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RESUMEN

En la estirpe VIP205 en la que se puede regular a voluntad el nivel de expresion
del gen ftsZ, se pueden conseguir condiciones en las que la sintesis de la proteina FtsZ
estd disminuida. A 37 °C, se ha observado que los anillos de FtsZ (en adelante anillos Z)
permanecen localizados en los sitios de divisién, incluso cuando los niveles de FtsZ son
inferiores al 50 % con respecto a su parental. Por otra parte, por debajo de una
concentracién de FtsZ de aproximadamente el 60 % con respecto al parental, se produce
una parada en la division. Este dato nos indica que los anillos Z formados no son
totalmente funcionales o bien no son suficientes para continuar con la divisién. La
persistencia y la funcionalidad de los anillos Z dependen de las condiciones de
crecimiento, a 42 °C las cinéticas de desaparicién de anillos Z y proteina son mds rapidas
que a 37 °C. Estos resultados nos indican que para que el anillo Z sea totalmente activo
necesita una determinada concentracion de FtsZ y que ésta depende ademds de otras

condiciones del cultivo por ahora no determinadas.

Hemos comprobado que por debajo de un nivel del 50 % con respecto al
parental de proteina FtsZ en la estirpe VIP205, aunque las c€lulas aumentan en masa, la
viabilidad estd comprometida. Una explicacién a este hecho es que al disminuir la
concentracién de FtsZ pudieran quedar vacias regiones, quizds en los sitios potenciales
de divisién, que puedan ser labiles o bien que cambiaran dradsticamente la permeabilidad
de la cubierta celular o que atraparan de manera irreversible algiin componente
hipotético esencial para la viabilidad. Por el contrario en la estirpe salvaje MC1061 en
condiciones de estrés nutricional o entrada en fase estacionaria, en las que no hay
crecimiento y la concentracion de FtsZ también se encuentra entre el 50 y el 60 % con
respecto a condiciones en las que el crecimiento no estd inhibido, al eliminar las
condiciones de estrés las c€lulas recuperan el crecimiento y la cantidad de FtsZ, es decir
que mantienen su viabilidad incluso a niveles bajos de FtsZ. Esto nos indica que en las
células con el crecimiento inhibido o no se forman los sitios potenciales de divisién o
bien quedan en estado de suspensién, por lo que estos sitios no puedan atrapar los

hipotéticos elementos esenciales para la viabilidad ni dar lugar a regiones labiles.
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El andlisis del ensamblaje del anillo Z en un ciclo celular revela que tiene lugar
en tres etapas: las células recién nacidas no tienen anillo, con posterioridad se forma un
anillo abierto, que se visualiza como dos puntos fluorescentes opuestos situados en el
lugar de divisidn, que aparece mientras el cromosoma estd todavia replicdndose. Y por
ultimo se transforma en un anillo cerrado formado antes de la constriccién y que se
mantiene hasta la separacién de las células hijas. Aunque la segregacién de los
cromosomas no parece necesaria para la localizacién del anillo, sf lo debe ser para la

divisién ya que el anillo cerrado aparece después de terminada la replicacién.

Se ha descrito que hay un aumento en la transcripcién del mensajero de ftsZ
antes de la divisién (Garrido et al., 1993), sin embargo en nuestro trabajo se observa que
la concentracién total de FtsZ es constante a lo largo del ciclo, indicando con ello que el
ntimero total de moléculas aumenta segin progresa el ciclo. Proponemos que este
nimero podria ser un factor que controlase la divisién, es decir que la divisién sélo
ocurriria cuando el nimero total de moléculas de FtsZ presente en una célula superase
un umbral. La cinética de aparicién y ensamblaje en sus respectivos anillos, asi como los
niveles de proteina en el ciclo de FtsA y ZipA, las dos proteinas que siguen
secuencialmente a FtsZ en su ensamblaje en el anillo de divisién, muestran resultados

similares a los obtenidos para FtsZ.

El anillo Z requiere un metabolismo activo para el ensamblaje y mantenimiento
de su estructura. La energia pudiera suministrarse a través del nucleétido GTP. La
inhibicién de la enzima ATP sintasa da lugar a una cinética de desaparicion de los
anillos Z muy rapida, sin afectar a la concentracién de la proteina FtsZ. Se pueden
disminuir los niveles de GTP celular mediante la induccién de la respuesta estricta
(Cashel et al., 1996). En estas condiciones hemos observado que el niimero de anillos Z
y el nivel de FtsZ caen, aunque la disminucién es més pronunciada en el caso de los
anillos, y los niveles originales se recuperan al eliminar las condiciones de respuesta
estricta. Nuestros datos sugieren que existe un nivel critico de FtsZ, aproximadamente
un 60 %, por debajo del cual la proteina es insuficiente para formar y mantener los
anillos, y para que estos sean activos, lo que es coherente con los valores obtenidos
mediante el abordaje experimental realizado en la estirpe VIP205, y que sugiere que

deben existir mecanismos postranscripcionales que controlen los niveles de FtsZ.
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Como resultado aplicado de nuestro trabajo proponemos un nuevo método para
determinar si una poblacién bacteriana presenta crecimiento activo, basado en la
visualizacion del anillo Z y partiendo del hecho de que las células con anillo Z estdn en
crecimiento activo. El método presenta la ventaja de que al fijarse la muestra en el
momento de la toma, la informacién sobre el estado fisiolégico original de las células se

conscerva.
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Ciclo celular de Escherichia coli

E. coli es una bacteria gram negativa ampliamente distribuida en los
ecosistemas naturales. Esta caracteristica refleja su capacidad de controlar de manera
muy precisa la divisién celular y adaptar la frecuencia con la que se divide al medio en

el que vive.

Podemos considerar que el ciclo celular comienza después del nacimiento de la
bacteria. Si imaginamos a esta bacteria con ﬁna masa minima, en el inicio la masa
celular aumenta siguiendo una cinética exponencial. Cuando la célula ha alcanzado una
determinada masa, llamada masa de iniciacién Mi, después de un periodo de tiempo
llamado I, y ha conseguido reunir todos los elementos necesarios para ello, inicia la
replicacién del cromosoma desde oriC. El periodo C es el tiempo que dura una ronda de
replicacién. Una vez que ha concluido este proceso comienza el periodo D, en el que
tienen lugar dos sucesos importantes, la segregacién de los nucleoides replicados a cada
polo de la célula y la formacién del septo entre los dos nucleoides. El tabique septal va
constrifiiéndose hasta que la célula madre se separa al término del periodo D en dos
células hijas con todo el material genético necesario para comenzar de nuevo el ciclo
(figura 1). La divisién es, por tanto, un proceso discreto que tiene lugar dentro del
crecimiento continuo de la célula y qu’e debe estar perfectamente acoplada a los procesos
de duplicacién del DNA. La relacién existente entre ambos sucesos estd determinada por
la regla de I+C+D=t (Helmstetter and Cooper, 1968), donde T es el tiempo de
generacién o tiempo que requiere una célula para dar lugar a dos células hijas idénticas a
la progenitora. El tiempo que duran los periodos I, C y D es variable, y depende de la
estirpe de E. coli estudiada, de los medios de cultivo utilizados y de otros pardmetros
experimentales, de tal manera que en la estirpe B/rK y en medios de cultivo que
permiten un T< 60minutos los valores de C y D se aproximan a 40 y 20 minutos
(Skarstad et al., 1983). Esto se debe a que la eficacia de la maquinaria de replicacién del

DNA es limitada y no puede replicarse a mayor velocidad.

B
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Aumento en masa
Replicacién del DNA +

Segregacién de los cromosomas +
Ensamblaje del anillo de FtsZ

Migracién de los cromosomas a los polos
Localizacién de las demds proteinas de
divisién

Septacién

Separacién de las células hijas

Figura 1. Esquema de la divisién celular. El nucleoide estd representado por el évalo de color gris y el
anillo de FtsZ por el 6valo central. Después de alcanzar una determinada masa celular la célula duplica el
DNA (periodos I y C). Al finalizar la replicacién y antes de la segregacién de los cromosomas se
ensambla el anillo de FtsZ. Los cromosomas migran hacia los polos celulares y se forma el septo al
localizarse las demds proteinas de divisién (perfodo D). El tabique septal va constrifiiéndose hasta que
tiene lugar la separacidn de las dos células hijas.

Papel de FtsZ en la division celular

Numerosos genes de divisién que son esenciales, entre ellos el gen ftsZ, se
identificaron por medio de mutaciones en estirpes termosensibles que interrumpian la
divisién en alguna de las etapas causando filamentacién, de ahi el nombre fts de
filamentacién termosensible (Donachie and Robinson, 1987; Donachie and Begg, 1990).
El gen ftsZ se sitia junto con otros genes de divisioén y de sintesis de peptidoglicano en
un grupo, en el minuto 2.5 del cromosoma bacteriano, llamado dcw (division and cell
wall) (Ayala et al., 1994). Los mutantes condicionales de ftsZ no pueden dividirse

normalmente y dan lugar a largos filamentos que tienen replicados y segregados los

12
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cromosomas pero no presentan sefiales de constricciones transversales (Tormo et al.,
1980). Gracias a estos resultados se comprob6 que FtsZ en E.coli actia en el primer paso

conocido de la divisién celular.
El gen ftsZ esta muy conservado

El gen ftsZ es el més conservado de todos los implicados en los procesos de
division. Se ha encontrado en la mayoria de los genomas bacterianos secuenciados. Esté
ausente en las Chlamydias que carecen de pared celular y en otras dos especies:
Aeropyrum pernix una arquea y Ureaplasma urealyticum un micoplasma (Margolin,
2000). La proteina FtsZ se ha conservado a lo largo de la evolucién de la division ya que
se han identificado homdlogos de FtsZ en cloroplastos de algunas algas, Guillardia theta
(Fraunholz et al., 1998), y plantas superiores como Arabidopsis thaliana (Osteryoung
and Vierling, 1995, Vitha et al., 2001). En estos organismos el gen es nuclear y la
proteina se importa al orgdnulo para desarrollar alli su actividad en la divisién del
mismo (Strepp et al., 1998; Beech and Gilson, 2000). Se ha encontrado a su vez en
mitocondrias de algas de la especie Mallomonas splendens, codificada por un gen
nuclear (Beech et al., 2000). La proteina es muy similar a FtsZ de proteobacterias y
presenta homologia con Dnm1, proteina que regula la divisién mitocondrial en levaduras
y animales (Labrousse et al., 1999; Sesaki and Jensen 1999). Hasta la fecha no se han

encontrado homdlogos de FtsZ en hongos ni en animales.
La proteina FtsZ forma un anillo en el sitio de divisién

Durante la mayoria del ciclo celular las moléculas de FtsZ, de S000-20000 por
célula, se encuentran en el citoplasma celular (Pla et al., 1991), sin embargo en E. coli se
ha observado mediante microscopia electrénica por inmunodeteccién con particulas de
oro la localizacién de FtsZ en el futuro sitio de divisién (Bi and Lukenhaus, 1991).
Posteriormente se ha comprobado con técnicas de microscopia de fluorescencia y por
fusiones a la GFP (Green Fluorescent Protein) que en las células proximas a dividirse,
FtsZ se localiza en una estructura caracteristica con forma de anillo que se sitia en el
centro celular (Addinall et al., 1996). Este anillo también se ha visualizado en otras

bacterias como Bacillus subtilus y Caulobacter crescentun, en arqueas y en cloroplastos

13
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de plantas (Levin and Losick, 1996; Wang and Lutkenhaus, 1996; Quardokus et al.,
2001; Vitha et al., 2001).

La formacién del anillo Z es esencial para la correcta localizacion del plano de
divisién. En experimentos realizados con el mutante ts ftsZ26 se observa que la proteina
mutante polimeriza en estructuras espirales que van a dar lugar a constricciones
aberrantes con esa misma forma (Adinall and Lukhenhaus, 1996a). Aunque FtsZ no es
capaz de desencadenar por si sola el proceso de septacion es la primera proteina capaz
de localizarse en el anillo. Del ensamblaje de este anillo depende que todas las demds
proteinas de divisién puedan localizarse. Por esa razén se dice que FtsZ tiene funcién
nucleadora. Se ha visto que FtsZ permanece asociada al anillo durante la constriccién

del septo hasta la separacién de las células hijas (Sun and Margolin, 1998).

Se ha sugerido, a la luz de la formacién de este anillo, un papel estructural para
la proteina FtsZ formando parte de un citoesqueleto similar al de células eucariéticas
(Lutkenhaus et al., 1993; Lutkenhaus and Addinall, 1997), teniendo en cuenta la
homologia funcional encontrada con tubulina, una proteina citoesquelética de células

eucaridticas.
Identificacion del lugar correcto de localizacion del anillo Z

Que el anillo Z se sitie correctamente en el centro celular es una cuestion
primordial para que la divisién se lleve a cabo de manera adecuada. El control de la
posicién se lleva a cabo mediante dos sistemas complementarios y de efectos negativos.
Ambos sistemas impiden la formacién del anillo en cualquier lugar excepto en el centro
celular, (Lutkenhaus and Addinall, 1997; Rothfield et al., 1999; Margolin 2000, 2001).
El primer control lo lleva a cabo el nucleoide. El nucleoide ejerce un impedimento
estérico que sélo permite que FtsZ preferentemente ensamble en las porciones de
membrana que no estdn fisicamente ocupadas por é1 (Mulder and Woldringh, 1989;
Woldringh et al., 1991; Yu and Margolin, 1999). Sin embargo, el ensamblaje temporal
de FtsZ tiene lugar al final de la replicacién del cromosoma, antes de la separacién de
los nucleoides, como se demostrard a lo largo de esta tesis y se esquematiza en la Fig. 1.
Si se produce un dafio del DNA celular se inhibe la formacién del anillo a través de la

interaccién entre FtsZ y SulA (Bi and Lutkenhaus, 1993). Se ha visto que debe existir un

14
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control adicional al del nucleiode, ya que en estirpes mutantes en genes implicados en la
segregacion del cromosoma como parC o mukB el efecto negativo del nucleoide en la

formacién del anillo se suprime parcialmente (Sun et al., 1998; Yu et al., 2001).

Este control adicional ejerce su accién a través de las actividades del producto
de los genes situados en el operén min, las proteinas implicadas son MinC, MinD vy
MinE. Este sistema inhibe la polimerizacién del anillo en todas las posiciones excepto
en el centro celular. MinC es una proteina citoplasmatica que actiia como inhibidor de la
polimerizacién de FtsZ in vitro sin afectar a la actividad GTP4sica, por esta razén se
piensa que inhibe el ensamblaje del anillo de Z en la célula (Hu et al., 1999). MinD es
una proteina periférica de membrana cuya funcién es activar MinC. Se ha observado
mediante una fusién a la GFP que ambas proteinas en la célula oscilan de polo a polo de
manera dependiente de MinE, con un periodo de oscilacion de 10-60 segundos (Raskin
and de Boer., 1999a; Hu and Lutkenhaus, 1999). MinE es una proteina de citoplasma
que se asocia a la membrana celular en determinados momentos (Raskin and de Boer
1997). Antagoniza el efecto de MinC y MinD permitiendo que la inhibicién tenga lugar
en todas las posiciones celulares a excepcién del centro. La proteina de fusién MinE-
GFP se localiza en un anillo en la zona central de la célula o cerca de la misma. Estas
estructuras suelen estar desplazados con respecto a los anillos Z y son independientes de
la localizacién de esta proteina (Raskin and de Boer 1997), pudiendo ser probable que
MinE sea el determinante especifico de la localizacién de FtsZ en la célula. Se ha
observado con esta misma fusién que la proteina oscila como las otras componentes del

sistema (Raskin and de Boer, 1999b; Hale et al., 2001; Fu et al., 2001).

En estirpes con el sistema Min delecionado los anillos Z se sitian al azar entre
los nucleoides y suelen aparecer de dos a tres anillos juntos (Yu and Margolin 1999),
indicando que la localizacion de FtsZ depende de la presencia del sistema Min y que este
sistema puede ejercer su efecto en todas las posiciones celulares donde no se encuentra
el nucleoide, no sélo en el centro y en los polos, aunque los anillos que se forman en
estos espacios sin cromosoma siempre se encuentran a cierta distancia entre si. MinE a
diferencia de FtsZ no se ve afectada en su localizacién por el nucleoide pudiendo

hacerlo en el centro celular, atin en presencia del cromosoma (Sun and Margolin, 2001).
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Secuencia temporal de la localizacién de las proteinas de division

Se ha comprobado mediante microscopia de fluorescencia la colocalizacién en
el anillo Z de las demads proteinas de divisién. Esta localizacién se lleva a cabo de

manera secuencial en el tiempo.

Las dos primeras proteinas que se localizan inmediatamente después de FtsZ y
dependiendo de ella son FtsA y ZipA, la migracién de las dos proteinas es independiente
entre si (Addinall et al., 1996b; Hale et al., 1999). FtsK necesita la actividad de FtsZ y
FtsA (Yu et al., 1998), FtsQ requiere la presencia en el anillo de FtsK (Buddelmeijer et
al., 1998; Chen and Beckwith, 2001), mientras que FtsL necesita ademés FtsQ (Ghigo et
al., 1999). La localizacion de FtsW es dependiente de todas las anteriores y Ftsl precisa
que FtsW se sitte en el anillo (Mercer and Weiss, 2002; Weiss et al., 1999). La iltima
proteina en incorporarse al anillo es FtsN y requiere que previamente estén localizadas

todas las demas (Addinall et al., 1997a).

FtsA
FtsZ » » FtsK »FtsQ » FtsL » Ftsl) » Ftsl » FtsN

ZipA

Figura 2. Modelo temporal del ensamblaje de las proteinas de division en el septo.

Hasta la fecha se desconoce la funcién precisa que desempefian en la divisién
celular la mayor parte de las proteinas implicadas en el proceso. Se sabe que FtsA y

ZipA interaccionan con FtsZ, esta interaccién se describird mas adelante.

FtsW y FtsK son proteinas de membrana esenciales. Algunos autores han
propuesto para FtsW un papel en la estabilizacin del anillo Z, ya que una disminucién
de la proteina tiene el efecto de disminuir los anillos Z (Wang et al., 1998; Khattar et al.,
1997), aunque este efecto no parece tener lugar en todas las estirpes (Mercer and Weiss,
2002). El dominio de membrana N terminal de FtsK es esencial para la divisién celular
(Draper et al., 1998) y el dominio citoplasmético C terminal tiene un papel en el
acoplamiento entre la divisién celular y la segregacién del cromosoma, impidiendo la

escision del septo hasta que los cromosomas se han separado (Liu et al., 1998). FtsK es
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similar a la proteina SpolllE de B. subtilis, responsable de la correcta particién del

cromosoma durante la esporulacién de esta bacteria (Sharpe and Errington, 1995).

FtsQ, FtsL, FtsI y FtsN poseen todas tres dominios, uno N terminal
citoplasmadtico corto, otro transmembrana y otro mds periplasmatico relativamente largo.
Todas estas proteinas se localizan en el anillo Z cuando la constriccién es visible. FtsQ y
FtsL. estdn moderadamente conservadas en bacterias pero FtsN sélo se ha encontrado en
E. coli y en Haemophilus influenzae. Poco o nada se conoce de sus funciones biolégicas,
s6lo que interaccionan con FtsZ a nivel del anillo. La excepcién se encuentra en la
proteina Ftsl, también conocida como PBP3, una transpeptidasa requerida para la
sintesis de peptidoglicano septal y que actda al final del proceso de septacién (Adam et
al., 1997). Durante la divisién la sintesis de la pared celular cambia de orientacién,
pasando de ser en paralelo a perpendicular a la membrana citoplasmaética. Este suceso
necesita Ftsl, otras proteinas de sintesis de peptidoglicano y diversas hidrolasas que en

conjunto actdan en un complejo multienzimdtico (Holtje, 1998).
Proteinas que interaccionan con FtsZ

FtsA

La proteina FtsA es esencial para la divisién de E.coli y actia en este proceso
después de FtsZ. Esto se dedujo del trabajo desarrollado con mutantes en ftsA o en ftsZ.
Los mutantes en ftsA presentan inicios de constricciones a lo largo de la célula
filamentada, efecto que no se observa en mutantes de ftsZ (Tormo et al., 1980). El gen
ftsA estd presente en muchos genomas bacterianos pero no en todos, asi no se encuentra
en micobacterias (Mycobacterium tuberculosis), cianobacterias (Synechocystis), en
micoplasmas que son parasitos intracelulares que carecen de pared celular (Chamydia

trachomatis), ni en arqueas (Margolin, 2000).

FtsA pertenece a la superfamilia de las ATPasas que incluye actina y HSP70 de
eucariotas, asi como las proteinas DnaK y MreB de E. coli (Bork et al., 1992). Se ha
cristalizado recientemente la proteina FtsA de una eubacteria terméfila Thermotoga
maritima (Van den Ent and Lowe, 2000), mostrando que la estructura es mds parecida a

actina. Asi que, dos proteinas de citoesqueleto en eucariotas, tubulina y actina tienen
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homélogos en procariotas. En B. subtilis se han identificado otros homoélogos de actina:
MreB y Mbl (Jones et al., 2001). La funcién bioquimica de la proteina es desconocida.
FisA purificada puede estar fosforilada y unir ATP (Sanchez er al., 1994) pero no se ha
demostrado la actividad ATP4sica en E. coli, aunque si de una proteina contaminante
que copurifica con ella (J. Mingorance, comunicacién personal). Recientemente se ha
publicado que en B. subtilus FtsA, purificada siguiendo un protocolo parecido al de
nuestro laboratorio, si tiene estas funciones y forma un dimero (Feucht et al., 2001),
aunque estos autores no han comprobado si su preparacién contenia alguna ATPasa no

especifica contaminante.

En la literatura se ha descrito la interaccion in vivo entre FtsZ y FtsA mediante
el sistema de doble hibrido en E. coli, B. subtilis, Rhizobium meliloti, Agrobacterium
tumefaciens, Caulobacter crescentus y Staphilococcus aureus (Wang et al., 1997; Ma et
al., 1997). Se ha identificado el extremo carboxi terminal de FtsZ como responsable de
la interaccién entre ambas (Ma and Margolin, 1999; Din et al., 1998; Yan et al., 2000).
Estos resultados han corroborado los datos de interaccién entre ambas proteinas
obtenidos de manera indirecta, ya sea la localizacién de FtsA dependiente de FtsZ (Ma
et al., 1996, 1997; Addinall and Lutkenhaus, 1996a; Addinall et al., 1996), o la relacién
existente entre los niveles de las proteinas FtsA y FtsZ, que es critica para la division. En
E. coli 1a media de moléculas de FtsA y FtsZ por célula ha sido estimada entre 20-200 y
5000-20000 respectivamente, en una relacién entre ellas de 1:100 (Bi and Lutkenhaus,
1991; Pla et al., 1991, Wang and Gayda, 1992). La sobrexpresion de ftsA o ftsZ bloquea
la divisidn celular y el efecto puede ser suprimido por el incremento del nivel de la otra
proteina (Dewar et al., 1992; Dai and Lutkenhaus, 1992). Se ha propuesto para la
proteina FtsA una funcién de estabilizacién en el ensamblaje del anillo Z (Pichoff and
Lutkenhaus, 2002). Mediante la técnica del doble hibrido se ha podido comprobar que la
proteina FtsA interacciona consigo misma y que el extremo carboxi terminal es muy
importante para la autointeraccién y la localizacién de la proteina en el centro celular

(Yim et al., 2000).

18



INTRODUCCION GENERAL

ZipA

ZipA es una proteina esencial que se aislé en una busqueda de proteinas que
interaccionaran con FtsZ purificada (Hale and de Boer, 1997). Los mutantes zipA
forman largos filamentos y la hiperproduccién da lugar a un bloqueo en la division (Hale
and de Boer, 1997; 1999). A pesar de que es imprescindible en E. coli no estd muy
conservada, a excepcién de H. influenzae. ZipA es una proteina de membrana con un
largo dominio citoplasmatico que requiere la presencia de FtsZ pero no de FtsA para su
localizacién en el anillo (Hale and de Boer, 1999). Cuando no existe el producto del gen
zipA se observan anillos Z pero en menor proporcién de los esperados teniendo en
cuenta la longitud celular, esto sugiere que ZipA estabilizaria el anillo Z inmediatamente
después del ensamblaje (Raychaudhuri, 1999), por otra parte se han obtenido resultados
similares en un estudio con un mutante zipA Ts (Pichoff and Lutkenhaus, 2002). La
existencia de dos veces mds de lo normal de la proteina ZipA puede suprimir la
mutacién termosensible ftsZ84 a través de la estabilizacion del anillo formado por la
proteina mutada (Raychaudhuri, 1999). Se ha demostrado a su vez, que ZipA purificada
estabiliza in vitro los polimeros de FtsZ y de FtsZ84 modificando la estructura de los
mismos (Hale et al., 2000) de una manera similar a como lo hace el Ca*. El dominio
implicado en estos procesos es el C terminal citoplasmdtico. Por otra parte, se conoce
por ensayos in vivo (doble hibrido) y de localizacidén, que la interacccion entre FtsZ y
ZipA estd mediada por el extremo C terminal de la proteina FtsZ (Ma and Margolin,
1999; Haney et al., 2001), al igual que en el caso de FtsA, aunque los residuos de

interaccion son diferentes en ambos casos.
SulA

Ademads de con estas proteinas se ha verificado la interaccion de FtsZ con SulA
mediante el sistema del doble hibrido (Huang et al.,1996). SulA es una proteina que se
induce en la repuesta SOS provocada por un dafio del DNA celular. El incremento de
SulA inhibe la divisién y provoca filamentacién de las células hasta que el cromosoma
sea reparado (Huisman et al., 1984). Hay mutantes en el gen ftsZ, llamados sulB, que
confieren resistencia a SulA (Huisman et al., 1984). La induccién de SulA inhibe la

formacién del anillo Z (Bi an Lutkenhaus, 1993) e in vitro se ha detectado una
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disminucién en la actividad GTPésica de FtsZ y por tanto de la polimerizacién
(Mukherjee et al., 1998; Trusca et al., 1998). La sobreexpresion de sulA bloquea la
multimerizacién de FtsZ apareciendo la mayor parte de esta proteina dimerizada con

SulA (Justice et al., 2000).
MinC

MinC como ya se ha comentado es parte del sistema MinCDE requerido para la
correcta localizacién del anillo Z. Es un inhibidor de FtsZ. La sobreexpresién de minCD
bloquea la division y da lugar a la formacién de filamentos y de minicélulas (células sin
DNA) pudiendo ser revertido este fenotipo por un aumento en la expresion del gen fisZ
(Bi and Lutkenhaus, 1990). Se ha comprobado que MinC bloquea la polimerizacién de
FtsZ in vitro sin inhibir la actividad GTPésica (Hu et al., 1999). In vivo parece que
MinCD actda inhibiendo las interacciones de FtsZ con FtsA (Justice ef al., 2000). Ala
vista de estos resultados podemos suponer que los mecanismos de accién de SulA y

MinC, como inhibidores de FtsZ, son diferentes.
La estructura y actividad de FtsZ son similares a las de tubulina

La proteina FtsZ presenta homologia con la proteina citoesquelética eucaridtica
tubulina, que forma microtibulos y participa entre otras cosas en la mitosis. La
homologia a nivel de secuencia se reduce a unos pocos aminodcidos situados en la
llamada caja G que interviene en la hidrélisis del GTP. La homologifa es mayor a nivel
de la estructura tridimensional como se deduce de las estructuras cristalizadas de FtsZ de
Methanococcus jannaschii y del dimero de tubulina (Lowe and Amos, 1998; Nogales et
al., 1998). Segtin la estructura cristalina (Léwe and Amos, 1998) y los alineamentos de
los genes ftsZ de las especies bacterianas publicadas, la proteina puede ser dividida en
tres dominios. El dominio N terminal estd conservado y es bastante largo, de unos 320
residuos, e incluye el motivo de unién a GTP encontrado también en tubulinas.
Experimentos realizados con una protefna que contiene sélo el dominio N terminal
fusionado a la GFP, indican que el extremo C terminal no es necesario para la
polimerizacidn, ya que esta proteina de fusién da lugar a largos polimeros fluorescentes
tanto in vivo como in vitro, (Ma et al., 1996). Una delecidn de los primeros 32 residuos

es suficiente para que la protefna no se localice en el anillo, sugiriendo que el N terminal
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es esencial para el ensamblaje del anillo tanto en E. coli (Ma et al., 1996) como en
Caulobacter crescentus (Din et al., 1998). El dominio C terminal de FtsZ es variable
entre especies aunque contiene una regién de 6-8 aminoacidos muy conservada. No ha
sido posible cristalizarlo por lo que no se conoce su estructura, tampoco su funcién es
conocida. Lo que si se ha comprobado es su importancia en la interaccién con FtsA y
con ZipA, y en la autointeraccién (Yan et al., 2001). Parece que no estd implicado en la

localizacién de la proteina en el anillo.

El dominio de enlace entre el N terminal y el C terminal tienen una gran
variabilidad de longitud y secuencia entre los diferentes genomas y no se conoce nada de

su funcién (Quardokus, et al., 1996).
Actividad bioquimica de FtsZ

FtsZ es capaz de polimerizar in vitro dando lugar a filamentos que se asemejan
a los protofilamentos de tubulina (Murkherjee and Lutkenhaus, 1994), aunque pueden
adoptar una gran variedad de estructuras diferentes dependiendo de las condiciones de
polimerizacién (Bramhill and Thompson, 1994; Erickson et al., 1996; Trusca et al.,
1998; Lowe and Amos, 1999, 2000; Lu et al., 2000). Mediante centrifugacién analitica
se ha visto que in vitro FtsZ se asocia entre si siguiendo un proceso isodésmico y de
manera dependiente de iones magnesio y de la concentracién de la proteina (Rivas et al.,
2000). FtsZ, como tubulina, une e hidroliza GTP in vitro, siendo este nucleétido el que
dirige el ensamblaje de los polimeros (de Boer et al., 1992; RayChaudhuri and Park,
1992; Mukherjee et al., 1993, 1998; Lu et al., 1998). Se ha comprobado in vitro que la
posicién entre un mondémero y el siguiente varia en presencia de GDP (Diaz et al.,
2001). El modo de polimerizacién y de hidrdlisis de los polimeros se relaciona con la
funcién biolégica que podrian desempefiar. Se ha visto que el nucle6tido unido al
polimero es GTP (6 GDP+P1), y que éste se intercambia a lo largo del polimero de
manera muy rapida (Mingorance et al., 2001). Esta caracteristica de los polimeros de
FtsZ les hace diferentes a los formados por tubulina donde el microtibulo contiene GDP

y s6lo un remate con GTP en uno de los extremos (Desai and Mitchison, 1998).
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Regulacion de la expresion de FtsZ

Es necesario que la concentracién de FtsZ esté bien controlada, ya que el
defecto de proteina da lugar a largos filamentos y el exceso a minicélulas y filamentos.
Para controlar la concentracién de FtsZ la bacteria tiene distintos mecanismos
reguladores de su expresidn. El gen ftsZ se localiza al final del grupo dcw. La
organizacién de esta regién del cromosoma es muy compleja, y no aparece ningin
terminador de la transcripcién desde la cabecera hasta el final del mismo. De esta
manera pueden existir, aunque hasta la fecha no han sido encontrados, transcritos de ftsZ
que se inicien a partir del promotor mraZlp situado al principio del grupo (Ayala et al.,

1994).
Regulacién transcripcional

Se han descrito cuatro promotores mds (mraWlp, ftsLip, ftsL2p, ftsl1p) que se
localizan en el inicio y parte media del grupo, sin embargo en la regién final, donde se
encuentra el gen ftsZ, se han detectado al menos siete promotores que se localizan dentro
de las regiones codificantes para los genes ddiB, ftsQ y ftsA, que regulan la expresion de
ftsZ (figura 3). Se ha demostrado mediante fusiones transcripcionales al gen ftsZ del
reportero lacZ que esos promotores proximales contribuyen en un 33% al total de la
transcripcién (Flardh et al., 1998; de la Fuente et al., 2001). Esto demuestra que deben

existir otras sefiales corriente arriba de ddIB, requeridas para la expresion total del gen.

Se han identificado unos pocos factores de regulacién que actiian de manera
positiva sobre estos promotores (figura 3). Entre estos efectores se encuentra el producto
del gen sdiA, que ejerce su accion sobre el promotor ftsQ2p en células que crecen en
condiciones normales (Wang et al., 1991). RcsB modifica la expresién de ftsA y ftsZ al
actuar sobre el promotor ftsAlp (Gervais et al., 1992). Hay promotores como el ftsQIp,
un gearbox, que son dependientes del factor de fase estacionaria ¢° (Ballesteros et al.,
1998). El nucleétido ppGpp parece que tiene un papel en la regulacién de la divisién
celular ya que incrementos en sus niveles suprimen la parada de la divisién del mutante

ftsZ84 (Powell and Court,1998).
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Regulacién por ciclo celular

Se ha observado que existe un control ligado al ciclo celular (figura 3). En
estudios en cultivos sincrénicos de E.coli en los que se ha medido el mensajero de ftsZ a
lo largo del ciclo, se ha comprobado que este mensajero oscila y alcanza un maximo

justo antes de la replicacion (Garrrido et al., 1993; Zhou et al., 1994).
Regulacién postranscripcional

A nivel postranscripcional existe también una regulacién de ftsZ. Dentro del
grupo aparecen dos dianas para RNasaE (una endonucleasa de E. coli) justo antes de ftsZ
(Cam et al., 1996). La enzima actuaria a nivel del procesamiento estabilizando el
mensajero (figura 3). Ademds se ha propuesto la existencia de un mecanismo de
regulacién antisentido y se han encontrado dos promotores responsables de esta accion.
Uno de ellos, stfZ, dentro de la region codificante de ftsZ, y el otro, dicF, formando parte
de un profago (Dewar and Donachie, 1993; Bouché and Bouché, 1989), aunque no se ha

podido comprobar el efecto que pueden causar sobre la concentracion de FtsZ.

o

ftsQ2pi1p fisA2p ftsAlp

5

fisZ4p 3p ftsZ2p < -—--- zstF

16 % 4% 13% 2%

66%

'
4
procesamiento
RNasa E

Figura 3. Regién ftsQAZ del grupo dcw con sus sefiales reguladoras. Las flechas indican la posicién de
los promotores descritos hasta ahora. El promotor reconocido por s* se muestra en negro y el promotor que
da lugar a un RNA antisentido se localiza dentro del gen ftsZ. También se indican los reguladores
trascripcionales descritos. Los porcentajes representan la contribucién individual de cada promotor a la
trascripcién total de ftsZ. Las tijeras sefialan los sitios de procesamiento del mensajero llevado a cabo por
la RNasaE.

23



INTRODUCCION GENERAL

A lo largo de la introduccién se ha querido dejar constancia de la importancia
de la de la proteina FtsZ en la divisién. Su capacidad de formar un anillo en el centro
celular sin el cual ninguna de las demds proteinas de division puede formar parte del
septo y las similitudes de funcién con la proteina tubulina, hace plausible la idea de que
esta proteina pudiera formar, si no un citoesqueleto, si al menos una estructura que
pudiera dirigir la division. El estudio del anillo Z es el tema de investigacién de esta

tesis.
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OBJETIVOS

Para averiguar como interviene la proteina FtsZ en la fisiologia de la division
celular, proponemos los siguientes objetivos que profundizan en la descripcion de las
propiedades de los anillos Z, la estructura que parece jugar un papel fundamental en la

septacion.

Estudiar la persistencia del anillo formado por proteina FtsZ parental. Como
resultado esperamos poder determinar el tiempo que este anillo estd presente en las
células desde que se deja de suministrar FtsZ y correlacionarlo con la concentracién de

proteina que existe en ese momento.

Como la localizacién del anillo Z es de suma importancia para el correcto
desarrollo de la divisién, estudiar durante un ciclo celular completo su ensamblaje
ademds del de FtsA y ZipA, asi como medir los niveles de las tres proteinas de divisién
durante el ciclo. Con ello determinar €l momento en que el ensamblaje tiene lugar,

relacionarlo con otros procesos celulares y con la concentracion proteica.

De la dependencia de la formacién del anillo Z respecto al metabolismo celular
no se conoce demasiado, por lo que se ha investigado su formacién en diferentes
condiciones de crecimiento que disminuyen el GTP celular, para determinar si alguna

condicién metabdlica especifica regula el ensamblaje y el mantenimiento del anillo.
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Persistencia del anillo Z en condiciones de baja sintesis de la
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INTRODUCCION PERSISTENCIA DEL ANILLO DE DIVISION DE FtsZ

INTRODUCCION

La concentracién de FtsZ controla la divisién celular en E coli. Se ha
comprobado que tanto con altas como con bajas concentraciones de FtsZ la divisién no
tiene lugar correctamente. Ademds el incremento del nivel génico de ftsZ conlleva un
aumento en el nivel de la proteina, que da lugar a un fenotipo de minicélulas,
caracterizado por la presencia de células pequefias sin nucleo que se forman después de
divisiones polares (Ward and Lutkenhaus, 1985). Estas divisiones suceden de forma
adicional a las divisiones normales, indicando que el control cuantitativo se ha
eliminado, si se entiende este control como una séla division por duplicacién de masa.
El incremento en el nivel de FtsZ se relaciona con un pequefio descenso en el tamaiio
celular debido a que la divisién ocurre antes en el ciclo celular (Ward and Lutkenhaus,

1985).

Por otra parte la division celular se inhibe al reducirse el nivel de FtsZ (Pla et al.,
1991; Dai and Lutkenhaus, 1991). Las estirpes utilizadas en los trabajos de Pla y Dai,
tienen el gen ftsZ cromosomico interrumpido y llevan copias adicionales del gen en un
plasmido sujeto a replicacién termosensible. Esto permite que a la temperatura
restrictiva desaparezca FtsZ y cese la divisién. En otro trabajo posterior Tetart and
Bouché, 1992, comprobaron que la expresiéon de un RNA antisentido bajo el control del
promotor Plac reducia el nivel de FtsZ en un 80 %. Esta reduccién en FtsZ provoca un
descenso de la divisién, aunque los cultivos consiguen alcanzar un estado de equilibrio
en el cual sélo se dividen las células de mayor tamafio, este resultado es consistente con

la idea de que el nivel de FtsZ controla la divisién celular.

En la estirpe VIP 205 la concentracién de FtsZ se regula con precisién sin
alterar otros genes del grupo dcw. La estirpe contiene una copia Unica del gen estructural
ftsZ en el cromosoma bajo el control artificial del promotor inducible Ptac, y se impide
la transcripcién desde los propios promotores por la presencia de cuatro terminadores
(figura 4). La expresion del gen en VIP205, disociada de sus promotores naturales, es
dependiente en un rango bastante amplio de IPTG para su supervivencia (Palacios et al.,
1996). Al eliminar la oscilacion natural de la expresién del gen (Garrido et al., 1993) la

estirpe necesita un 40 % mads de proteina para mantener los valores de longitud y
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volumen celular similares a los de la estirpe parental MC1061. Si en las células el nivel
de FtsZ es del 80 %, éstas se dividen con el mismo tiempo de duplicacién que la estirpe
silvestre, pero son 1,5 veces mds largas, indicando que se necesitan la expresion del gen
y la concentracién de la proteina correctas para que tenga lugar una division normal

(Palacios et al., 1996).

cromosoma de Escherichia coli

fisQ2plp ftsAp ftsZ4p3p ftsZ2p

cromosoma de VIP205

Ptac

Figura 4. Estructura genética de las regiones de estudio del cromosoma de E. coli y de la estirpe
VIP205. Las puntas de flecha marcan los promotores, denominados por sus nombres, y la direccién de la
transcripcién. El promotor Prac se seiiala en negro. La letra T indica los terminadores de la transcripcién.

El estudio del mutante ftsZ84, sensible a temperatura, indica que la inactivacién
de la proteina FtsZ84 que se produce a la temperatura restrictiva da lugar a una répida
desaparicién de los anillos Z (Addinall et al., 1997b). La vida media de la proteina FtsZ
se ha estimado en trabajos previos como mayor que un tiempo de duplicacién (Pla et al.,
1993; M. Sanchez, 1993). En las estirpes termosensibles, las empleadas en los estudios
de Pla y Addinall la proteina puede verse afectada por la temperatura, al contrario que en
la estirpe VIP205. El uso de la estirpe VIP205 nos ha permitido calcular la vida media
de la concentracion de la proteina y del niimero de anillos Z en la poblacién bacteriana,
asi como la relacidén que existe entre la persistencia de la proteina silvestre y de los
anillos que forma. Incluso en condiciones de no induccién cuando la concentracién de
FtsZ en la célula estd por debajo del 50 % con respecto al silvestre, la proteina puede ser
detectada como anillo localizado en los sitios de divisién. Los anillos todavia son
funcionales cuando la concentracidn de la proteina es del 60 % con respecto al salvaje,

pero por debajo de esos valores las células no se dividen y la viabilidad se pierde. Esto
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sugiere que los anillos Z aunque pueden ser todavia visibles no son suficientes en

nimero o no son lo bastante activos como para mantener una velocidad de divisidén

normal.
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RESULTADOS

1. Distincion entre anillos y acimulos fluorescentes

Como no existe un anticuerpo capaz de discriminar entre las moléculas de FtsZ
que se ensamblan en el anillo Z y las moléculas que quedan dispersas o agregadas en el
citoplasma celular, hemos utilizado una definicién del anillo Z, la estructura que tiene un
papel clave en la division, para distinguirlos de los acimulos de FtsZ, que no participan

en la misma.

Se ha definido un anillo como una emisién de fluorescencia que después de las
técnicas de marcaje fluorescente se encuentra dentro de una célula y cumple con las
siguientes condiciones. 1: Aparece como una banda transversal que es perpendicular al
eje longitudinal de la célula. 2: Produce una imagen continua y ocupa todo el didmetro
de la célula. 3: Su intensidad es mayor que la del material desorganizado que se
encuentra dentro de la misma célula. El resto de las imdgenes fluorescentes que aparecen
en la célula se clasifican como acumulos, pudiendo ser tanto material de FtsZ disperso
como otro tipo de material que reconoce de manera inespecifica el anticuerpo. Hemos
considerado que los acimulos no tienen interés fisioldgico para la divisién. En la figura
5 se muestran los resultados obtenidos en las células de la estirpe VIP205 cuando la
expresiéon desde Ptac estd inhibida al carecer del inductor IPTG. Debido a la
disminucién del contenido celular de FtsZ las células no pueden dividirse normalmente
y forman filamentos, los filamentos contienen a la vez anillos y acimulos. El material
fluorescente presente en las c€lulas se clasificé de manera manual y de acuerdo con las
definiciones propuestas, en las categorias de anillo o de acimulo. Por otra parte, una
misma imagen de las células obtenida del microcopio de fluorescencia, se analizé con el
programa Photoshop 5.5. Se seleccionaron en dos pasos diferentes y pertenecientes a
distintos niveles, los pixels que representan a los anillos y los que representan a los
acimulos. Los puntos de los anillos son mds brillantes y estdn situados de manera
continua y transversalmente al eje longitudinal de la célula, mientras que los actiimulos
estdn formados por pixels menos brillantes. La comparacién de la clasificacién manual y
la proporcionada por el programa de ordenador muestra la consistencia de nuestras

definiciones, aunque en algin caso la concordancia no es total.
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Figura 5. Clasificacién y localizacién de las sefiales fluorescentes utilizando un suero anti FtsZ. En la
figura se muestran las imédgenes del las células de la estirpe VIP205 una vez que se cambian desde un
medio con 30 pM de IPTG a un medio sin inductor. Las células se cultivaron a 37°C y se tomaron
muestras a los tiempos indicados. El panel de izquierda de cada tiempo es una imagen de
inmunofluorescencia obtenida segin lo descrito en métodos (apartado 2.5). El panel de la derecha muestra
los resultados de la clasificacion manual de las sefiales fluorescentes en anillos (flechas rojas) o actimulos
(fechas azules), y de la clasificacién realizada con el programa de ordenador Photoshop 5.5 segiin se
indica en el texto. Los colores que representan a los anillos (rojo) y a los actimulos (azul) no son reales y
se aplicaron usando el ajuste color selectivo de la imagen del programa. La barra representa 10 pm.
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En trabajos publicados por Tormo y Vicente, 1984, se habia comprobado que
los sitios potenciales de septacién en filamentos de E. coli inducidos por una
disminucién de la proteina esencial de divisién FtsA, se sitdan en las posiciones 25, 50 y
75% de la longitud del filamento. Para validar nuestro procedimiento de diferenciacién
entre anillos y acimulos se relativizaron las posiciones de las sefiales fluorescentes que
aparecen en células cultivadas a 37 °C sin inductor, con respecto a la longitud celular. Se
analizaron cinco tiempos de cultivo diferentes contando 100 células en el caso de los
anillos y s6lo 25 células en el caso de los acimulos, por ser €stos mucho mads
abundantes. Los resultados mostrados en la figura 6 indican que los acimulos aparecen
casi uniformente distribuidos a lo largo de toda la longitud del filamento, mientras que
los anillos presentan una distribucién diferente, concentrandose principalmente en la

posicién 50 %, y en menor medida en las del 25 y del 75 %.
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Figura 6. Distribucién de los anillos y los acimulos a lo largo de la longitud celular en células de la
estirpe VIP205. El experimento se describe en la leyenda de la figura 5. La representacién gréfica de los
datos obtenidos por clasificacién manual, se realiza de acuerdo a lo publicado por Tormo and Vicente,
1984.

Para confirmar el método de clasificacién, este mismo tipo de estudio de la
posicién relativa que ocupan los anillos y los actimulos, se realizé en filamentos de otras
dos estirpes distintas. La estirpe RP41 tiene una mutacién termosensible en el gen fisI
que codifica para una proteina esencial de divisién, PBP3. A 42 °C el gen se inhibe
provocando un bloqueo en la septacién dando lugar a filamentos. Lo mismo sucede si
sobre un cultivo de células de la estirpe MC1061 se afiade aztreonam, este antibiético
inhibe la proteina esencial de division PBP3. Tal y como se esperaba en ambos tipos de
filamentos los anillos de FtsZ aparecen en las posiciones 25, 50 y 75 %, mientras que los

acumulos estin casi uniformemente distribuidos (Fig. 7).
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Figura 7. Distribucién de anillos y aciimulos a lo largo de la longitud celular. En la seccién de Ia
izquierda se muestra la distibuccién en 100 células de la estirpe RP41 cultivada a 42 °C durante 1 hora. En
la parte de la derecha se muestran los datos de 100 células de MC1061 tratadas con 2 pg/ml de aztreonam
durante 1 hora. La representacién grafica de los datos obtenidos por clasificacién manual, se realiza de
acuerdo a lo publicado por Tormo and Vicente, 1984.

2. Estudio de la persistencia del anillo Z en condiciones de baja expresion de ftsZ

Para estudiar la persistencia y la capacidad del anillo Z para llevar a cabo la
septacién cuando la cantidad de proteina FtsZ estd disminuida, la estirpe VIP205 se
cultivé a 37 y 42 °C a concentraciones de 30 uM y 12 uM de IPTG respectivamente. A
estas concentraciones de inductor las células presentan pardmetros morfoldgicos
similares a los de la estirpe parental MC1061 a cada temperatura. A cada cultivo se le
transfirié al mismo medio de cultivo pero sin la presencia de inductor y se recogieron

muestras a diferentes tiempos, en ellas se midié la concentracién total de la proteina
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FtsZ (ver apartado 2.4 de métodos), la persistencia de los anillos que forma y el

incremento en particulas.
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Figura 8. Cinética de la concentracién celular de proteina FtsZ, del anillo formado por ella y del
nimero de particulas, después de la inhibicién de la expresién del gen fisZ. Los cultivos de la estirpe
VIP205 a 37 0 42 °C con IPTG (30 uM o 12 pM, respectivamente) se transfirieron a tiempo 0 a medio sin
inductor y se mantuvieron a la misma temperatura. Se tomaron muestras a los tiempos indicados. En cada
muestra se cuantificé el nimero de particulas (@); la concentracién de FtsZ, (0O), relativizada con respecto
al EF-Tu, al parental MC1061 y al valor obtenido a tiempo cero; el nimero de anillos por unidad de
longitud en 100 células por muestra (A), en estos dos iltimos casos al dato a tiempo cero se le asignd el
valor relativo 100. Como control se representa el nimero de particulas en muestras cultivadas con IPTG
tanto a 37 como a 42 °C (M). Los tiempos de duplicacién fueron de 21 y 17 minutos respectivamente.

Como puede verse en la figura 8, la concentracion de la proteina FtsZ en la
célula y el nimero de anillos por unidad de longitud decrece gradualmente después de

cambiar el medio por un medio sin inductor. Se observa que en esas condiciones, hay un
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nivel residual de proteina FtsZ con respecto al tiempo cero, del 20 % a 37 y menor a
42°C, cuando el cultivo ha experimentado cuatro duplicaciones en masa, que se puede
interpretar como un escape del promotor. Este escape no se diluye por el crecimiento ya
que ni la replicacién del DNA, ni la segregacién de los cromosomas estédn afectados,
(Palacios et al., 1996; resultados no mostrados). La cinética de desaparicion de la
proteina y los anillos es mas rdpida a 42 que a 37 °C, y los anilllos desaparecen mads
rdpido que la proteina a ambas temperaturas. Con estos datos se han calculado los
tiempos de vida media de la concentracién de la proteina y del nimero de anillos en la
poblacién bacteriana, entendiendo “vida media” como el tiempo que tardan estos
parametros en reducirse al 50 %. Los tiempos calculados son para la proteina y los
anillos de 31 y 23 minutos a 37 °C, y de 21 y 8 minutos a 42 °C respectivamente.
Durante dos duplicaciones de masa del cultivo, el aumento en el nimero de particulas es
similar en presencia o ausencia de inductor. Sin embargo, en ausencia de inductor y
cuando la concentracion de FtsZ es de aproximadamente el 40 % a 37 °C o del 50% a 42
°C relativo al valor inicial (equivalente al 60 y al 53 % de la concentracidn encontrada en
la estirpe parental cultivada en las mismas condiciones) (ver Tabla 1), el nimero de
particulas se mantiene constante o lo que es lo mismo, la divisién se detiene. Después de
ese tiempo y a 37 °C la concentracién de FtsZ permanece relativamente estable, no asi el
nimero de anillos Z que se reduce practicamente a cero. Nuestros resultados sugieren
que los anillos Z que se ensamblan por debajo de la concentracién limite de proteina no
son totalmente activos en division, o bien que su niimero no es suficiente para permitir la
divisién de manera significativa. Parece que este niimero de anillos imprescindible para
que la divisién tenga lugar es sensible a otras condiciones de crecimiento. La
desaparicién de la proteina de FtsZ y de los anillos a 42 es més rdpida que a 37 °C, este
hecho puede contribuir de manera importante en la rdpida dindmica de desapariacién del
anillo que previamente describié Addinall et al., 1997b al examinar la presencia de

anillos formados por la proteina mutante FtsZ84 a 42 °C.
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Tabla 1. Niveles de FtsZ en la estirpe VIP205 en ausencia de inductor a 37y a42 °C

VIP205 37°C (o pM) VIP205 42°C (o uM)

% [FtsZ/EF-Tulycroa’] % [FSZ/EF-Tulypoos’ | % [FSZ/EF-Tulycion’| % [FSZ/EF-Tulyipas”
Tiempo 0 156 100 107 100
50% anillos 94 60 75 70
Anillo funcional 60 40 53 50
Anillo visible 50 35 43 40
Pérdida de 50 35 70 65
Viabilidad

a: relativizado tomando como 100 el valor en la estirpe parental MC1061
b: relativizado tomando como 100 el valor en la estirpe VIP205

3. Correlacién entre la concentracion de FtsZ, la morfologia , el mimero de anillos

Z y la viabilidad celular

El mantenimiento de los pardmetros morfolégicos de longitud y volumen
celular, dentro de los valores normales depende de la expresién adecuada del gen fisZ.
Esta expresién estd regulada directamente por seiiales presentes en el grupo dcw
(Palacios et al., 1996; Flirdh et al., 1998; de la Fuente et al., 2001). En la figura 9 se
representan los resultados de la persistencia de los anillos Z en relacién a la
concentracién de la proteina FtsZ en la célula, los datos indican que las células de
VIP205 cultivadas a 37 °C y con 30 uM de inductor, requieren entre el 140 y el 160 %
de la concentracién de FtsZ presente en la estirpe parental, para mantener los parametros
morfolégicos normales. Estos resultados son coherentes con los valores obtenidos para
esta variable en estudios previos (Garrido et al., 1993; Palacios et al.,1996). Sin
embargo a 42 °C, la concentracién de FtsZ necesaria para mantener estos parametros
morfol6gicos de VIP205 iguales a los de la estirpe parental a la misma temperatura, es
aproximadamente del 107 % (ver Tabla 1). Esta observacién indica que los parametros
morfolégicos normales se alcanzan a diferentes niveles de la expresion del gen fisZ

dependiendo de las condiciones de crecimiento.
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Figura 9. Nimero de anillos de Z y viabilidad celular en funcién de la concentracién de FtsZ. En la
parte izquierda de la figura se representan los datos de desaparicion de anillos con respecto a la
concentracién de la proteina FtsZ, (A), relativizada con respecto al EF-Tu, al parental MC1061. El
nimero de anillos de Z por pm en los cultivos crecidos con 30 pM a 37 o 12 uM a 42 °C estén
representados por el simbolo (A). La cruces (*) indican el nimero de anillos por um en la estirpe parental
a cada temperatura. En la parte derecha de la grdfica se muestran las células viables, medidas como
unidades formadoras de colonias relativas al nimero de particulas (O), con respecto a la concentracién de
FtsZ. (@) se refiere a las células viables de la estirpe PAT84 a 42 °C.

Los resultados de la figura 8 también indican que la concentracion de FtsZ con
la cual la mitad de los anillos desaparece se encuentra entre el 60 (37 °C) y el 70 % (42
°C), con respecto al valor inicial, (equivalente al 94 y al 75 % de la concentracién
presente en la estirpe parental en las mismas condiciones de crecimiento) (ver Tabla 1).

Estas concentraciones se alcanzan a las dos temperaturas, aproximadamente al mismo
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tiempo en el que la cinética de incremento de particulas cesa de aumentar y se mantiene
constante. Esta observacién también indica que la concentracién de FtsZ necesaria para
que los anillos Z sean activos en divisién puede cambiar, dependiendo de las
condiciones de crecimiento. De acuerdo con estos datos, Palacios et al., 1996
encontraron que las células de la estirpe VIP205 cuando crecen a 37 °C con
concentraciones de IPTG que aportan un 80% de la concentracién de FtsZ que existia en
la estirpe parental, son mdas largas de lo normal. Estas células después de perder al
menos una divisién restablecian los ciclos de divisién con un tiempo de duplicacién
similar al observado en las células que tienen un 140 % de la concentracién de FtsZ y
tienen una longitud normal. En vista de los resultados actuales podemos pensar que el
menor nimero de anillos activos en divisién, cuando la concentracién de FtsZ alcanza el

80% con respecto a la estirpe parental, impedia la divisién temporalmente.

Pla et al., 1991, han encontrado que la desaparicién de FtsZ en la estirpe VIP2,
que contiene un alelo termonulo del gen ftsZ, tiene un efecto nocivo en la viabilidad
celular. Se ha medido la viabilidad, como ufc en placas con 30 uM de inductor, de las
células de la estirpe de VIP205 que se han pasado de IPTG a- IPTG, en estas
condiciones la concentracidon de proteina de FtsZ disminuye progresivamente. Las
células son capaces de crecer normalmente en ausencia de IPTG, medido por incremento
de la DO a 600nm, durante el tiempo completo de los experimentos (datos no
mostrados), por otra parte, no se ha observado lisis en los filamentos formados en los
cultivos. Ademds se ha comprobado que el tnico gen afectado en los niveles de su
expresién por la concentracién de IPTG es ftsZ (Palacios et al., 1996). Como se muestra
en la figura 9 las células de esta estirpe crecidas a 37 °C son viables incluso a
concentraciones de FtsZ que representan el 50 % de la cantidad presente en la estirpe
parental (ver Tabla 1). La viabilidad, sin embargo, se pierde rdpidamente a
concentraciones de la proteina mas bajas, tanto es asi que con valores del 30 % la
viabilidad estd disminuida en dos 6rdenes de magnitud. No estd claro el por qué la
eliminacién de FtsZ, cuya unica funcién descrita es su participacién en la divisién, tiene
un efecto en viabilidad celular, sin embargo estd claro que por debajo de un nivel
minimo de proteina la ausencia de FtsZ causa lesiones que son incompatibles con la vida

de la célula.
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En los resultados de la figura 9 también se muestra el efecto en la viabilidad
celular de la expresion del alelo mutante ftsZ84 a 42 °C durante 45 minutos. En este caso
un cambio a la temperatura restrictiva causa un descenso menor (un orden de magnitud)
en la viabilidad celular, que la pérdida de viabilidad de las células de VIP20S5 en
ausencia de inductor a 42 °C (dos 6rdenes de magnitud), y sobre todo con respecto a
37°C (tres 6rdenes de magnitud). La presencia de niveles de proteina mds altos y casi
constantes en relacién a los de la estirpe parental C600 acompafian esta mayor viabilidad

de PAT84 a 42 °C.

41



DISCUSION PERSISTENCIA DEL ANILLO DE DIVISION DE FtsZ

DISCUSION

El ensanﬁb]aje de la proteina FtsZ en un anillo es un requisito previo para la
divisién de la bacteria (Lutkenhaus and Addinall 1997; Margolin, 2000). Mediante una
fusioén de la proteina FtsZ a la GFP (Green Fluorescent Protein), Sun and Margolin,
1998, determinaron que el ensamblaje de la proteina de fusién en el anillo ocurre antes
de la division celular, incluso en los sitios que estdn considerados como pre-divisionales,
y que ocupan las posiciones de un cuarto y tres cuartos del eje longitudinal de la célula.
Por otra parte encontraron que el ensamblaje del anillo es dependiente de la
concentracién de FtsZ, y una vez que la divisién se completa la fusién rdpidamente se
desemsambla del anillo. Se ha descrito en Addinall et al., 1997b, que los anillos
formados por la proteina termosensible FtsZ84 son, al igual que la proteina, sensibles a
la temperatura y desaparecen rdpidamente después de que el cultivo ha alcanzado la
temperatura restrictiva. En ninguno de estos dos trabajos se han estudiado las

propiedades de la proteina silvestre.

Los anillos Z formados por la proteina silvestre FtsZ son capaces de
permanecer estables y activos bajo condiciones en las cuales la expresién del gen ftsZ
esta reducida. Aunque la cinética de desaparicién de anillos Z por unidad de longitud es
mas rdpida que la cinética de desaparicién de la proteina, en la célula persisten algunos
anillos incluso cuando los niveles de FtsZ caen al 50 % o por debajo, con respecto al
salvaje. Sin embargo, los anillos formados cuando la concentracion de FtsZ cae por
debajo de un nivel (aproximadamente del 60 %), no son totalmente funcionales o bien
no hay suficiente cantidad de ellos para continuar con la divisién normal. Esto queda
indicado en el enlentecimiento que se observa en la curva del incremento del nimero de
particulas. Nuestros datos sugieren que la total funcionalidad del anillo se logra a una
determinada concentracién de FtsZ, este hecho puede ser crucial para la divisién celular
y para mantener un equilibrio preciso de los niveles de FtsZ, manteniendo una relacién
entre la sintesis de FtsZ y su inactivacién. Mientras que en Caulobacter crescentus FtsZ
se degrada rdpidamente después del desemsamblaje del anillo (Quardokus et al., 1996;
2001), en E. coli no se conoce el destino de las moléculas de FtsZ una vez que se han
desensamblado del anillo, ya sea durante o después de la divisién. Por otro lado, hay

numerosas publicaciones que indican que la expresién del gen ftsZ puede estar
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finamente regulada por las necesidades de la célula, por medio de la abundancia de
seflales reguladoras implicadas en la expresion del agrupamiento dcw, tanto al nivel
transcripcional como post-transcripcional (de la Fuente ef al., 2001; Flirdh et al., 1998;

Palacios et al., 1996).

La persistencia y funcionalidad de los anillos Z estd también afectada por las
condiciones de cultivo. Aunque a 42 °C la desaparicion de la proteina FtsZ y los anillos
Z es mds rapida que a 37 °C, las células de VIP205 crecidas a 42 °C mantienen sus
pardmetros morfolégicos parecidos al parental MC1061, con unos niveles de la proteina
FtsZ muy similares. Esto no sucede a 37 °C donde la estirpe VIP205 requiere un nivel de
proteina de 140 % con respecto al silvestre para dividirse con la misma longitud y el
mismo volumen. Esta discrepancia sugiere que la regulacién de la divisién celular y
quizd el ensamblaje del anillo de Z pueden estar afectados por factores adicionales a

FtsZ.

Es sorprendente el resultado de que las células de la estirpe VIP205, por debajo
de un nivel de FtsZ, aunque sean capaces de crecer en masa (resultados no mostrados),
pierdan su viabilidad. Es posible que en ausencia de FtsZ, como ya ha sido apuntado
antes (Pla et al,1991), los sitios potenciales de divisiéon no estén ocupados por la
proteina, y de esta manera puedan atrapar o actuar como sumideros de algin
componente esencial de crecimiento. Los componentes de la maquinaria de replicacién y
segregacién del nucleoide bacteriano pueden quedar excluidos como posibles candidatos
a ser captados, ya que €l nimero y la posicién de los nucleoides no se ven afectados por
el descenso en la concentracion de FtsZ en VIP205 (resultados no mostrados). Por otra
parte, quizd los sitios potenciales de division sin FtsZ puedan generar regiones ldbiles
que a medida que las células van creciendo fueran haciéndose mds débiles y que

finalmente contribuyeran a matar a la bacteria.

A 42 °C la presencia de la proteina mutante FtsZ84 que se encuentra en
mayores niveles que en su parental C600, podria aliviar la pérdida de viabilidad de las
c€lulas de la estirpe PAT84. A esta temperatura FtsZ84 no es activa en divisién y se
desensambla muy rdpidamente desde los anillos Z (Addinall et al., 1997b). Esta proteina

aunque inactivada térmicamente podria, no obstante, retener cierta actividad que
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previniera los efectos nocivos en la viabilidad debidos a los mecanismos de trampa o de
debilitamiento. En conjunto los efectos de la inactivacién o disminucién de proteina
sobre la viabilidad celular sugieren que la localizacién del septo o el mantenimiento de
la localizacién pueden incluir a otros componentes celulares diferentes a FtsZ, y que la
proteina FtsZ pudiera tener actividades adicionales a la formacién del anillo Z durante la

divisidn celular.
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Niveles de las proteinas FtsZ, FtsA y ZipA y cinética de su

localizacion en el anillo de division durante el ciclo celular



INTRODUCCION NIVELES y LOCALIZACION DE FtsZ, FtsA y ZipA

INTRODUCCION

Durante el ciclo celular de E. coli ocurren varios sucesos discretos, tales como
la iniciacién de la replicacién del cromosoma, la segregaciéon del nucleoide, el
ensamblaje del anillo de FtsZ, y la divisién celular (Margolin, 2000; Donachie, 2001),
mientras que el crecimiento ocurre de manera continua. Cuando una bacteria crece con
tiempos de generacién de 20 minutos su cromosoma tiene multiples horquillas de
replicacién de DNA, observidndose la superposicién de ciclos de replicacién y de
divisiéon (Helmstetter and Pierucci, 1976). Para evitar que la bacteria se encuentre
siempre en periodo D en nuestro trabajo se cultivé la estirpe B/rK a 37 °C en un medio
minimo M9 suplementado con glucosa al 0,2%, en el que el tiempo de generacién de la
estirpe es de 49 minutos (datos no mostrados). Se ha elegido esta estirpe porque la
mayoria de los estudios fisiolégicos sobre ciclo celular de E. coli se han realizado con
ella, ademds las células se adhieren de manera muy eficaz a membranas de ésteres de
celulosa, lo que la hace adecuada para sincronizarla mediante la técnica de elucién de
células recién nacidas, segun el apartado 1.2 de Métodos. En estas condiciones se ha
estudiado, mediante microscopia de inmunofluorescencia, el ensamblaje del anillo de
divisién y por inmunodeteccion(western blot) los niveles de las proteinas FtsZ, FtsA y
ZipA, las tres proteinas que se localizan antes en el septo (ver introduccién general),

durante un ciclo celular completo.

Se ha descrito que la localizacién espacial del anillo Z en el centro celular se
puede controlar a través de dos mecanismos complementarios, la oclusién producida por
el nucleoide y la accién que ejercen las proteinas del sistema MinCDE (ver introduccién
general). Por otra parte, el momento temporal en el que tiene lugar el ensamblaje del
anillo parece depender de la replicacién del cromosoma, o bien de la fase de elongacién
como en Bacillus subtilus (Regamey et al., 2000), o bien de la fase de terminacién como
en E. coli (den Blaauwen et al., 1999). Aunque también se ha postulado que el
ensamblaje del anillo puede ocurrir de manera independiente de la replicacién del
cromosoma y dependiente del tamafio celular, ya que en células en crecimiento activo en
las que se ha inhibido el inicio de la replicacién se forman anillos Z (Gullbrand and
Nordstrom, 2000). Se ha encontrado que las actividades enzimética y de polimerizacién

de la proteina FtsZ dependen de su concentracién, no siendo capaz de polimerizar por

46



INTRODUCCION NIVELES y LOCALIZACION DE FtsZ, FtsA y ZipA

debajo de una concentracion de 1uM (Wang and Lutkenhaus, 1993; Sossong et al.,
1999). Esto sugiere que el ensamblaje del anillo Z podria controlarse, al menos en parte,

a través de la regulacién de los niveles intracelulares de FtsZ.

Existen indicios para pensar que los niveles de FtsZ puedan variar a lo largo del
ciclo, varios grupos han demostrado que el trdnscrito de ftsZ oscila durante el ciclo
(Garrido et al., 1993; Robin et al., 1990; Zhou and Helmstetter, 1994), y que esto es
importante, pues las estirpes en las que se ha eliminado esta oscilacién presentan
problemas al dividirse (Palacios et al., 1996). Se sabe que la transcripcion de ftsA 'y ftsZ
estd acoplada a la replicacién del cromosoma (Tormo et al., 1985; Liu et al., 2001). Por
otra parte, se ha visto en Caulobacter crescentus que los niveles de FtsZ se regulan de
manera dependiente del ciclo celular (Quardokus et al., 1996). FtsZ se sintetiza durante
la diferenciacién de las células no mdviles y la localizacion del anillo Z tiene lugar en
ese momento. Aunque se aumente de manera artificial los niveles de FtsZ en las células
moviles, no se forman anillos (Quardokus et al, 2001), esto demuestra que el
posicionamiento y el momento en el que aparecen los anillos estd acoplado al ciclo
celular y que no sélo depende de los niveles de FtsZ. También se han descrito las
variaciones dependientes de ciclo celular en el nivel de esta proteina en Prochlorococcus

sp (Holtzendorf et al., 2001).

Trabajos de Lutkenhaus y colaboradores no han encontrado oscilaciones en los
niveles de 750 proteinas durante el ciclo celular de E. coli (Lutkenhaus et al., 1979). Un
estudio mds reciente muestra una cierta variacion en tres proteinas de entre un total de
1000 analizadas (Bechtloff et al., 1999), aunque la relacién de estas proteinas (los
productos de los genes dps, gapA y pyrl) con el ciclo celular es incierta. En una
aproximacién mas directa se ha descrito el caso de la proteina Dnak, proteina de la
familia de actina que se induce por choque térmico y que est4 implicada en los procesos
de inicio en la sintesis de DNA. En C. crescentus tanto el mensajero como la proteina
DnaK sufren una variacién dependiente de ciclo celular (Gomes et al., 1990), sin
embargo la sintesis de la proteina DnaK durante el ciclo celular de E. coli es constante
(Hupp et al., 1994). Por otro lado se ha investigado la dependencia respecto a ciclo de la
mayoria de las proteinas de unién a penicilina de E. coli (Wientjes et al., 1983) y se ha

encontrado que no varian.
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Para que se puedan localizar las proteinas FtsA y ZipA es necesaria la presencia
en el anillo de FtsZ. Es conocido desde hace tiempo que la relacién que existe entre los
niveles de las proteinas FtsZ y FtsA es critica para la divisién y que existe una
interaccion entre estas dos proteinas. Se ha podido comprobar que también existe una
interaccion entre FtsZ y ZipA y que el extremo C terminal de FtsZ es indispensable para

ello (ver introduccion general).
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RESULTADOS

1. Comprobacién del grado de sincronia

Las células de la estirpe B/rK de E. coli cultivadas en medio minimo M9
suplementado con 0,2 % de glucosa a 37 °C tienen un tiempo de generacién de 49
minutos (datos no mostrados). A partir de este cultivo y mediante la técnica de elucién
de membrana (Helmstetter, 1969), se obtuvieron células recién nacidas segtin lo descrito

en el apartado 1.2 de métodos.

Se controlé el grado de sincronia de los cultivos siguiendo la distribucién del
nimero de particulas por mililitro y del tamafio celular de una poblacién (moda y la
mediana). Mientras las células aumentan en masa el numero de particulas no varia, pero
en el momento de la divisién se produce un incremento al doble aproximadamente
(figura 10 A), sin embargo esta medida es poco fiable debido a la incertidumbre que se
introduce al elegir los puntos que forman los segmentos horizontales de la
representacién grafica. Las células recién nacidas tienen aproximadamente el mismo
tamafio celular, a lo largo del crecimiento este tamafio va progresivamente aumentando
hasta llegar al momento de la divisién en el que disminuye al repartirse entre las dos
hijas, por lo tanto la mediana en el momento de la divisién disminuye (figura 10 B), este
es un modo de representacién més fiable ya que no existe incertidumbre en la
representaacién de un valor que disminuye de manera brusca en un tiempo determinado.
La representacién de la moda (figura 10 C) de un cultivo sincrénico, en los tiempos que
coinciden con la divisidn de las células, se caracteriza por una curva bimodal, donde uno
de los valores de la moda, el mayor, se refiere a las células no divididas, y el otro dato a

las células ya divididas.

Una medida mdas exacta del grado de sincronia se puede calcular en base a la

férmula desarrollada por Scherbaum et al., 1959.
F= [(n-no)/ng * [ 1- (/1) ]

F es el grado de sincronia, n, es el nimero inicial de particulas, n el nimero final, t el

intervalo de tiempo en el que coexisten dos modas y T es el tiempo de generacién. La
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sincronia serd tanto mayor cuanto mas se aproxime F a 1. Para cada uno de los tres
cultivos estudiados el factor F fue de 0,75, 0,76 y 0,82. Estos datos muestran que el

grado de sincronia es aceptable y itil para hacer estudios de sucesos durante el ciclo

celular.
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Figura 10. Cinética del aumento del tamafio celular y de las particulas durante un cultivo sincrénico
en la estirpe Br/K. Se tomaron muestras en tres experimentos diferentes cada 5 minutos y se procesaron
segun lo explicado en el apartado 1.2 de métodos. En el panel A se representa la moda, el B la mediana y
el C el nimero de particulas por ml. Todos los valores se relativizaron con respecto al tiempo cero. La
linea discontinua indica el tiempo de generacién (49 minutos).
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2. La concentracion de las proteinas FtsZ, FtsA y ZipA permanece constante a lo

largo del ciclo celular

Se han analizado los niveles de FtsZ durante un ciclo celular completo
mediante western blot (apartados 2.2 y 2.4 de métodos), en tres cultivos sincrénicos
independientes. El nimero de moléculas de FtsZ por célula en esta estirpe y en fase
exponencial es de aproximadamente 3100 (datos no mostrados), este nimero estd por
debajo del limite inferior del rango 5000-20000 calculado para las estirpes K12 (Pla et
al., 1991; Bi and Lutkenhaus, 1991). Este hecho y la baja densidad celular obtenida en
los cultivos sincrénicos (10° células/ml) dificulta la obtencién de una medida directa y
fiable del nimero de moléculas de FtsZ por célula, ya que pequeiias pérdidas de muestra
pueden ser importantes. De esta manera se uso6 el factor de elongacién Tu (EF-Tu) como
marcador interno para corregir las pérdidas de muestra y los errores de carga, debido a
que este factor estd relacionado con la masa celular (Furano, 1975), asi la relacién que
hay entre los niveles de FtsZ y EF-Tu se tomé como un medida de la concentracién de la
proteina FtsZ en las células (unidades de FtsZ por unidad de masa celular) (ver apartado
2.4 de métodos). La comparacion de los resultados de los tres experimentos muestra que
esta concentracion es constante a lo largo del ciclo celular (figura 11 A). La dispersién
de los datos dentro de cada experimento es similar al error experimental de la técnica,
para cada experimento los coeficientes de variacién fueron de 8.8, 11,1 y 18,8 % y el
error experimental de una serie de resultados a partir de una misma muestra analizada en
un mismo y en diferentes geles de acrilamida fue del 11,7 %. Si hubiera alguna variacién
de los niveles de la proteina asociada al ciclo celular seria mds baja que el error
experimental de la técnica, y es dificil suponer que una variacién tan pequeiia tenga

alguna relevancia fisiolégica.

Se analizaron los niveles de las proteinas FtsA (figura 11 B) y ZipA (figura
11C) en dos experiementos sincrénicos, mostrando que la concentracién de ambas

proteinas, con respecto al EF-Tu, es también constante durante el ciclo celular.
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Figura 11. Niveles relativos de FtsZ, FtsA y ZipA durante un ciclo celular completo. Se tomaron
muestras cada 5 minutos (apartado 1.2 de materiales y métodos) y analizaron por inmunodeteccién usando
anticuerpos especificos para cada proteina (apartado 2.2 de métodos). Todas las medidas se relativizaron
con respecto a EF-Tu, y en todos los casos a la relacién entre FtsZ/EF-Tu a tiempo cero se le asigné el

FtsA/EF-Tu unid. relativas FtsZ/EF-Tu unid. relativas
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valor de 1. En cada gréfica se representan los datos de dos experimentos, excepto para FtsZ que son tres.
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3. Ensamblaje del anillo Z durante el ciclo celular

El andlisis del ensamblaje del anillo Z por microscopia de inmunofluorescencia
muestra tres tipos de células: células sin anillos (figura 12 A), células caracterizadas por
la presencia de dos puntos fluorescentes a ambos lados del centro celular (figura 12 B), y
células con un anillo completo de localizacién mas precisa, segin la definicion de anillo
descrita en el capitulo 1 (figura 12 C). Un anillo puede observarse como dos puntos
opuestos debido a que las imdgenes de fluorescencia son representaciones
bidimensionales de intensidades fluorescentes tridimensionales que causan en los bordes
de las bacterias una sobreexposicion comparada con la superficie central (Sun and
Margolin et al., 1998). A estas estructuras se les ha denominado “anillos abiertos” frente
a los “anillos cerrados” presentes en el tercer tipo de células (den Blaauwen et al., 1999).
Alguna de las células sin anillos muestran un tnico punto con poca senal de
fluorescencia en el futuro sitio de division, estos puntos pudieran ser los precursores de
los anillos abiertos, pero como resultaron ser dificiles de discriminar con respecto a los

acumulos inespecificos se consideraron como células sin anillo.

A B C

Figura 12. Etapas en la formacion del anillo de FtsZ. Las células se observaron por microscopia de
inmunofluorescencia con el anticuerpo monoclonal Mab4 en un cultivo sincrénico. Panel A, célula recién
nacida sin anillo. Panel B, célula con un anillo abierto. Panel C, célula con un anillo cerrado. La barra
mide 2 ym.

La frecuencia de estos tipos celulares en la poblacion (figura 13) varia con la
longitud celular, dando lugar a una secuencia de estados bien diferenciados en el
ensamblaje del anillo Z. Las células recién nacidas son las mds pequeiias y no tienen
anillo, a medida que la longitud celular aumenta las células desarrollan la estructura
Ilamada anillo abierto, que mds tarde da lugar a un anillo cerrado, formado antes que la

constriccion y que se mantiene hasta la separacion de las dos células hijas.
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Figura 13. Patrones de localizacién de FtsZ, FtsA y ZipA en relacion con la longitud celular durante
el ciclo. Se tomaron muestras cada 5 minutos (apartado 1.2 de métodos) y se analizaron por microscopia
de inmunofluorescencia usando anticuerpos especificos para cada proteina (apartado 2.2 de métodos). En
gris claro se representa el porcentaje de células sin anillo, en gris oscuro el de células con anillo abierto y
en negro el de células con anillo cerrado. La longitud media de las células recién nacidas fue de 2,26
(FtsZ), 2,36 (FtsA) y 2,26 pm (ZipA). Se desestimaron las células de longitud superior a 2 veces la
longitud media inicial, en las que las proporciones de células de una y otra clase eran aberrantes, debido
tanto a la sospecha de que las células estuvieran fisiolégicamente alteradas al no ocurrir en estas c€lulas la
divisi6n a longitudes normales, como a que su nimero era inferior al 2 % del total.
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Para poder relacionar el momento del ensamblaje del anillo Z con otros sucesos
del ciclo celular como la replicacién y segregacioén del cromosomas, realizamos una
representacion de los porcentajes de los diferentes tipos celulares con respecto al tiempo
(figura 14). La figura muestra que la etapa de anillo abierto abarca un amplio periodo de
tiempo, alcanzando un maximo entre los 25 y los 40 minutos. Por otra parte la etapa de
anillo cerrado estd mds delimitada teniendo un miximo entre los 40 y los 45 minutos. El
tiempo de replicaciéon del DNA (periodo C) para la estirpe B/rK cultivada en medio
minimo es de 42 minutos y el tiempo que tardan las células una vez que han replicado su
material genético en dividirse (perfodo D) es de 14 minutos (Helmstetter an Pierucci,
1976). Para un cultivo con un tiempo de generacién de 49 minutos, el periodo C
comienza 7 minutos antes de la division y finaliza en el minuto 35, cuando las células
estdn ya en la etapa de anillo abierto. Esto significa que el ensamblaje del anillo Z en el
centro celular comienza mientras el cromosoma estd todavia replicdndose. No parece
necesario que tenga lugar la segregacién de los cromosomas para la localizacién del
anillo, aunque si para la divisién ya que la etapa de anillo cerrado se alcanza después de
terminada la replicacién. A partir del minuto 50 del sincrénico se observa una caida
paulatina del porcentaje de células con anillo tanto abierto como cerrado, esto coincide
con el momento de la divisién, y la separacién de las células hijas mediante la ruptura
del septo de divisién. Estas células hijas no tienen anillo, lo que ocasiona que el nimero

de células sin anillo en la poblacién se mantenga siempre alto.

Los patrones de inmunolocalizacién de FtsA y ZipA son practicamente
idénticos al de FtsZ, mostrando también tanto anillos abiertos como cerrados (figuras 13
y 14). Previamente se ha descrito que la localizacién de FtsZ en el anillo es
independiente de ambas proteinas, mientras que la localizacién de FtsA y ZipA depende
de FtsZ (Addinall et al., 1996b; Hale and de Boer 1999). La técnica de elucién de
membrana empleada no permite distinguir entre sucesos que ocurren con una diferencia
de tiempo pequeiia (2-3 minutos) (Grover and Helmstetter, 1995), lo que quiere decir
que si los patrones de localizacién de FtsZ, FtsA y ZipA fueran distintos la diferencia se
encontraria por debajo del poder de resolucién de la técnica. En el caso de las proteinas
FtsA y ZipA la etapa de anillo abierto aparece al mismo tiempo que para FtsZ, y en

todos los casos antes de la formacién del anillo cerrado. Este dato demuestra que las tres
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proteinas se ensamblan pronto en el ciclo celular en un anillo difuso que da lugar

posteriormente a un anillo completo, antes de la division celular.
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Figura 14. Secuencia temporal de localizacién de FtsZ, FtsA y ZipA durante un ciclo celular
completo. Se tomaron muestras cada 5 minutos (apartado 1.2 de métodos) y se analizaron por microscopia
de inmunofluorescencia usando anticuerpos especificos para cada proteina (apartado 2.2 de métodos). La
letra R indica el final de la replicacién (35 minutos) y 1a D el final de la divisi6n (49 minutos).
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DISCUSION

En cultivos sincrénicos de la estirpe B/rK, obtenidos por la técnica de elucién
de membrana de células recién nacidas, se han analizado los niveles de FtsZ, FtsA y
ZipA, ademds del ensamblaje de estas proteinas de divisién en un anillo, durante un

ciclo celular completo.

Mientras que los niveles de las tres proteinas son constantes durante el ciclo, el
ensamblaje del anillo es un proceso periddico con tres etapas; después de la divisién las
células recién nacidas no tienen anillos. Después aparece una estructura difusa
caracterizada por dos puntos fluorescentes a cada lado del centro celular y en una dltima
etapa se desarrolla un anillo completo de localizacién mds precisa. Estos resultados son
similares a los obtenidos del andlisis de la formacién del anillo Z en cultivos de
crecimiento muy lento y mantenidos en equilibrio (den Blaauwen et al., 1999) y en
células que expresan una proteina de fusién FtsZ-GFP ( Sun and Margolin, et al., 1998).
El mismo patrén se ha observado con los anillos de las proteinas FtsA y ZipA. Por lo
tanto las tres proteinas de divisién ensamblan en un anillo abierto durante la replicacién

y en un anillo cerrado antes de la segregacion de los cromosomas.

Es bien conocido que los niveles de FtsZ pueden controlar la divisién celular
(Ward and Lutkenhaus, 1985; Palacios et al., 1996), ademds entre las proteinas de
divisién conocidas es la primera que se ensambla en el anillo, y es diana de inhibidores
de la divisién celular como sulA y minC (ver introduccién general). Todos estos datos
sugieren que FtsZ podria controlar el momento en el que la maquinaria de divisién entra
en funcionamiento. El control pudiera tener lugar a través de la concentracion de FtsZ
durante el ciclo celular, o bien a través de su actividad enzimética o de polimerizacién,
ambas, a su vez, dependientes de la concentracién (Wang and Lutkenhaus, 1993;
Sossong et al., 1999). Este mecamismo de control por la concentracién se ha encontrado
en Caulobacter crescentus (Quardokus et al., 1996; 2001) y problablemente también en
Prochlorococcus sp (Holtzendorf et al., 2001). En Bacillus subtilus, por el contrario, los

niveles de FtsZ no estdn relacionados con el ciclo celular (Rowland et al., 1997).
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La carencia de periodicidad en la concentracién de las proteinas de divisién, y
en particular de FtsZ que hemos encontrado fue inesperada. Varios grupos han
demostrado que el mRNA de ftsZ varia ciclicamente en cultivos sincrénicos (Garrido et
al., 1993; Robin et al., 1990; Zhou and Helmstetter, 1994). No estd claro si esto
representa un suceso regulado relativo al ciclo celular o si simplemente refleja un
aumento de copias de la regién ftsQAZ del cromosoma al pasar la horquilla de
replicacion por el minuto 2.5 (Zhou and Helmstetter, 1994). En cualquier caso la
oscilacién del mensajero parece que se requiere para que la célula se divida
normalmente ya que en la estirpe VIP205 que tiene una expresién continua de FtsZ a
partir de un promotor inducible, las células necesitan un 40 % mds de proteina para no
filamentar (ver capitulo 1). Se ha propuesto que la oscilacién puede derivar de un
mecanismo de acoplamiento entre la divisién celular y la replicacién del cromosoma
(Liu et al., 2001). Un mRNA que oscila y produce un patrén constante de proteina
podria indicar que existen mecanismos de regulacion postranscripcional controlando el
nivel de FtsZ, es posible imaginar una modulacién de la traduccién por un mRNA
antisentido. En realidad, se ha encontrado que la traduccién del mRNA de ftsZ puede ser
inhibida por dos RNAs antisentido diferentes, dicF, codificado en un profago defectivo
(Bouché and Bouché, 1989) y stfZ, que se inicia en la regién 5” de ftsZ y abarca parte del
37 de ftsA (Dewar and Donachie, 1993).

Que la concentracion de FtsZ en las células de E. coli sea constante a lo largo
del ciclo celular, implica que el nimero de moléculas por célula oscila, incrementdndose
a medida que la célula aumenta en masa y disminuyendo justo después de la divisién.
Estos datos apoyan la idea de que la divisién requiere una cantidad fija de FtsZ y que la
divisién tiene lugar una vez que esta cantidad se alcanza (Aldea et al., 1990; Pla et al.,

1991; Sun and Margolin, 1998).

Hemos demostrado que las concentraciones de FtsA y ZipA también son
constantes, al igual que FtsI (Wienttjes et al., 1983). Esto no es sorprendente porque
estas tres proteinas dependen de FtsZ para su localizacién en el anillo. De hecho, la
localizacion de todas las demds protefnas de divisién depende de FtsZ y no pueden, por

lo tanto, regular el control temporal del ensamblaje del anillo Z. Estos resultados parecen
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indicar que las protefnas de ciclo celular en E. coli se sintetizan de manera continua, de

acuerdo con el estudio de Lutkentaus, 1979.

Para que el ensamblaje y el desemsamblaje del anillo Z esté basado solamente
en los mecanismos dependientes de la concentracién de
polimerizacién/despolimerizacién, es necesario que los niveles de FtsZ oscilen alrededor
de la concentracion critica de polimerizacién. Esta concentracién in vitro es de 1 pM
(Wang and Lutkenhaus, 1993; Sossong et al., 1999), mientras que la concentracién de
FtsZ en células de E. coli en crecimiento exponencial es de alrededor de 10 uM (Pla et
al., 1991; Dai an Lutkenhaus, 1992; Lu et al., 1998). Nuestros datos no muestran que
exista una oscilacién semejante, por lo que se puede suponer que en la regulacién del
ensamblaje del anillo ademdas de la polimerizacién de FtsZ, debe existir algin otro
mecanismo. Se ha sugerido que la proteina FtsZ puede sufrir cambios en la estabilidad, o
en la regulacién de su actividad por modificaciones covalentes (Joseleau-Petit et al.,
1999). Este tltimo mecanismo implica la existencia de mas de una forma de proteina
con actividades diferentes. Aunque se han encontrado preparaciones de FtsZ
heterogéneas en algunos trabajos (RayChaudhuri and Park, 1992; Lu et al., 1998), el
origen de esta heterogeniedad y su relevancia fisidlogica son desconocidas. Quiza el
control temporal del ensamblaje se pueda alcanzar a través de variaciones ciclicas en la
actividad de FtsZ o en la concentracién de una de sus formas especifica para ser activa

en la septacion.
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INTRODUCCION REGULACION METABOLICA DE LA FORMACION DEL ANILLO Z

INTRODUCCION

La formacién del anillo Z es el primer suceso molecular conocido que tiene
lugar en el proceso de divisién bacteriana (Bi and Lutkenhaus, 1991). Su aparicién en el
momento adecuado y su colocacién en el lugar preciso son dos sucesos clave para que la
divisién celular sea normal (Addinall and Lutkenhaus, 1996a; Margolin, 2000, 2001).
Durante estos tltimos afios se ha estudiado la presencia del anillo Z en células en
crecimiento exponencial, es decir en células en desarrollo activo, lo que ha sido muy util
para determinar la relacién del anillo Z con otras proteinas de divisién utilizando
mutantes en esas proteinas (Addinall et al., 1996b; Hale et al., 1999; Yu et al., 1998;
Chen and Beckwith, 2001; Mercer and Weiss, 2002). FtsZ purificada es capaz de formar
polimeros in vitro de manera acoplada al consumo del nucleétido GTP y dependiente,
entre otras condiciones de la concentracion de proteina en el medio (ver introduccion
general). De esta manera, cuando el nucleétido se agota el polimero de FtsZ se desarma
(Mukherjee and Lutkenhaus, 1998). Adem4s es necesario la presencia del i6n Mg®* para
que se produzca el ensamblaje de los filamentos. También se ha comprobado que la
adicién de calcio al medio da lugar a la formacién de haces de polimeros (Mukherjee
and Lutkenhaus, 1999), debido a que la actividad GTPasa de FtsZ estd disminuida de
manera que los polimeros de FtsZ permanecen durante més tiempo. Este mismo efecto
se ha observado con DEAE-dextrano (Erickson et al.,1996) o en presencia de la proteina
ZipA purificada (Hale et al., 2000). En este trabajo hemos analizado la formacién del
anillo Z en cultivos con diferentes condiciones de crecimiento, en presencia de azida
sédica, del antibidtico decoinina o provocando en las células una respuesta estricta, que
se sabe disminuyen el metabolismo energético y los niveles del GTP celular (Grossman
et al., 1988; Huh et al., 1996; Cashel et al., 1996), para determinar alguno de los factores

metabdlicos que puedan estar implicados en la regulacién del ensamblaje.

La azida sédica es un inhibidor irreversible del complejo enzimético ATP
sintasa, entre otras enzimas (Oliver et al., 1990). Este complejo estd formado por dos
sectores cada uno con varias subunidades, el sector F, que tiene actividad de sintesis de
ATP y el sector F, implicado en el transporte de protones. La azida sédica se une al

sector F, impidiendo la sintesis de ATP (Hutcheon et al., 2001). Sin embargo este
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tratamiento es muy poco especifico, ya que agota el ATP y por tanto el GTP, totalmente,
para evitar este problema se buscaron inhibidores especificos como la decoinina. Este
producto inhibe de manera reversible la GMP sintasa, asi se bloquea la conversién de
XMP a GMP, lo cual causa una caida en las concentraciones de GDP y GTP de la célula
sin afectar a los niveles de ppGpp vy pppGpp (Grossman et al., 1988; Huh et al., 1996).
Las células de B. subtilis en fase exponencial de crecimiento, incluso en medio rico,
incrementan tres veces su tiempo de generaciodn tras la adiccion de este producto a una
concentracion de 500 ug/ml (Grossman et al., 1988), y terminan esporulando al cabo del

tiempo (Fouet et al., 1989).

La respuesta estricta es otro método, aunque menos especifico, para reducir el
nivel de GTP de la célula. Es consecuencia de la caida en la capacidad de la
aminoacilacién del tRNA, asi la célula por un lado acumula ppGpp y pppGpp debido a
la translocacién fallida entre los sitios A y P del ribosoma, y por otro lado no puede
mantener normalmente la demanda de sintesis de proteinas (Cashel et al, 1996).
Muchos de los efectos que provoca esta respuesta se deben a la acumulacion de los
derivados de GTP: ppGpp y pppGpp.- El conjunto de ambas moléculas es conocido con
las siglas (p)ppGpp (Cashel, 1969). Las células con un crecimiento rdpido en fase
exponencial tienen un nivel basal de (p)ppGpp de 10-30 pmol, este nivel se incrementa
de 10-20 veces después de inducir la respuesta estricfa por carencia de uno o mas
aminoécidos requeridos, y el nivel de GTP cae aproximadamente al 50% durante ese
tiempo (Cashel, 1969; Fiil et al., 1972). Después de afiadir al medio de cultivo lon
aminodcidos requeridos se produce una caida de los niveles de (p)ppGpp (Gallant et al.,
1972). El ppGpp es un regulador global de la expresién que afecta a la expresion del
factor de fase estacionaria G°, se ha observado que la filamentacién producida por una
RNA polimerasa alterada puede suprimirse por un aumento en los niveles de ppGpp
(Vinella and D’Ari, 1994). Se ha demostrado por Powell and Court, 1998 que un
incremento en los niveles de esta molécula provoca una mayor transcripcion del gen
ftsZ, otros autores han observado que con los niveles elevados de ppGpp la PBP2 no es

necesaria en E. coli (Vinella et al., 1992).
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RESULTADOS

1. El mantenimiento del anillo Z requiere un metabolismo celular activo

La azida sédica es un inhibidor irreversible de la enzima ATP sintasa (Oliver et
al., 1990), que provoca una caida total en los niveles de ATP y GTP en la célula
(Hutcheon et al., 2001), y da lugar a la muerte celular. En estas condiciones nos
propusimos comprobar lo que sucedia con el anillo Z en un periodo de tiempo corto.
Pudiera ser que el anillo Z mantuviera su estructura aunque no fuera funcionalmente
activo, o por el contrario que se desarmara rdpidamente. Este ultimo suceso indicaria que
el anillo formado por el ensamblaje de monémeros de la proteina FtsZ necesita energia,

es decir un metabolismo activo para permanecer en la célula.

En la figura 14 se puede observar cémo el nimero de anillos en tan sélo dos
minutos después de haber afiadido azida sédica, desciende a un 20 %, llegando aun 1 %
a los cinco minutos. Sin embargo, la concentracién de la proteina FtsZ no varia a lo
largo del experimento, indicdndonos que la ausencia de anillos no se debe a la
degradacién de la proteina. Dado que la azida sédica paraliza el sistema energético
(Hutcheon et al., 2001), y que nuestros resultados indican que el porcentaje de los
anillos sufre un descenso del 99 % de manera rdpida con este producto, se puede
concluir que el anillo no es una estructura estable, sino que depende de un metabolismo
activo, posiblemente porque requiere GTP, teniendo en cuenta que los polimeros
formados en solucién por esta proteina contienen fundamentalmente GTP (Mingorance

et al., 2001) u otros intermediarios de su metabolismo.
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Figura 14. Cinética del nivel de FtsZ y del mimero de anillos en presencia de azida sédica. A un
cultivo en crecimiento exponencial de la estirpe MC1061 a 37°C se le afiadié 15 mM de azida sédica a
tiempo cero. La proteina se detecté mediante western blot con los anticuerpos anti FtsZ MVI9 y el anti
EF-Tu (ver apartado 2.4 de Métodos). Para la inmunofluorescencia se usé el anticuerpo monoclonal Mab4
y se analizaron 100 células por tiempo. Al tiempo cero en ambos experimentos se le asigné el valor
relativo de 100, y los valores reales fueron de 1 para FtsZ/EF-Tu y de 0,25 para anillos/um. Los simbolos
representan: [ % FtsZ/EF-Tuy @ % anillos/um.

2. La disminucion de los niveles del GTP celular provoca un aumento en la

concentracion de FtsZ

El tratamiento con azida sédica es muy poco especifico puesto que afecta a los
niveles de ATP, y por tanto a los de GTP de manera indirecta. Para determinar si el
consumo de energia del anillo se realiza inicamente a causa de la actividad GTPasa de
FtsZ o si hay algiin otro factor dependiente de ATP, pero independiente de GTP, se
realizé un experimento con decoinina. Este antibi6tico al inhibir a la enzima GMPsintasa

se puede utilizar para disminuir de manera especifica el nivel de GTP en la célula.

El resultado obtenido no fue muy claro, pues no puede eliminarse totalmente el
GTP sin que se produzca la muerte celular. El crecimiento celular si que estd afectado,
como se puede comprobar comparando los tiempos de generacién (figura 15) con el

inhibidor (41 minutos) y sin €l (26 minutos).
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Figura 15. Cinética del nivel de FtsZ y del niimero de anillos en presencia de decoinina. A un cultivo
de MC1061 a 37 °C y en fase exponencial de crecimiento, se le afiadié decoinina a 500 pg/ml, y
posterirmente se elimin el inhibidor por filtracién (linea discontinua). Las medidas se hicieron como se
indica en el pie de la figura 14. Al tiempo cero en ambos experimentos se le asigné el valor relativo de

100, y los valores reales fueron de 1 para FtsZ/EF-Tu y de 0,24 para anillos/um. Siendo el ® %anillos/um,
el O % FtsZ/EF-Tu y el A DO a 600 nm. Los resultados son la media de dos experimentos.

El nivel de FtsZ se incrementa hasta el 160 % con respecto al tiempo cero en
presencia de decoinina, y rdpidamente es degradada al 62 % en el momento en que el
antibiético se elimina del medio de cultivo. No obstante, el nimero de anillos por unidad
de longitud précticamente no varia. Una interpretacion a este aumento de FtsZ en
presencia de un compuesto que disminuye el GTP-GDP celular, es que se produjese una
induccién especifica de la expresioén de ftsZ (y quizé de otros genes del grupo dcw), o

una estabilizacién de la proteina, que pudiera favorecer el ensamblaje del anillo o Ia
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unién entre los monémeros de FtsZ que oligomerizan con GDP (Rivas et al., 2000). De
esta manera, las células podrian mantener el anillo de divisién. En este experimento se
ha observado que el tamafio de las células tratadas con decoinina se mantiene en un
valor medio de 3.0 um (datos no mostrados), pero una vez que se elimina el inhibidor y
se restablecen los niveles normales de GTP en la célula, se produce una disminucién
transitoria del tamafio celular, debida quizd, a que en ese momento con exceso en la
cantidad de proteina y con suficiente cantidad de nucleétido la célula se divide
inmediatamente, dando lugar a dos células hijas de tamafio inferior al que tenia la célula

madre.
3. Efecto de la respuesta estricta sobre la formacién del anillo Z

Otro método diferente y menos especifico para reducir el nivel de GTP en la
célula es la induccioén de la respuesta estricta, llevada a cabo mediante el cambio de
medio de cultivo, desde uno rico como es LB (Lennox, 1955) a un medio sin fuente de
nitrégeno (aminoécidos requeridos) y/o de carbono. En una primera aproximacion, se
realiz un experimento con cambio de medio a PBS (tampén fosfato salino), medio
compuesto exclusivamente por sales, y que carece, por tanto, de fuente de nitrégeno y de
carbono. En la literatura se han descrito las alteraciones fisiolégicas producidas por los
cambios de medio de cultivo, tanto desde uno rico a uno pobre como al contrario. Se
conoce desde hace afios que la sintesis de RNA y de proteinas varfa durante los cambios
de medio. Las células cultivadas en un medio rico sufren una inhibicién en la sintesis de
RNA vy de las proteinas en el momento del cambio a un medio pobre, que persiste hasta
que se alcanza una nueva velocidad de crecimiento (Maaloe et al., 1966). Por el
contrario, cuando el cambio es desde un medio minimo a uno rico, la sintesis del RNA
se incrementa rdpidamente para aprovechar las caracteristicas del nuevo medio, seguida
de un aumento en la sintesis de proteinas. La sintesis de DNA y la division celular se

mantiene hasta que el cultivo se adapta al medio rico (Brunschede et al., 1977).

En el experimento que hemos realizado con PBS, el crecimiento celular,
medido como incremento en la DO, se detuvo inmediatamente, sin embargo al volver a
medio rico el crecimiento se recupera rapidamente (T de 30 minutos) (Fig. 16). El nivel

de la proteina FtsZ no se ha calculado como en casos anteriores, relativizdndolo con
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respecto al EF-Tu, debido a que esta proteina estd bajo el control de la respuesta estricta
(Furano and Wittel, 1975), y el numero de moléculas de EF-Tu lejos de ser constante,
varia entre un medio rico y otro minimo (ver apartado 2.4 de métodos). El nivel de FtsZ
en las células con PBS se reajusta en tan s6lo 2 minutos hasta un nuevo nivel,
aproximadamente un 60 % del valor obtenido para FtsZ en medio rico (tiempo cero), en
el que permanece estable. Por otra parte, al realizar el nuevo cambio a LB, los niveles de
FtsZ de manera muy rapida alcanzan los que ya existian a tiempo cero, probablemente
debido a la sintesis de un 40 % mds de nueva proteina. Esta sintesis, al igual que la
degradacién son muy rdpidas. El nimero de anillos por unidad de longitud cae
gradualmente de manera mds lenta, aunque mds pronunciada que la proteina, llegando al
minimo a los 30 minutos; siendo la recuperacién mds rdpida que la pérdida. Los datos
demuestran que con un 60 % de FtsZ con repecto al valor en LB, las células son capaces
de mantener durante 10 minutos el 70 % de los anillos, y que posteriormente este
porcentaje cae hasta el 15 %, sin que varien los niveles de FtsZ. La recuperacion del
nimero de los anillos en LB, asi como del crecimiento y la divisién celular, sugiere que
existe un nivel critico de FtsZ, correspondiente al 60 %, por debajo del cual la proteina

es insuficiente para formar y mantener los anillos, y para que éstos sean activos.
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Figura 16. Persistencia del anillo Z y nivel de FtsZ en medio de cultivo PBS. Un cultivo en fase
exponencial de MC1061 a 37°C en LB, a tiempo cero se filtrd, se lavé y se resuspendi6 en PBS. La linea
vertical en la gréfica sefiala el cambio a medio rico. La proteina se detecté mediante western blot con el
anticuerpo anti FtsZ MVJ9. Para la inmunofluorescencia se usé el anticuerpo monoclonal Mab4 y se
estudiaron 100 células por tiempo. Al tiempo cero en ambos experimentos se le asigné el valor relativo de
100, y los valores reales fueron de 1 para FtsZ y de 0,25 para anillos/um. Siendo el ® % anilios/um, el [0
% FtsZ y el A DO a 600 nm. Los resultados son la media de dos experimentos.

Para confirmar los resultados obtenidos se realizé un experimento similar con
medio minimo M9 suplementado con glucosa al 0.2%, provocando en este caso la
respuesta estricta por ayuno exclusivamente de los aminodcidos requeridos. Los
resultados del experimento son similares a los obtenidos con el medio PBS (Fig. 16). En

tan sélo dos minutos el nivel de la proteina FtsZ desciende hasta su nuevo nivel del 60%,
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con respecto al valor obtenido para FtsZ en medio rico (tiempo cero), y otros dos
minutos tarda en recuperarse la proteina después del cambio a LB. Este dato nos sugiere
que la degradacién de la proteina FtsZ cuando la misma no se utiliza en divisién (DO
constante en M9) es muy rdpida, tanto como la sintesis cuando es necesaria (T de 30
minutos en LB). En la figura 17 se observa que por debajo del 60 % de FtsZ los anillos
no se mantienen, provocando una caida en su nimero de hasta el 75 % con respecto al
valor a tiempo cero, sin embargo cuando el nivel de la proteina supera este umbral, y
puesto que la divisién celular se restablece, podemos suponer que la proteina se

ensambla en anillos funcionales.
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Figura 17. Persistencia del anillo Z y nivel de FtsZ en medio de cultivo M9. Un cultivo en fase
exponencial de MC1061 a 37°C en LB, a tiempo cero se filtrd, se lavé y se resuspendié en MM+0,2%
glucosa. La linea vertical en la grafica sefiala el cambio a medio rico. Las medidas se hicieron como se
indica en el pie de la figura 16. Al tiempo cero en ambos experimentos se le asigné el valor relativo de
100, y los valores reales fueron de 1 para FtsZ y de 0,25 para anillos/pum. Siendo ¢l ® % anillos/pm, el O
% FtsZ y el A DO a 600 nm. Los resultados son la media de dos experimentos.
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4. El anillo Z necesita un nivel minimo de proteina FtsZ para mantenerse

Los resultados de los experimentos realizados con PBS y MM apuntan a que los
niveles intracelulares de la proteina disminuyen hasta alcanzar un nivel minimo que
permanece inalterable, en concordancia con lo descrito por Aldea et al., 1990. En estas
condiciones las células contienen anillos. Para confirmar si estos niveles se deben a la
induccidén de la respuesta a estrés nutricional o si se alcanzan en otras circustancias, se
estudié la concentracién de FtsZ y la presencia de anillos en la estirpe MC1061 a lo
largo de las diferentes fases de crecimiento de una poblacion celular. Podiamos suponer
que a medida que el cultivo alcanzase la fase estacionaria, la sintesis de proteinas no
tipica de esta fase como FtsZ, se detendria progresivamente, al igual que el nimero de
anillos, sin embargo se ha demostrado la existencia de promotores gearbox para el gen
ftsZ que se inducen por entrada en fase estacionaria, aunque el aporte al mensajero total

de ftsZ es pequefio (Aldea et al., 1990; Ballesteros et al., 1998).

En la figura 18 se observa que en fase estacionaria el nivel de proteina FtsZ no
desciende mds de un 50 % con respecto al valor inicial en fase exponencial, y que por
debajo de este porcentaje de proteina no hay anillos Z. Esta concentracion obtenida es
similar al nivel de FtsZ, calculado en los experimentos de cambio de medio, necesario
para que los anillos Z permanezcan. A la vista de estos resultados podemos concluir que
para que la proteina FtsZ se ensamble en anillos y que éstos sean activos en divisidn, es
necesaria una concentracioén de FtsZ de aproximadamente un 60 %, con respecto al valor
en fase exponencial y en medio rico. Este dato concuerda con el descrito en el Capitulo
1, en el que mediante otro abordaje experimental se determiné el nivel de FtsZ por
debajo del cual las células no se dividen y la viabilidad se pierde. En fase estacionaria,
en la cual observamos una caida en el nimero de anillos Z y una parada en el
crecimiento, la concentracién de FtsZ disminuye al igual que lo hace el tamaifio celular,
esto significa que el nimero total de moléculas presentes en la célula también
disminuye. Este resultado es coherente con lo descrito en el capitulo 2 en el que hemos
propuesto que lo que determina la divisién es el nimero de moléculas: cuando se supera

un umbral de FtsZ la divisién se produce.
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Figura 18. Cinética del nivel de FtsZ y del nimero de anillos en las diferentes fases de crecimiento.
La estipe MC1061 se cultiv6 segiin se describe en el texto Las medidas se hicieron como se indica en el
pie de la figura 14. Al tiempo cero en ambos experimentos se le asigné el valor relativo de 100, y los
valores reales fueron de 1 para FtsZ/EF-Tu y de 0,25 para anillos/um. Siendo ¢l @ % anillos/um, el OO
%FtsZ/EF-Tu y el A DO a 600 nm.

5. Método para determinar el estado de crecimiento de una poblacion bacteriana

Como resultado aplicado de nuestro trabajo proponemos un nuevo método para
determinar de forma fiable el estado fisioldgico de una poblacién bacteriana en un
momento determinado, basado en la visualizacion del anillo Z. Las células cuando estédn
creciendo de manera activa, entendiendo por ello la capacidad de aumentar sus
componentes hasta duplicarlos y después dividirse, forman un anillo antes de la divisién

que se mantiene hasta la separacidn de las células hijas (figura 19). Si se detiene el
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crecimiento activo mediante la retirada de los nutrientes del medio de cultivo o por
entrada en fase estacionaria, por ejemplo, el nimero de anillos de la poblacién
disminuye tal y como se muestra en las figuras 16, 17 y 18. De esta manera podemos
determinar si una célula estd en crecimiento activo, si esta célula presenta un anillo Z, o

si no lo esta cuando no lo contiene.

LB PBS

Figura 19. Muestras de células con y sin anillo. En el panel de la izquierda se muestran células en
crecimiento activo con anillo de FtsZ, detectado con el anticuerpo monoclonal Mab4 mediante
inmunofluorescencia. En el panel de la derecha se muestran las células con el crecimiento inhibido por
carencia de nutrientes y sin anillo. La barra representa 2 ym.
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DISCUSION

Hemos estudiado si el crecimien;o, sefal de un metabolismo activo, influye en
la formacién del anillo de FtsZ. Se ha comprobado por experimentos en los que se
provoca la muerte celular mediante el uso de un inhibidor de la enzima ATP sintasa, que
el anillo Z una vez que estd formado y no se produce un aporte de energia, se
desensambla rdapidamente. Este resultado indica que es necesario un metabolismo activo
para el ensamblaje y mantenimiento de la estructura del anillo, asi como para que éste
sea funcional. Podemos suponer que la energia que requiere el anillo pudiera
suministrarse a través del nucledtido GTP, si nos basamos en el hecho de que in vitro,
FtsZ purificada no es capaz de ensamblar en filamentos en ausencia de GTP o GDP (Lu
et al., 1998), y que en mutantes de FtsZ en los que estd afectada la actividad GTPasa los
anillos se desensamblan a la temperatura restrictiva (Addinall et al., 1997). En
experimentos en los que se ha descrito previamente que hay una disminucion en el nivel
de GTP y GDP en el citoplasma celular (Cashel et al., 1996), hemos comprobado que
los anillos necesitan para permanecer, ademds de un metabolismo activo, un nivel
adecuado de FtsZ. Se ha postulado que el aumento de ppGpp activa la expresién de ftsZ
(Powell and Court, 1998), sin embargo esto no parece suficiente para mantener el
ndmero de anillos Z de la poblacién. Se ha descrito en B. subtilis que es posible
disminuir el nivel de GTP y GDP sin afectar los niveles de ppGpp en la célula
(Grossman et al., 1988; Huh et al., 1996), en E. coli hemos comprobado que la
concentracién de FtsZ en la poblacién bacteriana tratada de igual manera,
sorprendentemente aumenta. Este exceso de proteina puede deberse a una activacién de
la expresion del gen ftsZ o a una estabilizacién de la proteina (desconocemos cial de los
dos sistemas estd actuando), de manera que se favorezca la unién al GTP y la formacién
de polimeros para el ensamblaje del anillo (Mingorance et al., 2001), o la unién de los

mondmeros de FtsZ que oligomerizan con GDP (Rivas et al., 2000).

Hemos observado que el nimero de anillos Z de la poblacién bacteriana sigue
la misma cinética descendente que la concentracién de la proteina FtsZ. Esta cinética es
diferente en los distintos medios de cultivo ensayados, lo cual nos sugiere que la

persistencia y la funcionalidad de los anillos Z en las células depende de las condiciones
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de crecimiento. No se conoce si la disminucién en el nimero de anillos Z se debe al
desensamblaje de los ya formados y que no han sido utilizados en la division, o bien a
que no haya suficientes moléculas de FtsZ para que puedan formarse. Se ha determinado
que por debajo del 60 % de proteina con respecto al nivel existente en un cultivo en
medio rico y en exponencial, se produce una parada en la divisién, lo que parece indicar
que los anillos Z formados en tales condiciones no son totalmente funcionales. Este
ultimo dato estd en concordancia con la concentraciéon de FtsZ encontrada mediante otro
abordaje experimental en la estirpe VIP 205. Tomados en conjunto estos resultados nos
indican que los niveles de FtsZ controlan la divisién celular, lo que es coherente con lo

descrito por Pla et al., 1991; Dai and Lutkenhaus, 1991 y Sun and Margolin, 1998.

En los diferentes medios minimos de cultivo estudiados hemos comprobado
que los niveles intracelulares de la proteina FtsZ disminuyen hasta alcanzar un nivel
minimo que permanece inalterable. La rapidez de la respuesta (2 minutos) en
condiciones de ayuno de aminodcidos o de aminodcidos y glucosa, asi como la rapidez
en la recuperacién de los niveles normales en medio rico (este también es el caso del
cultivo tratado con decoinina), nos lleva a proponer la existencia de mecanismos de
regulacién postrancripcionales que controlen el nivel de transcrito de ftsZ, teniendo en
cuenta que la vida media del mensajero de ftsZ es de 1,5 minutos (Garrido et al., 1993).
Se conoce la existencia de dos dianas para RNasaE (una endonucleasa de E. coli); esta
enzima podria actuar a nivel del procesamiento, estabilizando el mensajero (Cam et al.,
1996). Ademds se ha propuesto la existencia de un mecanismo de regulacién antisentido
(Dewar and Donachie, 1993; Bouché and Bouché, 1989), aunque no se ha podido
comprobar el efecto que pueden causar sobre la concentracién de FtsZ. En la fase
estacionaria la concentracién de FtsZ alcanza también el mismo nivel minimo (60%) que
en cultivos en medio minimo, por lo que podemos suponer que los mecanismos
postranscripcionales no sélo actuarfan en condiciones de induccién de la respuesta a

estrés, sino que también lo harian en otras circunstancias, como la fase estacionaria.
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En el capitulo 1 se ha demostrado la relacién entre la viabilidad celular y la
concentracién de proteina FtsZ, sorprendentemente por debajo del 50 % de proteina la
viabilidad de la estirpe VIP205 es practicamente cero. Una interpretacion a este hecho
pudiera ser que los sitios potenciales de divisién al no estar ocupados por la proteina
FtsZ actuaran como captadores de algiin componente de crecimiento, o bien que estos
sitios de divisién sin FtsZ generaran regiones labiles que a medida que las células
crecieran pudieran hacerse mds débiles y que terminaran por matar a la célula. Esta
explicacién contrasta con nuestras observaciones en la estirpe salvaje MC1061 en
condiciones de estrés nutricional o entrada en fase estacionaria, en Jas que no hay
crecimiento y la concentracion de FtsZ también se encuentra entre el 50 y el 60 % con
respecto a condiciones en las que el crecimiento no estd inhibido. En estos casos las
células al eliminar las condiciones de estrés recuperan el crecimiento y la cantidad de
FtsZ, es decir que mantienen su viabilidad incluso a niveles bajos de FtsZ. Esto nos
indica que en las células con el crecimiento inhibido o no se forman los sitios
potenciales de divisién o bien quedan en estado de suspension, por lo que estos sitios no
puedan atrapar los hipotéticos elementos esenciales para la viabilidad ni dar lugar a

regiones labiles.

Proponemos un nuevo método, basado en nuestros resultados, para determinar
si una poblacién bacteriana presenta crecimiento activo o no, considerando que en el
momento de toma de muestras, las células con un crecimiento activo son aquellas que
tienen ensamblado un anillo Z. La principal ventaja del método radica en la fijacion de
las células en el momento de la toma de muestras, de manera que la informacién sobre el
crecimiento de las mismas, se preserva. La determinacién del anillo Z hace posible
analizar muestras de diferentes organismos, tanto de cultivos realizados en laboratorio
como de muestras obtenidas de ecosistemas naturales, a menudo dificilmente
cultivables, puesto que ftsZ es un gen que se encuentra en la mayoria de los genomas
conocidos (Margolin, 2000; Introduccidén general). Se han desarrollado otros métodos
fluorescentes (Nebe-von-Caron et al., 2000; Villarino et al., 2000) que determinan este
mismo pardmetro y que estdn basados en la medida de la integridad de las membranas

celulares, en la determinacién de actividades enzimdticas, en las medidas de respiracién

75



DISCUSION REGULACION METABOLICA DE LA FORMACION DEL ANILLO Z

o del potencial de membrana. Sin embargo, estos métodos requieren de una incubacién
de la muestra en medios definidos para la incorporacion de las sondas fluorescentes, con
lo que se pierde la informacién acerca del estado de las células en la muestra original, de
manera que el propio método de medicién puede alterar la magnitud que se intenta

medir, y ademds pueden no ser aplicables a microorganismos no cultivables.
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La divisién celular es una etapa crucial en el ciclo celular de Escherichia coli,
que tiene lugar con diferente frecuencia dependiendo del medio en el que vive.
Comienza con el ensamblaje de un elemento estructural en el sitio de divisién conocido
como anillo Z, que actia posiblemente como anclaje para las demds proteinas de
divisidén (ver introduccién general). La formacidén del anillo es compleja y se ha
comprobado en esta tesis que durante la replicacion del cromosoma aparece en el lugar
de la divisién una estructura denominada anillo abierto, posteriormente este anillo se
convierte en un anillo cerrado que se mantiene hasta la separacion de las células hijas,
acontecimiento que tiene lugar después de la migracién de los cromosomas, uno a cada
polo de la célula. Esta tesis se ha centrado en el estudio de las propiedades de
persistencia, constancia y dependencia del anillo Z para determinar c6mo actia la

proteina FtsZ en el proceso de la division celular.
Niveles de FtsZ y persistencia del anillo Z

Se han relacionado los niveles de la proteina FtsZ con la capacidad de controlar
el momento de la divisién (Ward and Lutkenhaus, 1985; Palacios et al., 1996; Pla et al.,
1991). De los datos obtenidos en nuestro trabajo se deduce que los niveles de FtsZ son
constantes durante el ciclo celular, lo que significa que el nimero de moléculas de esta
proteina aumenta hasta alcanzar la cantidad suficiente que permita el ensamblaje del
anillo de FtsZ, esta observacion es coherente con los datos de Sun and Margolin, 1998,
que demostraron que el ensamblaje del anillo depende de la concentracién de FtsZ. En
trabajos previos se ha publicado que el mRNA del gen ftsZ oscila durante el ciclo
(Garrido et al., 1993; Zhou and Helmstetter, 1994), este hecho es importante ya que en
las estirpes donde se ha anulado la oscilacién la divisién no se lleva a cabo
correctamente (Palacios et al., 1996). La oscilacién del mensajero pudiera
corresponderse con un aumento en una forma activa de FtsZ en divisién, atin
desconocida, y si se tiene en cuenta que la proteina tiene actividad enzimaética (de Boer
et al., 1992) y polimeriza in vitro de manera dependiente de la concentracién y de GTP

(Bramhill and Thompson, 1994) no seria extrafio postular la existencia de tal forma. Por
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otra parte esta oscilacién sugiere que podrian existir mecanismos postranscripcionales

que regularan el nivel de mRNA y por tanto el nivel de proteina FtsZ.

Se ha calculado en la poblacién el nivel minimo de proteina con el que los
anillos Z son funcionales, siendo aproximadamente un 60 % con respecto al porcentaje
de FtsZ en condiciones de crecimiento en medio rico, tanto en la estirpe VIP205 como
en MC1061. La rapidez (2 minutos) con que este nivel se alcanza en medios minimos o
se recupera después del cambio a LB nos sugiere que deben existir mecanismos
postrancripcionales que controlen efectivamente la concentracion de FtsZ, puesto que la
vida media de la proteina es mucho maés larga. La relacion entre la concentracién de
proteina FtsZ y la presencia de anillos en el interior celular, depende de la estirpe y de
las condiciones de cultivo. Asi lo demuestran los resultados obtenidos con la estirpe
MC1061 cultivada en diferentes medios, y la estirpe VIP205 cultivada en medio rico a
37 y a 42°C, siendo la persistencia del anillo a concentraciones limites de proteina,
diferente a cada temperatura. Tomados en conjunto estos resultados apuntan a que
ademds de los niveles de FtsZ (mimero de moléculas de FtsZ) en la divisién celular

también influyen otras condiciones de crecimiento.

Formacién discontinua del anillo Z en el ciclo y constancia de la concentracién de

FtsZ

La regulacién de la transcripcién del gen ftsZ es muy compleja lo que quizds
permitirfa a la célula ajustar la expresién de ftsZ a las condiciones ambientales y
fisiolégicas (Flirdh et al., 1998; de la Fuente et al., 2000; ver introduccién general). La
vida media de la proteina FtsZ calculada en nuestro trabajo tanto a 37 como a 42 °C, es
superior a un tiempo de generacién, coincidiendo esta dato con lo publicado previamente
(Pla et al., 1993; M. Sanchez, 1993). Este resultado, junto al discutido anteriormente,
indica que la proteina FtsZ estd presente en la célula durante todo el ciclo celular. Por el
contrario el ensamblaje del anillo Z tiene lugar en tres etapas diferentes asociadas al
ciclo cuando se alcanza, posiblemente, el nimero de moléculas de FtsZ necesario para

ello (este trabajo; den Blauwen et al., 1999).
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Relacion entre los niveles de FtsZ y la viabilidad celular

Los primeros indicios de que la viabilidad celular estd afectada por la
concentracién de FtsZ se obtuvieron con mutantes termonulos (Bi and Lutkenhaus,
1991; Dai et al., 1994; Pla et al., 1991), estos mutantes a la temperatura restrictiva daban
lugar a filamentos que posteriormente lisaban. La estirpe VIP205 con un 50% de
proteina es capaz de formar anillos, sin embargo pierde la viabilidad. Una posibilidad es
que FtsZ, cuya dnica funcién atribuida es la participacién en division, deje libres los
sitios septales y éstos puedan actuar como captadores de elementos implicados en el
crecimiento, o bien que estas regiones sin FtsZ queden debilitadas y sean susceptibles de
lisis. Por el contrario la estirpe MC1061 en condiciones de estrés nutricional y de fase
estacionaria, en la que la concentracién de FtsZ nunca fue inferior al 50 %, mantiene la
viabilidad. Este resultado nos permite proponer que en las células en las que el
crecimiento estd inhibido o no se forman los sitios potenciales de divisiéon o no son
capaces de captar los elementos de crecimiento ni de dar lugar a regiones labiles. Por
otra parte, cuando la proteina FtsZ se inactiva en la estirpe mutante PAT84, los niveles
de FtsZ84 no disminuyen tanto como en VIP205. En estas condiciones la viabilidad se
conserva mejor, por lo que proponemos que FtsZ84, si bien no tiene actividad en la
divisién, si que conserva alguna funcién biolégica que protegeria a la célula frente a la

pérdida de viabilidad.
Dependencia del anillo Z respecto al metabolismo energético

Cuando se elimina o se reduce el nivel de los nucleétidos ATP o GTP en la
célula, el porcentaje de anillos en la poblacion disminuye hasta llegar practicamente a
cero. Este resultado indica que para mantenerse en la célula, una vez que estd formado,
el anillo requiere energia. Estd bien documentada la capacidad de FtsZ para formar
filamentos in vitro en presencia de GTP o de GDP (Lu et al., 1998) y se cree que el
ensamblaje del anillo in vivo es consecuencia de esta polimerizacién. Estos filamentos
de FtsZ contienen principalmente en su estructura GTP y el intercambio que se produce
de este nucleétido en ellos es muy rdpido (Mingorance et al., 2001), lo que supone una
demanda importante de GTP por parte del anillo que sélo podria llevarse a cabo cuando

la célula estuviera en fase activa de crecimiento. Los datos obtenidos en condiciones de
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estrés nutricional (estirpe MC1061) parecen apoyar esta hipétesis, en estas células
cuando el crecimiento se ha detenido y se ha disminuido el nivel de GTP, se produce una
bajada en el nimero total de anillos de la poblacién. Ademds el ensamblaje del anillo
sOlo tiene lugar en células en crecimiento activo en un determinado momento del ciclo
celular, lo que parece coherente con el hecho de que el nimero total de anillos Z

disminuya en la poblacién cuando la concentracién de la proteina FtsZ lo hace.
Desarrollos futuros

A lo largo de este trabajo han surgido una serie de interrogantes que quedan por
responder. Es el caso de la existencia en la célula de dos formas de FtsZ con actividad
bioquimica diferente, ya que hemos comprobado que la expresion del gen ftsZ depende

de ciclo celular, mientras que la concentracién de la proteina FtsZ es constante.

Otro aspecto no aclarado es el efecto que pueda tener el estado metabdlico celular sobre
la expresién del gen ftsZ. Queda por determinar si existe algin promotor implicado o
algiin mecanismo postranscripcional especifico que asegure una determinada

concentracion de FtsZ.

Por otra parte no se ha podido encontrar el mecanismo que pudiera explicar la pérdida de
viabilidad, en ausencia de FtsZ, que parece asociada al crecimiento, pues s6lo en células
con un crecimiento activo la disminucién de la concentracién de FtsZ provoca una

pérdida de viabilidad significativa.
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MATERIALES

1. Material Biologico

1.1. Estirpes bacterianas

Las estirpes de E. coli que se han utilizado en este trabajo se indican en la tabla 2.

Tabla 2. Estirpes bacterianas utilizadas en este trabajo

Estirpe Genotipo Referencia

B/rK Escherichia coli B resistente a Helmstetter et al.,
UV: F malB 1968

C600 E. coli K12: F thrl, leu6, thil, Bachmann et al.,
supE44, lacYl(stable), tonA2l, 1972
lambda-, phi80r

MC1061 E. coli K12: F~ araD139, A(ara- Busby et al.,
leu)7697, A(lac)X74, gallU, 1982
galK, strA

PATS4 E. coli K12: F~ thrl, leu6, Lutkenhaus et al.,
argHI, his, trp, dapA, lysA, thi, 1980
thy, lacYl, malAl, xyl7, mtl2,
rpsL(str), mel, tonA2, supFE44,
ftsZ84(ts)

RP41 E. coli K12: ftsI (Ts), thrA, Garcia del
proA, lysA, dra, drm Portillo and de

Pedro, 1990
VIP205 E. coli K12: F araD139, A(ara- Garrido et al.,

leu)76997, A(lac)X74, galU,
galK, strA, Kan, ptac::ftsZ

1993
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1.2. Antisueros

En esta tesis se han utilizado los antisueros que se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Antisueros empleados en la deteccién de las proteinas FtsZ, FtsA, ZipA y EF-Tu.

Antisuero Caracteristicas Referencia o
procedencia

MV]9 Anti Cro-FtsZ, policlonal. Usado en Este laboratorio
la deteccién e inmunolocalizacién de
FtsZ

Mab4 Anti FtsZ, monoclonal. Usado en la Voskuil et
inmunolocalizacién de FtsZ al., 1994

MVJ]4 Anti EF-TU. Usado en la deteccién Este laboratorio
de esta proteina

MVMI Anti FtsA, policlonal. Usado en la Este laboratorio
deteccidn de FtsA. Yim et al., 2000

MVCl1 Anti ZipA, policlonal. Usado en la Este laboratorio
deteccion de ZipA

2. Material quimico y bioquimico

El material quimico y bioquimico usado se detalla en la tabla 4, junto con su utilidad y

proveedor. En todos los casos se siguieron las instrucciones del proveedor.
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Tabla 4. Material quimico y bioquimico utilizado en esta tesis.

Producto Utilidad Proveedor

Antibioticos (Kan, Selecciodn de Roche

Amp) marcadores

IPTG Induccién de Ptac Roche

Extracto de levadura, Medios de cultivo Difco,

peptona, Nutrient Broth Pronadisa

y agar

Acrilamida, Electroforesis de Bio'Rad

N-N’-metilen-bisacrila proteinas

mida

TEMED, persulfato Electroforesis de Bio Rad

aménico proteinas

Kitde Deteccién de proteinas Roche

quimioluminiscencia por inmunotransferencia

Proteina-A peroxidasa Inmunotransferencia Bio Rad

Anti-IgG de conejo Inmunolocalizaciones Amersham-

conjugado a Cy3 Pharmacia

Anti-IgG de ratdn Inmunolocalizaciones Amersham-

conjugado a Cy3 Pharmacia

Azida sddica Inhibidor de ATP Merck
sintasa

Decoinina Inhibidor de GMP Quimigranel
sintasa

Lisozima Permeabilizacion de la Sigma
membrana celular

O-PEDA Retardo en la pérdida de Sigma

(ortofenilendiamina) fluorescencia

Poli- L- Lisina Tratamiento de porta- Sigma

Resto de productos
_quimicos

objetos

Generales

Merck, Sigma
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METODOS

1. Técnicas Microbiologicas
1.1. Mantenimiento y crecimiento de estirpes bacterianas

Las estirpes bacterianas se mantuvieron a 4 °C en placa, o a -80 °C en
congelador, segin el método descrito por Silhavy et al., 1984. Para el crecimiento de la
estirpe VIP205 se utilizé medio rico, Luria Broth (Lennox 1955). La estirpe se cultivd
durante toda la noche a 37 °C con Kan a 50 pg/ml y 30 pM de IPTG, a esta
concentracién de inductor el tamafio celular de la estirpe VIP205 es similar al de la
estirpe parental MC1061. El cultivo se mantuvo en fase exponencial de crecimiento con
medio precalentado mediante sucesivas diluciones, al menos tres veces por cada
experimento, por lo que la densidad 6ptica fluctué entre 0,1 y 0,3. A tiempo cero se
filtré el cultivo para eliminar el IPTG y se dividi6 el cultivo en dos fracciones cada una
con una concentracién diferente de IPTG: 30 uM y O uM. Los cultivos se mantuvieron
en fase exponencial y se obtuvieron muestras para andlisis de proteinas y para estudios
mediante microscopia de fluorescencia. Siguiendo el mismo procedimiento, se cultivé la
estirpe VIP205 a 42°C con una concentracién de IPTG de 12 pM, con esta concetracion

el tamafio celular del VIP205 es similar al de estirpe parental MC1061, y a O pM.

Las estirpes PAT84 y su parental C600 se cultivaron en NB durante toda la
noche a 30 °C (condiciones permisivas). Se diluyeron posteriormente y se mantuvieron
en fase exponencial. A tiempo cero se pasaron los cultivos a 42 °C (condiciones
restrictivas) y se obtuvieron muestras durante de 45 minutos para medir la concentracién

de proteinas.

La estirpe B/rK se cultivé a 37°C durante toda la noche en LB, se diluy6
posteriormente en medio minimo M9 (Sambrook et al., 1989) suplementado con glucosa
al 0.2% y se mantuvo en fase exponencial de crecimiento durante al menos 10

generaciones momento en el cual se procedié a sincronizar el cultivo.
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La estirpe MC1061 se cultivé a 37 °C y después de mantenef el cultivo en fase
exponecial durante no menos de 5 generaciones, se le afiadi en dos experimentos por
separado azida sédica o decoinina, para comprobar el efecto producido sobre la proteina
FtsZ. La azida sédica es un inhibidor irreversible de la enzima ATP sintasa y la
decoinina es un inhibidor especifico y reversible de la GMP sintasa y bloquea la
conversién de XMP a GMP, lo cual provoca una caida en los niveles de GTP celular. En
el caso del cultivo tratado con decoinina, posteriormente se filtr6 el cultivo para eliminar
el inhibidor y se continué el experimento con LB. Se obtuvieron muestras durante el

experimento para andlisis de proteinas por inmunodeteccién e inmunolocalizacion.

En los experimentos de cambio de medio de crecimiento se cultivé la estirpe
MC1061 a 37 °C, a tiempo cero se filtré el cultivo y las células se inocularon en PBS
(tampén fosfato salino), o en medio minimo M9 (Sambrook et al., 1989) con glucosa al
0,2 %. Después de un tiempo en este medio el cultivo se filtré de nuevo y se cultivé en
LB. Se tomaron muestras durante todo el experimento para andlisis de proteinas por

inmunodeteccién e inmunolocalizacién.

El crecimiento en masa de los cultivos se siguié mediante el registro de la
variacién de la densidad 6ptica a 600 nm para el medio LB o a 450 nm para el medio
minimo, en un espectrofotémetro Shimadzu UV-1203. El nimero de particulas y las
distribuciones del volumen celular de la poblacién se midieron en muestras de cultivos
fijadas con formaldehido al 0.75 % en un aparato Coulter Counter ZM, con orificio de

30 um y un Channelyzer C1000 (Coulter Electronics).

1.2. Sincronizaciéon de un cultivo B/rK por el método de elucion de células

recién nacidas

Un cultivo sincrénico ideal estd formado por células que se encuentran en el
mismo estadio de su ciclo celular, es decir que tienen la misma edad. Existen dos
técnicas para lograr que a partir de un cultivo en fase exponencial se obtenga un cultivo
sincrénico, una de ellas es la elucién, a partir de células adheridas a una membrana de
ésteres de celulosa de células recién nacidas, utilizdndose un sistema especial
(Helmstetter, 1969). La otra es la sincronizacién de cultivos por seleccion de células de

pequefio tamafio en gradiente de sacarosa (Mitchison and Vincent, 1965). Se ha
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comprobado que en un porcentaje que oscila alrededor del 20%, las células al dividirse
originan dos células hijas de longitudes diferentes. Es preferible obtener los cultivos
sincrénicos por seleccion de células recién nacidas, porque las células tienen todas la
misma edad aunque sus longitudes puedan variar ligeramente. En los cultivos
sincrénicos obtenidos por centrifugacion en gradientes de sacarosa las células son de
longitud homogénea pero de edad variable, ademds se ha comprobado que la sacarosa
modifica la densidad de flotacion celular (Martinez-Salas et al., 1981). También existe la
sincronizacion por induccidn, se habla en ese caso de cultivo sincronizado, pudiéndose
provocar por ayuno de timina o parada de la replicacién al cultivar a 42 °C una estirpe
con replicén termosensible. Con este método no se logra la sincronizacidén del

crecimiento, s6lo de la replicacién, por lo que puede dar lugar a artefactos no deseables.

La estirpe B/rK se sincronizé por el método de elucién de células recién
nacidas. La estirpe se cultivé a 37 °C durante toda la noche en LB (Lennox 1955), se
diluy6 posteriormente en medio minimo M9 (Sambrook et al., 1989) suplementado con
glucosa al 0.2 %, y se mantuvo en fase exponencial de crecimiento durante al menos 10
generaciones. Se trabajé en una cdmara de 37 °C para mantener la temperatura
constante. Se filtraron 100 ml de cultivo a una DO (450 nm) de 0.3 a través de un filtro
GS de Millipore de 0.22 pm y 14 cm de didmetro, acoplado al dispositivo que se
esquematiza en la figura 20, a velocidad alta de flujo (14 ml/min). Una vez filtrado el
cultivo, y eliminadas las células que no se han pegado a la membrana mediante lavado
con medio de cultivo durante 15-20 minutos, a un flujo de 14 ml/min, y habiéndose
comprobado que el nimero de particulas permanece mas o menos constante, se eluyeron
las células recién nacidas, con un flujo de 7 ml/min. Se recogieron en un matraz las
células eluidas durante periodos de 90 segundos a lo largo de 65 minutos y con un
intervalo de 5 minutos. La primera alicuota obtenida se incubd a 37 °C durante 65
minutos, la alicuota siguiente se incubé 60 minutos, y asi sucesivamente, de tal manera
que la ultima alicuota obtenida no sufre ninguna incubacién. De cada muestra se
tomaron antes y después de la incubacién 400 pl que se fijaron con formaldehido para
medir el nimero de particulas y la distribucién del tamafio celular. El resto se procesé
para western blot o para inmunofluorescencia segin lo explicado respectivamente en los

apartados 2.1y 2.5.
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Figura 20. Esquema del sistema de elucién de células recién nacidas. Un cultivo de B/rK se cultivd
como se describe en el texto y se filtré a través de una membrana de celulosa, en la que quedan adheridas
las células. Después de lavar con el mismo medio de cultivo para eliminar aquellas c€lulas mal adheridas,
se recogieron las células recién nacidas eluidas, con las que comenzar el experimento.

1.3. Medida de la viabilidad celular

La estirpe VIP20S5 se cultivé en LB como se describe en el apartado 1.1 de
Materiales tanto a 37 como a 42 °C. A tiempo cero el cultivo se filtré para eliminar el
IPTG y posteriormente se recolectaron muestras que se plaquearon en el mismo medio
de cultivo al que se le habia afiadido 30 uM (37 °C) o 12 uM (42 °C) de IPTG,
concentracién a la que el tamaifio celular del VIP205 es similar al del parenteral,
MC1061. Pasadas 24 horas se contabilizaron las ufc (unidad formadora de colonia)
relativizadas con respecto al nimero de particulas. En el caso de la cuantificacién de
viables de la estirpe PAT84, se recolectaron muestras de un cultivo a 42 °C, que se
plaquearon en NBT y se mantuvieron a 30 °C (temperatura permisiva) donde se

contabilizaron las ufc.
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2. Analisis de proteinas

2.1. Separacion de proteinas
2.1.1. Obtencién de extractos proteicos totales de E. coli

Para la preparacién de extractos totales de proteinas de las estirpes VIP205,
PAT84 y C600, se les afiadié a las muestras, en el momento en que se tomaron, icido
tricloroacético a una concentracién final de 0,5%. Las muestras se centrifugaron, se
lavaron con acetona fria al 80% y se resuspendieron en tamp6n de lisis 1x (Laemmli et
al. 1973), calentdndose después a 95°C durante 5 minutos. En el caso de las estirpes
B/rK y MC1061 las muestras se centrifugaron en el momento de su recogida, se

resuspendieron en tampon de lisis 1x y se calentaron a 95°C.
2.1.2. Electroforesis de proteinas

Las proteinas se separaron en geles de SDS-poliacrilamida SDS-PAGE
(Laemmli et al., 1973) al 10%.

2.1.3. Transferencia de proteinas a membrana

Las proteinas separadas por SDS-PAGE se transfirieron a membranas de PVC
(Immobilén de Millipore) segin describen Towbin et al.,, 1979 en cubetas de

transferencia en semiseco de Millipore (Milliblot™-Graphite Electoblotter I).
2.2. Deteccién inmunolégica de proteinas transferidas a membrana

Las membranas con las proteinas transferidas se bloquearon con solucién de
incubacién (25mm Tris-HCI, 150mM NaCl, 5mM NP40 y 0,05% EDTA) y leche
desnatada en polvo. Posteriormente las membranas se incubaron con una dilucion (1000
- 250 veces) del anticuerpo primario anti FtsZ, MVJ9, limpio. La incubacién se prolong6
desde 2 horas hasta O/N dependiendo de la cantidad de proteina transferida. Se afadi6
después de 3 lavados de 10 minutos con tampén de incubacién, el anticuerpo secundario,
Proteina A peroxidasa (BioRad), diluida 5000 veces y se incubd durante 1 hora.
Posteriormente se realizaron 4 lavados de 15 minutos con tampén de incubacién y se

revel6 la membrana con las soluciones de revelado del Kit de quimioluminiscencia de
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Roche. Cuando los experimentos lo requirieron se usaron los anticuerpos frente a FtsA

(MVM1), ET-Tu (MVJ4) y ZipA (MVC1).
2.3. Limpieza de sueros policlonales

Los anticuerpos policlonales contenidos en sueros se purificaron por afinidad en
membrana, técnica descrita por Talian et al., 1983. Para el caso de los anticuerpos MVJ9
y MVMI se usé proteina FtsZ y FtsA purificadas. Se realizé una electroforesis con la
proteina purificada, cortdndose la membrana con la proteina una vez que se ha
visualizado ésta con Rojo Ponceau. La membrana se bloqueé como se describe en el
apartado 2.4 y se incubd con el antisuero correspondiente durante 2 horas. Los
anticuerpos adheridos a la membrana se despegaron con una solucion de 0,2M glicina y
ImM EGTA a pH 2,7. La disolucién se neutralizé con un volumen igual de una

disolucién de 100mM Tris (base). Los anticuerpos asi obtenidos se conservaron a —20°C.
2.4. Cuantificacion de proteinas

Las bandas obtenidas al revelar las membranas por quimioluminiscencia se
cuantificaron, después de ser escaneadas, utilizando el programa NIHimage 2.0. El error
experimental de la técnica de cuantificacién por western blots se ha calculado mediante
la cuantificacién de una misma muestra cargada en un mismo y en diferentes geles de
acrilamida, y este ha sido del 11,7 %. La medida del nivel de las proteinas en la
poblacién se calculé relativizando los valores obtenidos con el anticuerpo anti FtsZ o
anti FtsA o anti ZipA, con los valores obtenidos con el anticuerpo anti factor de
elongacién Tu. El factor de elongacién Tu es proporcional a la masa en células que
crecen en fase exponencial, ya que la sintesis del factor de elongacién Tu estd
coordinada con la de los ribosomas (Furano 1975). El contenido celular de ribosomas y
del factor de elongacién Tu es una funcién del tiempo de generacién, incrementdndose
segun lo hace la velocidad de crecimiento. Por ello, esta medida es adecuada para el
célculo de la concentracion de FtsZ en los experimentos en los que el medio de cultivo
no varia y la temperatura permanece constante. Al cambiar un medio minimo por un
medio que lleva aminodcidos, la sintesis de proteinas por ribosoma aumenta
inmediatamente, antes de que la concentracién de EF-Tu lo haya hecho (Brunschede et

al., 1977). Se ha comprobado que el factor de elongacién Tu estd bajo el control de la
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respuesta estricta (Furano and Wittel, 1975). Por todo ello, en los experimentos de
cambio de medio no se pudieron relativizar los valores de proteina con respecto a los
valores obtenidos para EF-Tu, ya que el nimero de moléculas de EF-Tu varia de un

medio a otro.
2.5. Inmunolocalizacion de proteinas por microscopia de fluorescencia

La inmunolocalizacién se realiza esencialmente segiin el protocolo descrito por
Addinall et al., 1996. La concentracién de lisozima usada varia en un rango de 4-7
ng/ml, dependiendo de la antigiiedad de las muestras, y el tiempo de permeabilizacién es
de 1 minuto. Las muestras se bloquean con BSA (albimina bovina), y se incuban
durante toda la noche a 4 °C con 30 pl de una dilucién 1:150 o 1:200 del anticuerpo
correspondiente. Después de 10 lavados con PBS se afiade el anticuerpo secundario, un
anti-IgG de conejo o de ratén, dependiendo de si el anticuerpo es poli 0 monoclonal,
conjugado al fluoréforo Cy3, a una dilucién 1:100 y se incuba en oscuridad durante 2
horas. Como retardador de la pérdida de fluorescencia se usé O-PEDA disuelto en PBS a

una concentracién de 10 mg/ml.

Las células se observaron por microscopia de fluorescencia usando un
microscopio Carl Zeiss HBO 50 con objetivo de inmersién 100x. Se utiliza un filtro
HQ:Cy3 (A de excitacién 545/30nm, A de emisién 610/75nm y paso de banda S65LP).
Las imdgenes se capturan con un cdmara CCD Sensys de Photometrics y se procesan

usando los programas IPLab Spectrum y Adobe Photoshop 5.5.
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