEEAFRSARRWVTALFTAFDLGTEDTROLVDAFTAY AL SERKGKSWHDVRVGMALT.AR 585

5”

E LLGGGIDELL 1%¢
Mx VTGAFIAPGE 553

Figura 4.1 Alineacion de la secuencia de aminciacidos deducida del loeus OWRI1104 de M. sawsifis
(¥[x) con la secuencia representativa del doeminie OEP (R). Los amincdcidos idénticos se indican en
resa, las sustituciones conservativas en viecleta y las sustituciones semicenservativas en azul. Los des
dominios OEP aparecen sombreados en azul claro.
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En el caso del patégeno oportunista P. aeruginosa, se ha comprobado que
la proteina OprM forma parte de un sistema de transporte activo que consta de
tres componentes: una proteina asociada a la membrana citoplasmatica que
funciona como transportador de toxinas/H' “antiporte”, una proteina sitiada en la
membrana externa que forma un minel en ésta, ¥ una proteina accesoria que se
encuentra en el espacio periplasmico y hace de puente entre las dos primeras. El
acoplamiento de las tres proteinas permite la expulsion directa de la toxina
correspondiente mediante el transporte a través de un canal continuo (L1 ef al,
1995). Estos sistermnas de bombeo conftribuyen de manera importante a la
resistencia intrinseca a diversos toxicos de ciertas bacterias Gram-negativas, lo
cual ha suscitado interés en el ambito clinico. En el caso de P. aeruginosa, la
bomba de la que forma parte la proteina OprM confiere a este microorganismo
resistencia a un gran espectro de antibidticos que incluyen la tetraciclina, el
cloranfenicol, las quinolonas, la novobiocina, los macrdlidos, la trimetoprima, los
-lactAmicos vy sus inhibidores (Poole ef af., 1993},

El gen oprAf de P. aeruginosa se encuentra en un operdn junto a los genes
que determinan los otros dos componentes del sistema de transporte (mexd v
mexh). La posibilidad de que la proteina de M. xanthus forme parte de un sistema
de bombeo de toxinas similar al constituido por el operdn mexd-mex5-opri se ve
apoyada por la presencia de parte de otro ORF, adyacente al ORF interrumpido
por la insercion Q2MR1104 y en su misma direccion de transcripcion, que parece
determinar una proteina del espacio periplasmico. La insercion GMR1104 no
causa un fenotipo manifiesto, pero de ser cierta la funcion predicha para este
locus, cabria esperar que la cepa portadora de dicha insercién muestre una mayor
sensibilidad a distintos antibidticos o sustancias nocivas para las que M. xanthus
presente una cierta resistencia intrinseca. Por el contrario, el mutante carD/J (sin

el transposdn 2MR1104) mostraria una mayor resistencia a dichos compuestos.
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Se han descrito sistemas de bombeo homdlogos, determinados por
distintos operones, en otras bacterias Gram-negativas vy en la propia
P. aeruginosa. En ésta, la expresion de dichos operones varia de unos a otros,
dependiendo del nivel de expresidén de operones complementarios v de la fase de
crecimiento, siendo regulada la expresion de oprdf tanto positiva como
negativamente (Poole ef al., 1996; Evans y Poole, 1999; Li ef af., 2000}. En el
caso de que el gen de M. xanfhues perteneciera a uno de estos operones, el control
negativo de su expresion estaria mediado por una proteina del tipo HMG, como

es CarD.

TV.2.3 Analisis del locus QNMR1100

La insercion GMR1100 (correspondiente al promotor M4+} interrampe un
ORF de mas de 1.737 nucledtidos {402 nucledtidos adicionales fueron obtenidos
mediante consulta a la base de datos del genoma de M. xanshus), que podria
determinar una proteina de al menos 379 aminoacidos, semejante a varios
receptores de membrana dependientes de la proteina TonB. La similitud
encontrada enire dichas proteinas ¥ la concerniente a este trabajo, aungue no muy
notable (E = 3'14}, se distribuye a lo largo de toda la secuencia de aminoacidos.

La proteina TonB se encuentra anclada a la membrana interna de bacterias
Uram-negativas, junto con otras dos proteinas de membrana gque parecen
estabilizar ¥ reciclar su actividad, ExbB ¥ ExbD (Postle, 1993}, El complejo
formado por estas tres proteinas es necesario para el transporte de hierro o de
vitamina By;. De modo similar a lo descrito para los sistemas de bombeo de
toxinas, los sistemas de transporte dependientes de TonB comprenden tres
elementos: un receptor de alta afinidad situado en la membrana externa, una

proteina periplasmica ¥ un complejo proteico localizado en la membrana
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citoplasmatica necesario para el transporte activo al interior de la célula. TonB se
extiende hacia el espacio periplasmico e interacciona transitoriamente con los
receptores de la membrana externa. En los sistemas citados, TonB se comporta
como un transductor de energia, acoplando la energia procedente del potencial
electroquimico de la membrana interna al transporte de alta afinidad de
sideroforos y de vitamina By; a través de la membrana externa (consultense
revisiones de Postle, 1990; Lee, 1995; Moeck y Coulton, 1998}.

Algunas bacteriocinas producidas por E. cofi v bacterias relacionadas,
(caso de la colicma I} han “parasitado™ los receptores de wvitammna By, o
sideroforos para su transporte a traveés de la membrana externa, aprovechando la
importancia de éstos en procesos esenciales para la bacteria (Lazdunski, e¢ al.,
1998}, Este hecho también ha despertado interés, posibilitando la administracién
de conjugados de antibidticos y siderdforos que hacen uso de la permeabilidad de
membrana mediada por receptores dependientes de TonB. De modo que, incluso
en el caso de que se seleccionaran mutantes que no expresaran los receptores,
dichos mutantes estarian sujetos a una limitacion severa de hierro v vitamina By
para su crecimiento (Moeck y Coulton, 1998},

Todos los receptores dependientes de TonB descritos en la bibliografia
presentan en la regién amino-terminal un motivo denominado caja-Tonb,
mediante el cual interaccionan con la proteina TonB. Sin embargo, 1a proteina de
M. xanthus presenta dicho motivo en la regidn central de la proteina (Figura 4.2 ).
Ciertos problemas con el banco de datos de la secuencia de M. xanthus han
impedido disponer del ORF completo correspondiente al locus CMR1100. Pese a
ello, ¥ mediante la secuencia de nucledtidos obtenida en este trabajo, puede
predecirse la presencia en la proteina deducida de, al menos, tres dominios
transmembranales (programa TAfpred, BCM), asi como dos motivos de union a

agrupaciones de hierro v azufre del tipo 2Fe-25, similares a los presentes en la
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receptores de siderdtoros se distribuye de forma regular a lo largo de la secuencia
de aminoacidos, mientras que la encontrada con los receptores de vitamina By,
esta limitada al extremo amino, muy conservado, por otro lado, entre los distintos

ferredoxina ( ScanProsite, EBI}. Ademas, la similitud de la supuesta proteina a los

receptores dependientes de TonB.
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Aunque el transporte de hierro al interior de la célula parece depender de
mas de un receptor, algunos incluso no dependientes de TonB, si la proteina de
M. xanthus correspondiera a un receptor de hierro, la carencia de dicha proteina
deberia producir una reduccidén importante en la tasa de crecimiento de la estirpe
correspondiente en condiciones limitantes de hierro, tal ¥ como se ha observado
en otras bacterias Gram-negativas (Postle, 1990; Lee, 1995). La expresion de
varios receptores de siderdforos esta sujeta a regulacion por hierro, de modo que
niveles altos de hierro intracelular reprimen la transcripcion de los genes
correspondientes (Lee, 1993}, Asi pues, cabe sugerir que en el futuro se estudie la

posible regulacidén matricional del locus asociado al promotor M4+,

IV.2.4 Analisis del locus ONWMR91S

La secuencia del locus ©QMRY15, asociado al promotor M35-, obtenida a
partir de un fragmento de DNA adyacente al sitio de insercion de Tnd-fac, v
extendida posteriormente en la otra direccidén mediante consulta a la base de datos
del genoma de M. xanthus (hitp://microbial.cereon.comj}, reveld la existencia de
dos ORF’s. El codon “fin de mensaje” del primer ORF se encuentra separado solo
por tres pares de bases del codon de inicio de la traduccidn del segundo ORF.
Ello apunta a que se trata de dos genes transcritos a partir de un mismo promotor.
El primer ORF corresponde al interrumpido por la insercion del transposon y
determina un factor de transcripcion de 158 aminoacidos del tipo AsnC/Lmp,
mientras que el sepundo ORF presenta un alto grado de semejanza con distintas
enzimas transaminasas de valina-piruvato.

El primer ORF cifra una proteina que muestra un 26 % de identidad y un
67,7 % de similitud con la proteina Lrp de &, cofi. Cuando dicho ORF se compara

con las proteinas Lrp de Bradvrhizobium japonicum v de Cawlobacter crescenius,
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se observa un 36,8 % vy 36,7 % de identidad, y un 74,3 % v 71,6 % de similitud,

respectivamente (Figura 4.3}.

|
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Bj ——————— MELDRLDRRILSILUEDG-—RIANVELAERIC 30

e ——————— - MATS—-——— ALDDTDRLRLEVILOSDG--RITHAELAKRCH 32
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Figura 43 Comparacion dela secuencia de aminedcidos deducida del locus OMR215 de M. xasihius
(x) con la de las proteinas Lep de Bradyehizobium japonicum (Bj), Caulpbacier crescenius (Ce),
Vibrio choleras (Vo) v Escherichia coli (Ee). Los amincdcides idénticos en las cince proteinas se
denotan con una letra rosa. Las sustiticiones conservativas o semuconservativas se denotan en vicleta y
azul, respectivamente. Losg asterisces indican las posiciones conservadas en Jag cinco secuencias, mientras
gue los puntes indican las posiciones conservadas en, al menes, tres de las secuencias. E] motive hélice-
giro-hélice aparece sombreado en ceolor salmén v el dominio de activacion transcripcional se indica con
una linea superior de coler verde. La flecha negr jndica el sitic de insercién del transposcén Th3-foe.
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La proteina Lrp (del inglés, leucine-responsive regulatory profein} es una
proteina basica de pequefio tamafio, compuesta por dos subunidades idénticas que
forman un dimero en disolicion (Willins ef al., 1991). Lrp fue identificada como
un factor transcripcional que mediaba la respuesta a L-leucina (de ahi, su
nombre}, aunque posteriormente se comprobd que también afectaba a la
expresion de genes cuya respuesta era independiente de leucina (Lin ef af., 1992;
D’An er af., 1993}, La proteina Lrp es un regulador global de la transcripcion,
influyendo en la expresion de genes de £. cofi cuyos productos estan implicados
en la biosintesis y la degradacion de aminoacidos, en el metabolismo del
nitrégeno, en la degradacion de hidratos de carbono, en la generacidn de fimbrias
y en el transporte. Se piensa que afecta al 5-10% de los genes de E. coli, actuando
en algunos casos como activador y en otros como represor de la transcripcion
(véase revision de Newman v Lin, 1995).

Las proteinas Lrp contienen un motivo de unién a DNA del tipo héelice-
giro-hélice en el extremo amino (Platko ¥ Calvo, 1993). La unién de Lrp al DNA
produce una curvatura que varia entre 52° y 135° dependiendo del numero de
moléculas unidas. Ello facilita el ensamblaje de un complejo nucleoproteico
regulador de la transcripcion, actuando asi Lp como un factor arquitectonico
(Wang vy Calvo, 1993}, De modo similar a los otros dos factores arquitectonicos
descritos en este trabajo (Introduccidn, L1}, Lrp se une a tramos de DNA ricos en
pares AT que presentan una curvatura intrinseca, lo cual sugiere que la proteina
Lrp también reconoce, mas gue una secuencia especifica, una determinada
conformacion del DNA (Newman v Lin, 1995).

Todas las proteinas del tipo Lrp estudiadas estan sometidas a
autorregulacion, en la mayoria de los casos, negativa (Madhusudhan ef al., 1995;
Peekhaus e¢ al, 1995; Wang ef af, 1994). Sin embargo, diversos factores

metabolicos relacionados con las fuentes de nitrdgeno o carbono presentes en el
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medio contribuyen a su nivel de expresion de modo mas importante que la propia
Lrp (Chen et al, 1997}, siendo dicha expresion muy reducida durante el
crecimiento en medio rico (Lin e af, 1992} Adicionalmente, su nivel de
expresion esta controlado por la fase de crecimiento, alcanzando su maximo en la
fase exponencial tardia (Chen ef al., 1997; Azam i al., 1999}

La insercion del transposon en el locus OMRS15 de M. xanthus intermampe
el motivo hélice-giro-hélice de la proteina deducida (Figura 4.3}, siendo, pues,
improbable que la proteina resultante conserve parte de su funcion. A pesar de la
posibilidad de que se trate de un regulador global de la transcripcion, la alteracion
del locus (IMR915 no produce un fenotipo mutante evidente, ni en un fondo
genético silvestre ni en presencia de una mutacion adicional carD)”. Se sabe que
los mutantes frp de E. coli crecen, si bien lentamente, incluso en medio minimo,
estando mucho menos afectados en el crecimiento que, por gjemplo, un mutante
carente de la proteina tipo histona H-NS (Newman ¥ Lin, 1993},

La expresion del gen {rp de E. coli se ha estudiado mediante el uso de una
fusion transcripcional con el gen {acZ (Wang ef al., 1994). En relacion con los
valores de actividad obtenidos por los autores citados, el nivel de expresion del
gen de M. xanthus resulta considerablemente mas bajo. Esto podria estar
relacionado con las condiciones de cultivo utilizadas, va gque las muestras
analizadas en este trabajo procedian de cultivos incubados en medio rico.
Alternativamente, es posible que su expresion se encuentre parcialmente reducida
a causa de la inactivacion del propio gen por la insercion de Tni-lac. Aunque la
mayoria de las proteinas Lrp estan sometidas a autorregulacion negativa, la
proteina LrpC de Baciifus subtilis activa su propia transcripcion (Beloin ef al,,
2000}.

Que CarD sea necesaria para activar la expresion de una proteina como

Lrp, que en otras bacterias actia como un regulador global, resulta de un interés
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especial en el contexto de este trabajo. Por un lado, confirmaria y ampliaria el
papel de CarD como regulador global de la expresion génica, pero por otro,
plantea la cuestidén de que la supuesta accion global de CarD no sea mas que un
efecto indirecto de su accidon sobre la expresion de la proteina Lrp de M. xandhus.
La disponibilidad de un mutante que carece, probablemente, de dicha proteina
permitird comprobar directamente qué genes aparentemente dependientes de
carf? lo son en realidad de /rp. No obstante, el hecho de que la insecion (QOMRS15
no afecte a la respuesta carotenogénica a la luz azul, ni al desarrollo multicelular
de M. xanthus, permite descartar, al menos, que todos los efectos previamente

adjudicados a carD) estén relacionados con su accion sobre frp.

IV.2.5 Analisis preliminar de las secuencias promotoras

Pese a que no se han realizado experimentos que permitirian localizar con
exactitud el sitio de inicio de la transcripcion en cada caso, se eXxaminaron las
secuencias correspondientes a la regon 5° de cada locus dependiente de carD,
con objeto de identificar regiones promotoras candidatas a ser sitios de unidn de
CarD. No obstante, hay que sefialar que, en general, las secuencias de
reconocimiento de los distintos factores ¢ de la polimerasa de RNA son
relativamente variables entre distintos promotores de M. xanthus (Botella ef al,
1995; Nicolas ef af., 1996; Martinez-Argudo ef al., 1998; Moreno ef ai., 2001}, lo
cual dificulta la identificacion a priori de las regiones promotoras de los genes
correspondientes.

En el presunto promotor M5-, se identificaron distintos tramos de pares AT
que podrian corresponder a sitios de unidn de la proteina CarD (Figura 4.4). En
dicho promotor, se encuentran dos largas ristras de pares AT en fase de hélice que

podrian también corresponder a sitios de union de la proteina Lrp. En £ cofi, uno
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o dos sitios de unidén de Lrp a su propio promotor estan situados a una distancia
relativamente grande del inicio de la traduccién (267 pb), en la regidn
comprendida entre los nucledtidos —32 v —&0 respecto al inicio de la transcripcion
(Wang ef al., 1994}, En cambio, se ha descrito que en el promotor del gen osm¥Y
de E. coli la proteina Lrp se une a varios sitios comprendidos entre los
nucleotidos -90 v +1, abarcando la totalidad del promotor ({Colland ef ai., 2000).
En el promotor M3- de A xanthus, las ristras largas de pares AT se encuentran
relativamente proximas al inicio de la traduccidn, en una region comprendida
entre 60 pb v 17 pb del codon inicial (Figura 4.4}

COATGECCTCGCGAGAGETCETECGONGCARGECAGACTC TCAGCGEGCCACTGECAGCCC CCACATAGGT
GECGGECAGGTECAGCCEAGECECCCNGAGE CECECACCEAGCTAGT TCGTGCACT TCACGGATGEGCCGE
TCRATCRCALCARCCCAGCCCACTTREECGETECTEC TTCGAACCEAT GAGC GETTTCCEEARATCGETGEE
COCGETECECCGTRARCARTCAGGCGECAGECCTECGTTCATCEGGACACARTGCGEGGEEE TCALCGAGED
CORGGEAGETGCCACCGCACC TEGETEGCCCCAGET TECCGCCEECETCCEACCEAGGCEECATCCGECGE
ACGGACACACCTTTCCACTGTCAGCATC GACACAGTTCACGETECRAAT GRACGTC GCGTTCEAGGTTGOA

CCCTTGGAGCAT CARATATAAATTATC TGO CGTCCCGEARALGTECCTATALATTCALGGCARRCGECCCS
ATG

Figura 44 Secuencia de nucledtideos de la regién 5° del lecus QFTR?15. El posible sitie de umén al
ribosomma aparece subrayado, ¥ en negrita se indica el codén de imicie de la traduccién. Apdrecen
sombreadas tres ristras de pares AT gue guedan en fase de hélice, candidatas a ser sitics de unién para
alguna de las preteinas CarD), ThiA o Lep.

Por otro lado, como se discutird mas adelante (apartado IV.3}, el factor
Ihi'A, proteina que también reconoce tramos de DNA intrinsecamente curvados,
parece desempefiar un papel adicional regulador de la expresién de este locus,
complicando asi la determinacion de posibles sitios de union para las proteinas
CarD, Lrp o IhfA. Este hecho, junto con la ausencia de un consenso genérico para
launién de cualquiera de las tres proteinas citadas al DNA (Newman vy Lin, 1995;
Rice ef al., 1996; Huth ef al., 1997}, hace necesaria la comprobacidn de dicha

union de manera experimental, tal como se hizo para demostrar la unidn de las
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proteinas ThfA ¥ CarD a distintos promotores relacionados con la respuesta a la
luz (Nicolas ef al., 1996; Moreno, 1997; Cayuela, 1999},

En los promotores MF1-, M4+ v M8+ no se encontraron sitios candidatos
para launién de la proteina CarD. En el caso de MF1-, los datos procedentes de la
secuencia de nucledtidos parecen indicar la existencia de un ORF anterior
transcrito a partir de un mismo promotor, de manera que ain no dispondriamos de
la secuencia de tal promotor. En cualquier caso, que la falta de funcion de CarD
afecte a la expresion de un gen no implica necesariamente una interaccion directa
con su promotor, pudiendo ser un efecto indirecto relacionado con la regulacion

de otros factores, como Lip.

IV.3 RELACION FUNCIONAL ENTRE LAS PROTEINAS CarD E ThfA

Estmdios anteriores habian demostrado la participacion de Car(), CarD e
ThfA en la activacidon del promotor Ppgs (Martinez-Laborda y Murillo, 1989;
Gorham ef al., 1996; Nicolas ef af., 1994; Moreno ef af., 2001}. Por tanto, nos
parecid oportuno averiguar la posible cooperacidn de estas tres proteinas en la
regulacion de otros promotores regulados por CarD. Los resultados obtenidos en
este trabajo demuestran gue, mientras que la ausencia de Car() no afecta a la
actividad de ninguno de los promotores analizados (Figura 3.1%}, la ausencia de
Thi'A si afecta, al menos, a uno de ellos, el promotor M5- (Figura 3.19b}. Estos
datos apoyan la idea de que Car() es un factor ECF-g especifico de genes
activados en respuesta a la luz, mientras que la proteina ThiA de M. xanthus,
como sus homologas de otras bacterias, influye en la actividad de diversos tipos
de promotores (Moreno ef af., 2001; Goosen y van de Putte, 1995; Pérez-Martin v
de Lorenzo, 1997}.
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La influencia de ThfA sobre la actividad del promotor M5- resulta
particularmente interesante, dado que se trata del promotor del gen responsable
del “factor arquitectonico™ Lrp. Se conocen ejemplos en los cuales otras proteinas
tipo histona (como THF o H-NS} participan, junto con Lrp, en la regulacidén de
una misma actividad relacionada con el DNA (Blomfield e¢ al., 1997; Landgraf ef
al, 1994; Marshall ef af., 1999; Colland er af., 2000}. Adicionalmente, como vya
se ha comentado, se ha comprobado que el gen i{pr de E. coli estd sometido a
regulacion negativa, tanto por parte de la propia Lrp como de la proteina tipo
histona H-NS (Wang e¢ afl., 1994; Oshima e af., 1995} No obstante, éste que
describimos aqui seria el primer caso en el que se implica al factor THF, junto con
una proteina de tipo HMG, en la regulacidn de la expresidn de una proteina
semejante a Lrp. Ademas, la proteina THF de £ cofi esta sometida a
autorregulacion negativa (Aviv ef al., 1994}, En el caso de M. xanthus, también se
ha demostrado que el factor ThfA regula negativamente su propia expresion
iMoreno ef af., 2001}, Todo ello sugiere la existencia de una compleja red de
auto- y trans-regulacioén de factores arquitectonicos en M. xanthus.

No fue posible determinar el efecto de la mutacidn ihf42 sobre la
expresion de los promotores M4+ (locus OMR1100} v ME&+ (locus OMR1104).
51 bien las inserciones CGMRI1100 v ©JMR1104 por si solas no generan un
fenotipo mutante apreciable, la combinacion de cada una de ellas con la mutacion
ihf42 resulta “semiletal” para la célula. Como va hemos comentado, los loci
OMRT100 v OMR1104 parecen determinar proteinas de membrana encargadas
de la captacion de ciertos nutrientes y del transporte externo de toxinas,
respectivamente. Su ausencia de la célula, junto con la falta de otras funciones
dependientes de ThfA, podria comprometer la wiabilidad celular por fallo
nutricional, en un caso, e intoxicacion, en el otro. Hay que sefialar que

experimentos realizados anteriormente en muestro laboratorio indican que la
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mutacion ihaf4d2 resulta letal para algunas cepas silvestres de M. xanthus (Moreno
gt al., 2001} Se ha descrito que la ausencia simultinea de las proteinas "tipo
histona" THF, HU y H-NS es letal para las células de £. cofi (Yasuzawa ef al,
1992}, Paraddjicamente, la mutacion doble i4/4.2 OMRY135, que supone la falta de
funcion de dos proteinas tipo histona (IhfA v Lrp), aun manteniendo los efectos
fenotipicos que acarrea la mutacion /42 (Moreno, 1997}, no parece tener ningun
efecto sobre la viabilidad de la estirpe correspondiente.

En cualquier caso, la participiacién de ThfA en la activacion de
determinados promotores dependientes de CarD, y no de otros, apoya la idea de
la versatilidad de CarD para interaccionar con otras proteinas en su accion
reguladora de la expresion génica. Situacion analoga, por otro lado, a la de la

proteina HMGA (Bustin, 1999},

IV.4 SUPRESORES DE MUTACIONES carl)

En este trabajo se han identificado varias mutaciones (mutaciones sod} que
suprimen el efecto de carD /[ y carD.2 sobre la actividad del promotor MF1-. Entre
ellas, se encuentran cuatro supresoras de la mutacion car}/ v tres de la mutacion
carD2, siendo estas ultimas capaces de restaurar la actividad del promotor citado
hasta los niveles observados en la cepa silvestre (véase Figura 3.22}). Ninguna de
las mutaciones sod suprime el fenotipo Car causado por las mutaciones carDf o
carf2, habiéndose confirmado en un caso (sod4 {/} que no se restaura la actividad
de los dos promotores relacionados con la carotenogénesis que dependen de
CarD. Todo ello indica claramente gque no se trata de reversiones de las
mutaciones carl)” originales, idea confirmada por los analisis que demuestran la

falta de ligamiento entre el locus car) ¥ la mutacion sodd f.

1358



Disctision

La estirpe carD{, a partir de la cual se aislo la mutacion sodd f, proviene
de la cepa silvestre DK 1050, mientras que la estirpe carD)2, a partir de la cual se
aislaron las mutaciones sodB/ v sodC/, proviene de la cepa silvestre DK1622.
Esta ultima desarrolla cuerpos fructiferos mas simétricos ¥ en mayor numero que
la estirpe DK1050. Ademas, como se ha indicado anteriormente, la mutacion
carf){ bloquea el proceso de desarrollo en una etapa mas temprana que la
mutacion carD2. Por tanto, al utilizar las estirpes soddf, sodBi v sodCi en
experimentos de desarrollo multicelular, se esperaria que, en ausencia de algin
efecto supresor, sodB7 v sodC/ exhibieran mayor capacidad de fructificacion que
sod4 {. Curiosamente, fue esta ultima la Unica mutacidén que rescato parcialmente
la capacidad de fructificacion de una estitpe carD)". Resultaria interesante, pues,
comprobar el efecto supresor de la mutacion sedd4f sobre la actividad de los
distintos promotores regulados por CarD implicados en el proceso de desarrollo,
asi como sobre la expresidon de algunos marcadores del desarrollo dependientes
de la sefial A o C, cuya dependencia de CarD es pronunciada (Nicolas ef al.,
1994}, Dicho analisis permitiria determinar en qué etapa’s del proceso de
desarrollo sedd { actua como supresor de carD f.

El etecto supresor de sedB{ y sodC{ sobre la mutacion carf32 es similar,
bien se determine la expresion de lac” a partir de la insercion OMR900::Tn5-lac
o a partir del fragmento Pyriifacs (Figura 3.26a v b}, Sin embargo, el efecto
supresor de sodd ! sobre carD/ es distinto segiin que la expresidn de lacd se
analice a partir de la insercion QMR900::Tn5-{fac o a partir del fragmento
PugitlacZ (Figura 3.26c v d). Estos resultados sugieren que para la accidn
supresora de sed4/ sobre carD/{, es relevante el contexto en el cual se estudia la
actividad del promotor correspondiente. El menor efecto obtenido en el caso del
transposon se deberia, bien a la secuencia de 60 pb que separa a lacZ del DNA de

M. xanthus, a la izquierda del transposdn, o bien a la mera presencia del

139



Disctision

transposon (12 Kb de DNA foraneo) en esa regidn, que puede alterar su
estructura localmente.

La mutacion sedd ! suprime también el efecto de carl3/ sobre otros dos
promotores en estudio, M5- vy M4+, siendo menos evidente su accidn supresora
en el caso del promotor Mi+ (Figura 3.26}. Ello sugiere que el producto génico
de sod4 actia también, directa o indirectamente, como un “regulador global”
cuya accion estd conectada de alguna forma con la de CarD.

No ha sido posible determinar el efecto supresor de sod4/ sobre el alelo
carf)2, debido a la naturaleza no seleccionable de dichas mutaciones. Con
respecto a sedB/ v sodC/, en cambio, si se ha comprobado que, ademas de
suprimir a la mutacion carD2, suprimen a la mutacion car}/ en cuanto a su
efecto sobre el promotor MF1- (Figura 3.28). Cabe resaltar que las mutaciones
sodB i v sodCI, que por si solas o en combinacion con carD.2 apenas afectan al
crecimiento de M. xandhus, resultan “semiletales” en combinacion con la
mutacién carDJ{. Ello confirma la peculiaridad de carl3/ va comentada vy
explicada por algin efecto polar o debido a la wversion truncada de carDd. Si
contamos los otros dos casos ya descritos, los dobles mutantes (4742 QOMRI1100 e
thi42 OMRI1104, este trabajo ha puesto de manifiesto cuatro situaciones distintas
(tres, si sodB7 v sodC] fueran mutaciones alehcas}) de “semiletalidad”™ debida a
mutaciones dobles. En principio sorprendente, este fendmeno se relaciona
probablemente con que dos de los productos génicos implicados en una u otra
situacion (IhfA vy CarD) actian como repuladores globales, afectando a la
expresion de muchos otros genes. Cabe pensar en algun tipo de redundancia
genética que asegura que la falta de funcion de un solo gen de las caracteristicas
funcionales de {hf4 o carD no resulte dramatica para la célula.

La disponibilidad de las mutaciones sod debe permitir en un futuro

inmediato la clonacién de los genes correspondientes y, por tanto, la
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1dentificacion de los “asistentes moleculares™ de CarD en la activacion de cada
grupo de promotores. Este trabajo va se ha iniciado en nuestro laboratorio vy se
basa en la utilizacion de una genoteca del tipo silvestre de M. xanfhues en la que se
buscaran clones que complementen a las distintas mutaciones sod (restauracion
de la falta de expresion de los promotores dependientes de CarD en presencia de
mutaciones cari’}.

La clonacion de los distintos loci sod permitird conocer su estructura v la
naturaleza de las mutaciones sedd/, sodBJ, etc. (secuenciacion y analisis
comparativo de secuencias}, comprobar si determinan proteinas que se unen o no
fisicamente a CarD (sistema de los dos hibridos de levadura), v otros ensavos. Sin
el conocimiento derivado de estos estudios, no cabe sino especular sobre el modo
de operacion de los distintos genes sod. En términos muy generales y entre varias
posibilidades, cabe pensar que el producto de un gen sed colabore normalmente
con CarD en su accion sobre algunos promotores “diana”, v que la proteina Sod
mutante haya adquirido la capacidad de realizar dicha accidn por si sola, haciendo
dispensable la funcion de CarD. Alternativamente, una mutacion sed habria
alterado un elemento de accidn "cis" de un gen regulador dependiente de CarD,

liberandolo de dicha dependencia.
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Los resultados de este trabajo conducen a las siguientes conclusiones:

La estrategia original usada en experimentos destinados a identificar
promotores de M. xanthus cuva actividad estd regulada por CarD, una
proteina con un dominio de unidén a DNA tipico de la proteina eucaridtica
"arquitectonica” HMGA, ha resultado efectiva v podria ser utilizada en

situaciones similares.

Los resultados de los experimentos citados indican que CarD afecta de
forma significativa, positiva o negativamente, a la actividad del 1%,
aproximadamente, de los promotores activos durante el crecimiento
vegetativo normal de A xanthus. Ello demuestra, junto con datos previos
sobre su papel en la activacion de promotores “foto-inducibles” o
especificos del desarrollo multicelular, que CarD es un regulador global de

la transcripcidn.,

Entre los genes de M. xanthus dependientes de CarD se encuentran algunos
relacionados con la resistencia a agentes toxicos, otros relacionados con la
captacidn de nutrientes v otro gen de secuencia similar al gen bacteriano

conocido como frp, responsable de otro "factor arquitectonico”.

La mutacion carD/, una insercion del transposdn Tns 6 Tns-732 provoca
efectos distintos a la falta completa del gen carD, lo cual podria ser
resultado de la versidn truncada concreta que genera dicha mutacidn o de

un efecto polar del transposdn.
CarQ, el factor sigma que activa los promotores "foto-inducibles”

dependientes de CarD, no actia sobre los muevos promotores identificados

en este trabajo. El factor Ihf, que coopera con CarD en la regulacién de

143



Concfusiones

10.

alguno de los promotores “foto-inducibles”, participa en la activacidn
normal del gen frp, pero no de los otros nuevos promotores citados.
Ademas de revelar un juego de interacciones reguladoras entre distintos
factores arquitéctdnicos, estos resultados ponen de mamfiesto la
versatilidad de CarD respecto al tipo de promotores sobre los que actta,
reflejo quizas de su capacidad de interaccionar fisicamente con distintos

tipos de factores transcripcionales.

La falta de funcion i#f4, en combinacion con las inserciones de transposdn
OMR1100 1 ©OMR1104, afecta draméaticamente a la tasa de crecimiento de

M. xarnithius.

De siete mutaciones distintas que suprimen, parcial o totalmente, el efecto
de las mmtaciones carDf o carDZ2 sobre la actividad de un promotor
vegetativo muy dependiente de carD, ninguna suprime el efecto de dichas
mutaciones sobre la carotenogénesis. Una de ellas, sodd], suprime

parcialmente el efecto de carD/ sobre el desarrollo multicelular.

La mutacion sodd ] no estd ligada a carD.

El locus sodd puede ser responsable de un factor que coopera con CarD en
su accidn reguladora sobre diversos promotores, va que la mutacion sodd 7
suprime el efecto de carD/ sobre tres de los cuatro nuevos promotores

vegetativos analizados.

Los supresores sodB ] v sodCI no son especificos de mutacion, ejerciendo

su efecto tanto sobre la mutacidn carD como carD2.
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