ANALES DE BIOLOGIA, 5 (BiologiaGeneral, 1), 1985: 17-23
SECRETARIADO DE PUBLICACIONES - UNIVERSIDAD DE MURCIA
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Phase variation in Myxococcus xanrhus: effect  mutagens

This ﬂaper includes quantitative data on a phase vanation phenomenon in the bactenum Myxococcus

xanrhus Which affects colonia

igmentation. The spontaneous or mutagen induced frequencies of phase vana-

tion, both in wild type and colour mutant strains, can be explained by assuming that phase variation in M.
xanrhus iS genetically controlled and is also sensitive to physiological circumstances.
The mutagen nitrosoguanidineinduces a transitory unstability of the cellular phase, whereas UV light has

not any effect on phase vanation.

RESUMEN

_ Este trabajo aborda un andlisis cuantitativo de un fendémeno de variacion de fase, que afecta a la pigmen-
tacién de las colonias en la bacteria Myxococcus xanrhus. El estudio de la frecuencia de variacién de fase en

estirpes silvestres y mutantes en la pigmentaciédn colonial, tanto espontanea como inducida por

entes muta-

génicos, revela que dicho fenémeno esta controlado geneticamente y es sensible a cambios fisiol 6gicos.
El agente mutagénico nitrosoguanidina provoca una inestabilidad transitoria de la fase celular. mientras
que la luz ultravioleta no tiene efecto sobre la variaciéon de fase en M. xanrhus.

INTRODUCCION

Myxococcus xanthus pertenece al grupo de
las mixobacterias, descubiertas por Roland
Thaxter en 1982. Son bacterias aerobias, Gram-
negativas, hetero6trofas y de morfologia bacilar
alargada que crecen en el suelo sobre vegetales
en descomposicion. Varios aspectos las distin-
guen de otras bacterias Gram-negativas. Care-
cen de flagelos y, sin embargo, son capaces de
moverse sobre superficies solidas, por desliza-
miento, dando lugar a colonias planas y pig-
mentadas, que se extienden sobre el agar. Re-
salta en ellas su aptitud para degradar a otras
células microbianas y, sobre todo, su capacidad
parainiciar, en determinadas circunstancias, un
ciclo multicelular de desarrollo. Esta caracte-
ristica ha convertido a M. xanthus en objeto de
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estudio de varios grupos de investigacion, inte-
resados en la regulacion del desarrollo en orga-
nismos pluricelulares, y que abordan el pro-
blema utilizando organismos unicelulares pro-
cariotas con un ciclo de desarrollo sencillo. Al-
gunas revisiones de interés sobre este orga-
nismo son las de KAISER et al. (1979) y la de
ZUSMAN (1979).

La mayoria de las mixobacterias dan lugar a
colonias con una coloracion roja, amarillao na-
ranja caracteristica. Esta coloracion se debe
fundamentalmente a la presencia de carotenoi-
des (JAHN, 1924). Los carotenoides son com-
ponentes comunes de las membranas de mu-
chas bacterias donde se cree que actlan como
pigmentos fotoprotectores. Idéntica funcion se
ha atribuido a los carotenoides presentesen M.
xanthus (BURCHARD & DWORKIN, 1966). En
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esta misma especie se ha descrito la induccion
por la luz de la sintesis de carotenoides (BUR-
CHARD & HENDRICKS. 1969).

Los estudios en otras mixobacterias han
permitido identificar hasta cincuenta earotenoi-
des distintos. localizados a nivel de membrana,
la mayoria de los cuales estan presentes en
cantidades minoritarias (KLEINIG & REI-
CHENBACH, 1969; KLEINIG. 1972). En M.
xanthus se ha descrito la existencia de pig-
mentos no carotenoides, incluyendo un pig-
mento amarillo hidrosoluble cuyo color es do-
minante en las células crecidas en la oscuridad
(M. Dworkin. observaciones no publicadas).

M. xanthus presenta un fenémeno de varia-
cion de fase en relacion con la coloracion de las
colonias. BURCHARD & DWORKIN (1966) des-
cribieron una variacion en la pigmentacion de
las colonias formadas a partir de cultivos de M.
xanthus FB. Alrededor del 10% de las colonias
eran amarillas (Y deyellow) y €l 90% eran mo-
renas (T detan). Lavariedad Y eraestable, ya
que a extender en una caja de cultivo una co-
lonia de este color, las colonias obtenidas fue-
ron todas amarillas. Sin embargo, €l aislamiento
de colonias a partir de lavariante T dio lugar a
colonias Y.

La existencia de dos estados alternativos
respecto a la coloracion y la elevada frecuencia
de conversion sugiere que el proceso es una
variacion de fase, posiblemente andloga a la va-
riacion de fase flagelar de Salmonella typhimu-
rium (Z1EG et al., 1978; SILVERMAN et al.,
1979).

L a base molecular responsable del fendmeno
de variacion de fase en M. xanthus se desco-
noce por  momento, aunque se ha sugerido
que podia tener lugar por reorganizacion del
genoma (T. Y ee, observaciones no publicadas).

En este trabajo se ha abordado € estudio de
la variacion de fase en M. xanthus de un modo
cuantitativo, analizando la frecuencia de varia-
cion que muestran diferentes estirpes. tanto de
forma espontdnea como inducida por trata-
mientos con agentes mutagénicos. Los agentes
mutagénicos utilizados han sido laluz UV y la
N-metil-N'-nitr o-N-nitr osoguanidina, analizan-
dose su efecto sobre estirpes silvestres y mu-
tantes respecto a la pigmentacion de las colo-
nias y su variacion.

MATERIALES Y METODOS

Las estirpes bacterianas utilizadas derivan de M.
xanthus DK 101, cepa silvestre que presenta variacion
espontanea amarillo-moreno en la pigmentacién de
las colonias (DworkIN, 1962). En latabla 1 se indica
e fenotipo (relevante para nuestro estudio) y € ori-
gen de las estirpes utilizadas.

Los cultivos en medio liquido se realizaron me-
diante inoculacién de la estirpe en matraz erlenmeyer
de 50 ml, conteniendo entre 5y 10 ml de medio CTT
(bacto-casitona 1%; tampoén TrisCIH (pH 7'6) 10
mM; SO Mg.7H,0 8 mM; tampdn fosfato (pH 7°6) 1
mM) e incubacion a 33°C = 1°C y agitacién de 300
rpm en un agitador orbital Lab-Line.

Los cultivos en medio sélido CTT (CTT contenien-
do 1'5% de agar) se realizaron mediante inoculacion con
3 ml de agar blando CTTSA (CTT conteniendo 0'75%
de agar) e incubacion de las cgjas de Petri en estufa
mantenida a 33°C = 1°C.

El estudio de la influencia de la luz UV en lafre-
cuencia de variacion de fase se realiz6 de la siguiente
forma: 3 ml de un cultivo en fase exponencia de la
estirpe a estudiar, crecido en medio CTT, se coloca-
ron bajo una lampara de luz UV (germicidal |amp,
Sylvania G15T8. a una distancia de 25 cm), y se to-
maron alicuotas a distintos tiempos que. previa dilu-
cion. se sembraron en cajas de CTT con CTTSA.

En los experimentos en que € tratamiento con luz
UV superd los tres minutos, las muestras se centrifu-
garon a 2.000 x g durante 20 minutos y se resuspen-
dieron en CTT fresco antes de la siembra, con €l fin
de eiminar las enzimas autoliticas liberadas por las
células tratadas con dosis altas de luz UV.

Una vez aparecidas las colonias. después de 5-6
dias de incubacion, se determiné la supervivencia a
los distintos tiempos de tratamiento y lafrecuencia de
colonias con un tipo de coloracién distinto a de los
controles sin tratar.

En algunos experimentos, se modificd el método
anterior, realizandose € tratamiento a un solo tiempo
e incubando las células tratadas durante 6-7 horas en
medio liquido CTT antes de la siembra.

El tratamiento con N-metil-N'-nitro-N-nitrosogua-
nidina (en adelante abreviado como nitrosoguanidina
0 NTG) se llev6 a cabo de la siguiente forma: un
cultivo en fase exponencia de la estirpe a estudiar,
crecida en CTT, se traté con 100 pg/ml de NTG du-
rante 20-30 minutos a 33°C, con agitacién. El trata-
miento se detuvo mediante dilucion de las muestras
en CTT liquido y posterior centrifugacién y lavado.
Las células lavadas se resuspendieron en un volumen
igua de CTT liquido. En algunos experimentos, €
cultivo tratado se dej6 crecer durante 5 6 24 horas en
CTT fresco y. posteriormente. se sembré en cajas de
CTT.

Después de 5-6 dias de incubacién para permitir la
aparicion de las colonias, se determind la superviven-
ciad tratamiento y lafrecuencia de variacion de fase
en los controles y en las muestras tratadas, con y sin
recrecimiento previo.

RESULTADOS

OBSERVACIONES GENERALES SOBRE
LA VARIACION DE FASE EN LAS ESTIR-
PES USADAS EN ESTE TRABAJO

r . variacion ., ¢ s o S
crital inicialmente fe BURCHAR D& fXWOR-
KIN (1966) en la estirpe silvestre FB. DK 101
deriva de una colonia aislada de dicha estirpe y



TaBLA 1. Estirpes de Myxococcus xanthus Utilizadas en este trabajo
Myxococcus xanthus strains used in this work

ESTIRPE FENOTIPO* ORIGEN REFERENCIA
DK1050 amarillo. muy estable coloniaindividual, espontanea,de DK 101  Hodgkin & Kaiser, 1979.
DK406  rojo. moderadamente .

estable mutagénesis con NTG de DK 1050 Aidadapor F. J. Murillo.
MR7 naranja. muy estable mutagénesis con UV de DK 1050 Aidadapor A. M. Laborda.
MRI32  amarillo, muy estable colonia individual, espontédnea de DK406 Este trabajo.

«Muy estable»: indica la aparicion espontanea de colonias de otro color (moreno para DK1050 y

amarillo para MR7) con una frecuencia menor de 10 3.

«M oderadamente estable»: indica la aparicion espontanea de colonias de otro color (amarillo para DK 406)

con una frecuencia de hasta € 5%.

presenta el mismo fendmeno. es decir, la apari-
cion de colonias morenas y amarillas, ambas a
alta frecuencia, a partir de colonias aisladas.

La estirpe DK1050 es una estirpe estable
amarilla aparecida espontaneamente a partir de
DKI10l. Menos de una de cada mil colonias
presentan color moreno.

L a estirpe DK406 fue obtenida de DK1050,
tras tratamiento con NTG, y forma colonias
rojas en su mayoria, dando lugar con baja fre-
cuencia a colonias de color amarillo (menos del
5%). Esta variacion sugiere una corresponden-
cia entre la forma morena de las estirpes sil-
vestres FB y DK 101 y laformarojade DK406.

MR7, que deriva de DK 1050, tras mutagéne-
sis con luz UV, presenta un fenotipo particular.
Las colonias son de color amarillo durante uno
0 dos dias después de su aparicién en cajas
pero se vuelven luego de color rojo anaranjado.
La apariciéon de este ultimo color puede acele-
rarse s las colonias jovenes, normalmente em-
bebidas en el agar blando, se transplantan a la
superficie de una nuevacaja. Ello parece suge-
rir unainfluencia del grado de oxigenacion en la
aparicion de la coloracién anaranjada. Por otra
parte, la estirpe MR7 presenta una gran estabi-
lidad. no habiéndose encontrado colonias de
comportamiento distinto al descrito.

La coloracién amarilla de DK1050 se torna
roja s la estirpe es cultivada en presencia de
unafuerte iluminacion continua. Este fenomeno
puede observarse en lafigura 1, donde se pre-
sentan los espectros de absorcién de extractos
crudos de DK1050 cultivado en presencia de
luz y en completa oscuridad. Hay que sefialar
que los espectros de extractos crudos de la es-
tirpe DK406 y la estirpe MR7 en sus estado
anaranjado son muy similares al de la estirpe
DK1050 cultivada en presencia de luz.

L os pigmentos responsables de la absorcion
entre 400nm y 500nm (con maximos alrededor
de 462nm y 495nm) son carotenoides, yaque su
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Figura 1. Espectros de absorcion de extractos cru-

dos, en acetona. de DK 1050 crecida en presencia de
luz visible (linea discontinua) o en completa oscuri-
dad (linea continua).

Absorption spectra of crude extracts (acetone) of DK 1050, grown in the
presence of visibie light (dashed Iir;_c] or in complete darkness (continuous
ine).

acumulacion disminuye en presencia de inhibi-
dores de la carotenogénesis (resultados no
mostrados).

EFECTO DE LA LUZ UV EN LA VARIA-
CION DE FASE

Se ha abordado el estudio del efecto de los
dafios producidos en el ADN por la luz UV
sobre la variacion de fase.

L a variacién de fase amarillo-moreno se es-



tudié en la estirpe muy estable DK1050 y la
variacién rojo-amarillo en la estirpe roja, mode-
radamente estable. DK406. Asimismo, Se estu-
dié la variacion naranja-amarillo en la estirpe
naranja muy estable MR7 y la variacién amari-
llo-rojo en la estirpe MR132, derivado esponté-
neo amarillo muy estable de la estirpe DK406.

Las tablas 2 y 3 muestran el efecto de la luz
UV en la frecuencia de variacién de fase de
cada unade las estirpes mencionadas. Se lleva-
ron a cabo dos tipos de experimentos. En unos
casos (tabla 2) se sometieron cultivos en fase
exponencial de DK1050 y DK406 a distintos
tiempos de irradiacion, tal como se describe en
Materiales y Métodos, y se observo la colora-
cion de las colonias supervivientes en cada
tiempo. En otros experimentos (tabla 3), y por
s fuera necesario un tiempo para permitir la
expresion de una coloracion distinta, los culti-
vos de DK406, MR7 y MR132 se sometieron a
una dosis Unica de luz UV vy, posteriormente,

se dejaron recrecer durante 7 horas antes de
sembrarlos en las cgjas de CTT.

En las tablas 2 y 3, lafrecuencia de variacion
indica el porcentgje decolonias que muestran
un color distinto al normal de cada estirpe. S6lo
en e caso de DK406, moderadamente estable,
se observé un incremento muy ligero en la fre-
cuencia de variacion de fase tras e tratamiento
con luz ultravioleta y posterior recrecimiento
de los cultivos (tabla 3). En ninguno de los
otros casos, la luz UV afect6 la estabilidad en
sus respectivas fases de las estirpes estudiadas.

EFECTO DE LA NITROSOGUANIDINA
SOBRE LA VARIACION DE FASE

El efecto de la nitrosoguanidina en la varia-
cién de fase se estudi6 en las estirpes DK406 y
MR132. Para ello, se trataron cultivos en fase
exponencial de ambas estirpes con nitrosogua-

TABLA 2. Efecto de distintas dosis de luz UV en la variacion de fase de DK1050 y DK406

Effect of different doses of UV light on phase variation by strains DK 1050 and DK406

DK 1050 DK406
TIEMPO DE
TRATAMIENTO SUPERV. FR. VARIACION SUPERV. FR. VARIACION
(sg) (%) (%) (%) (%)
0 100 <02 100 31
45 19'8 <02 —_ —
60 — — 12 I'6
90 3 <02 —_ ==
135 o7 <02 = —
180 0’019 <02 00073 <1"3
225 00012 <0 — —
240 — 000016 <['3
300 0'000021 <095

Loscultivos seiniciaron a partir de una sola colonia. L osdatos indican la supervivenciaal tratamiento (%)
y d porcentaje de colonias que presentaron un color distinto d normal tras el tratamiento correspondiente.

TaBLA 3. Efectodel tratamientocon luz UV y posterior recrecimiento en la variacionde fase de DK406, MR7 y
MRI132

Effect of UV light treatment. foltowed by a growth period. on phase variation by strains DK406, MR7 and MR132

TIEMPO DE DK406 MR7 MR132
TRATA-
MIENTO SUPERV. FR. VAR. SUPERV. FR. VAR. SUPERV. FR. VAR.
(sg) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
0 100 0'22 100 <03 100 <0’3
60 — — _ —_ 0'053 10'3
90 — — 0ol 10'02 — —_
180 0'0068 <066 _ _ — —
Recreci-
miento — 0'87 10'2 — 10'2

En todos los casos los cultivos se iniciaron a partir de una sola colonia. Datos como en la tabla 2.



nidina y se determind lacoloracion de las colo-
nias obtenidas inmediatamente después del
tratamiento y después de permitir el recreci-
miento de los cultivos tratados durante 56 24
horas. Latabla4 muestralos resultados obteni-
dos con la estirpe DK406 en dos experimentos
independientes. En ambos casos, €l tratamiento
con & mutégeno provoca un incremento en la
frecuencia de variacion de esta estirpe. siendo
mayor esta frecuenciad aumentar e tiempo de
tratamiento y, por tanto, la magnitud de los
dafios producidos en el ADN por dicho com-
puesto.

Se estudio6 laestabilidad de las colonias rojas
y amarillas obtenidas después del tratamiento
con nitrosoguanidina. Para ello se realizaron
cultivos en CTT a partir de 5 colonias rojas y 5
colonias amarillas seleccionadas d azar entre
las obtenidas tras €l tratamiento y posterior re-
crecimiento durante 24 horas. Una vez alcan-
zada la fase estacionaria, se sembraron alicuo-
tas de los cultivos en cajas de CTT y se deter-
miné € porcentaje de colonias de color distinto
d de aquéllas con que se realiz6 el indculo. Los
resultados de la tabla 5 muestran que los culti-
vos obtenidos a partir de colonias rojas pre-
sentan frecuencias de variacion rojo-amarillo
similares a la de la estirpe parental DK406, con
valores comprendidos entre 0'22% y 2'2%. Los
cultivos obtenidos a partir de colonias amarillas
fueron considerablemente més estables, no en-
contrandose ninguna colonia roja entre las ob-
servadas de cada cultivo (un total de mas de
250 colonias, en iodos l0s casos).

La mayor estabilidad de la fase amarilla fue
confirmada en la estirpe MR132. El tratamiento
con nitrosoguanidina de esta estirpe, en las
condiciones descritas en Materiales y Métodos,
no provoca la aparicion de ninguna colonia de
coloracién distinta (en un total de 1.500 colo-
nias observadas), no viéndose afectada. por
tanto. la estabilidad de la fase amarilla de la

estirpe MR132 por € tratamiento con el muta-
geno.

DISCUSION

El comportamiento respecto de la variacion
de fase que muestran las estirpes utilizadas en
este trabajo permite establecer una relacién
entre el fenotipo rojo y la fase morena. Efecti-
vamente, la variacion amarillo-moreno en la
estirpe origina DK 101 se convierte en una va-
riacion amarillo-rojo en la estirpe mutante
DK406. En esta estirpe se observan dos cam-
bios fenotipicos respecto de su estirpe parental
DK 1050: un cambio de coloracién y un cambio
en la frecuencia de variacion de fase. Podria
pensarse, pues. en una mutacion pleiotropica
No obstante, € tratamiento con nitrosoguani-
dina induce la aparicion de variaciones de fase
(tabla 4). Dado que DK406 se obtuvo tras tra-
tamiento con NTG, es posible que los dos cam-
bios fenotipicos indicados se deban a causas in-
dependientes.

L os resultados de las tablas 2 y 3indican que
los tratamientos con luz UV no afectan de
forma general € fenotipo de variacion de fase.
a menos en lo que se refiere a la conversion
frecuente de estirpes estables en variables. Ello
no descarta, desde luego. que puedan produ-
cirse cambios mutacionales inducidos por luz
UV que supongan cambios genéticos de este
fendmeno. Asi, laestirpe MR7 fue obtenida tras
mutagénesis con UV de DK1050. Lafrecuencia
de estos cambios debe ser, sin embargo, 1o su-
ficientemente baja como para no ser detectada
en el tipo de experimentos incluidos en las ta-
blas2y 3.

Al contrario que la luz UV, los tratamientos
con nitrosoguanidina afectan a la frecuencia de
variacion de fase (tabla 4). Cuando un cultivo

TaBLA 4. Variacion de fase en laestirpe DK406 trasd tratamiento con nitrosoguanidina

Phase variation in DK406 after nitrosoguanidine treatment

EXPERIMENTO t

EXPERIMENTO 2

TIEMPO DE
TRATAMIENTO SUPERV. FR. VAR. SUPERV. FR. VAR.
(min) (%) (%) (%) (%)
0 100 <045 100 <02
20 64 0'76 — —
30 —_ 10 022
Recrecimiento
(5 horas) — 1'30 — 266
(24 horas) — 50 — 19'6

Datos como en la tabla 2.
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de DK406 es recrecido después de ser tratado
con NTG, el porcentaje de colonias amarillas se
eleva en magnitud igual o mayor de 100 veces.
Un porcentaje alto de células (hasta d 19%, en
agln caso) responden d tratamiento cam-
biando su fase normal «roja» por la de «amari-
lla».

Lafrecuencia de cambio de fase inducida por
la nitrosoguanidina descarta un hecho mutacio-
nal especifico como posible explicacion. Pa-
rece, mas hien. que la presencia de |a nitroso-
guanidina provoca un estado fisiolégico de
«inestabilidad» en cuanto a lafase de la célula.
Las colonias rojas y amarillas resultantes del
tratamiento vuelven a comportarse como las
colonias no tratadas (tabla 5), lo que significa
que €l estado de inestabilidad es transitorio.

pacidad de reparacién de alteracionesdel ADN,
la inhibicion de la divisién celular y la induc-
cion del profago lambda en bacterias lisogéni-
cas, mediada por recombinacion (GOTTES-
MAN, 1981; LITTLE & MOUNT, 1982). Trans-
formaciones fisiolégicas inducidas por NTG en
M. xanthus (aspecto éste no estudiado en
nuestro organismo) podnan interferir con la es-
tabilidad de la fase celular, provocando los
efectos incluidos en la tabla 4. En cuaquier
caso, parece claro que € fendmeno de varia-
cion de fase es sensible no sdlo a cambios ge-
néticos puntuales en loci concretos, sino que se
ve afectado por modificaciones fisioldgicas de
caracter mas general, que podrian estar relacio-
nadas con la aparicién de dafios masivos en €l
ADN.

TaBLA 5. Edabilidad de las colonias obtenidas tras el tratamiento con NG de DK406. L os datos muestran el
por centaje de colonias que presentan un color distinto al de aquél con que se inici6 el cultivo

Phase stability of colonies obtained after nitrosoguanidine treatment of strain DK406. Data show the percentage Of colonies witha different colour from
that one of the starting culture

COLOR
COLONIA* TOTAL COLONIAS FR. VARIACION
ORIGINAL OBSERVADAS ROJO AMARILLO (%)
Rojo, 286 281 5 17
Rojo, 404 395 9 22
Rojo, 237 236 1 0'4
Rojo, 330 326 4 12
Roj 0, 447 447 0 <02
Amarillo, 620 0 620 <02
Amarillo, 312 0 312 <072
Amarillo, 220 0 220 <04
Amarillo, 462 0 462 <02
Amarillo, 266 0 266 0'4

* Se refiere a color de la colonia con que se inicié e cultivo.

Efectos fisiologicos de la NTG se han des-
crito en otros sistemas. En Escherichia coli.
por ejemplo, existe un mecanismo de adapta-
cion a la nitrosoguanidina por el que las células
se hacen mas resistentes a los propios efectos
de este agente mutagénico (SAMSON &
CAIRNS, 1977). Por otra parte, también en E.
coli, muchos tratamientos que provocan alqui-
laciones en d ADN o interfieren con su replica-
cion, inducen una respuesta fisiolégica com-
pleja y transitoria, |lamada respuesta SOS. La
nitrosoguanidina interfiere muy efectivamente

con la replicacion X %ovoca metilaciones a
todo lo largo del ADN pacteriano (CERDA-
%7%5)1?00 et al., 1968; SCUDIERQ & STRAUSS,

La respuesta SOS incluye varias respuestas
fisiol6gicas tales como el incremento en la ca-

22

La estirpe MR132, amarilla estable derivada
espontaneamente de DK406, no vana de fase
tras tratamiento con nitrosoguanidina. La fase
amarilla puede representar un estado dificil-
mente revertible en esta estirpe, que podria ha-
ber perdido o sufrido mutacion en agin ele-
mento genetico imprescindible parala variacion
de fase.
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