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CAPITULO I

INTRODUCCION

La envoltura celular de las bacterias gramnegativas es una estruc-
tura muy compleja que protege a la c€lula de danos fisicos y quimicos y que,
ademds, estd involucrada en diversos procesos fisiol6gicos tales como la in-
corporacién de nutrientes, la excrecib6n de los productos del metabolismo celu-~
lar, la produccién de compuestos ricos en energia, la sintesis de algqunos de
sus propios constituyentes y la divisién celular.

La mayor parte de los conocimientos que se tienen sobre la organiza-
cibén y el funcionamiento de este tipo de envoltura ha sido adquirida en las
iltimas dos décadas gracias al aporte de varias disciplinas cientificas y al
empleo de mutantes alterados en alguna de las muchas funciones controladas por
ella.

A grandes rasgos, la envoltura celular estd formada por tres capas
superpuestas y estrechamente asociadas que difieren en su composicién quimica
y propiedades; la capa interna es la membrana citoplasmitica, le sigue una ca-
pa rigida y en filtimo t&rmino se encuentra la membrana externa.

Al iqual gue otras membranas biol6gicas conocidas en procariontes y
eucariontes, la membrana interna est8 formada por una bicapa de fosfolipidos
y proteinas (Ames, 1968; Schnaitman, 1970) y su estructura se ajusta al modelo
del mosaico fluido propuesto por Singer y Nicolson (1972). Los lfpidos estén

orientados con sus grupos no polares dirigidos hacia el interior de la bicapa



y con sus zonas hidrofflicas hacia el exterior en tanto que las proteinas es-
tan insertadas en la bicapa atravesindola o bien localizindcSe en una de las
dos caras de la misma.

Ilas proteinas que componen esta membrana presentan una gran diversidad
(Osborn y col., 1972 a) y muchas de ellas tienen propiedades especificas que
son vitales para el metabolismo celular. Algunas estdn involucradas en la pro-
duccidn de compuestos ricos en energia porque participan en el ciclo del &cido
tricarboxilico o en la cadena de la fosforilacién oxidativa (Osborn y col.,
1972 a). Otras tienen funcién enzimitica y catalizan la sintesis de constitu-
yentes de las otras capas de la envoltura tales como los fosfolipidos, lipopo-
lisacdridos, monSmeros de murefna y la lipoproteina de Braun (white y col.,
1971; Bell y col., 1971; Osborn y col., 1972 b; Ghuysen y Shockman, 1973; Ka-
nazawa y Wa, 1979). Se han identificado, ademis, por lo menos siete protefnas
capaces de captar especificamente penicilina y que, en su mayorfa, tienen ac-
tividades enzimiticas para el ensamblaje de los monSmeros de mureina in vitro;
estas protefinas han sido denominadas PBPs y podrian estar relacionadas con la
sintesis de mureina in vivo (Iwaya y Strominger, 1977; Matsuhashi y col., 1979;
Nishimura y col., 1980; Ishino y col., 1980; Ishino y Matsuhashi, 1981; Naka-
gawa y Matsuhashi, 1982).

También en esta membrana se encuentran las distintas proteinas que inte-
gran los sistemas de transporte activo (permeasas y protelnas transportadoras)
y por lo menos uno de los camponentes proteicos del sistema de fosfotransfera-
sas descripto por Kundig y colaboradores (1964), los cuales permiten la incor-
poracidn de nutrientes a la célula y controlan el mantenimiento de la presién

osmbtica y el equilibrio &cido-base intracelular (Kaback, 1972; Kundig y Rose-



man, 1971).

‘E:l sequndo conponente de la envoltura, la capa rigida, estad consti-
tuida por una enorme macromolécula de trama muy abierta formada por largas ca-
denas de hidratos de carbono entrecruzadas por cortos puentes peptidicos y de-
nominada mureina. Esta capa, que parece ser uno de los principales determi-
nantes de la forma celular (Weidel y Pelzer, 1964), proporciona a la célula la
estabilidad osmStica que la caracteriza porque impide que variaciones en la
osmolaridad del madio produzcan cambios en el volumen celular incompatibles
con la limitada elasticidad de la membrana interna.

La murefina lleva unidas covalentemente moléculas de una lipoprotei-
na (lipoproteina de Braun) que se proyectan hacia el exterior y sumergen su
extremo lipidico en la zona no polar de la tercer capa de la envoltura (Inou-
ve, 1974). Por medio de esta asociacién, la capa rigida no s8lo actGa como
soporte de la membrana externa sino que ademis contribuye a su normal funcio-
namiento (Yem y Wu, 1978; Fung y col., 1978).

Ia membrana externa es también una bicapa lipoproteica, pero se di-
ferencia de la membrana interna por el limitado nGmero de proteinas que la
componen (Lugtenberg y col., 1975), porque pra&cticamente ninquna de ellas tie-
ne actividad enzimitica (Osborn y col., 1972 a) y por la presencia de una gran
cantidad de moléculas de lipopolisacirido (Smit y col., 1975). Este Gltimo
coffpuasto estd formado por un lipido complejo que se encuentra embebido en la
zona o volar de la mambrena y por cadenas cortas de hidratos de carbono; las
cadenas hidrocarbonadas se proyectan hacia el exterior cubriendo gran parte

de la superficie bacteriana y participan directamente en conferirle a la cé-



lula su serotipo y antigenicidad (Schmidt y col., 1976).

La membrana externa constituye una importante barrera para el pasa-
je de solutos ya que s6lo permite el paso de moléculas de peso molecular in-
ferior a 900 daltons (Nakae y Nikaido, 1975) los cuales difunden a través de
poros formados fundamentalmente por proteinas (Lutkenhaus, 1977 ; van Alphen vy
col., 1978). Aunque las moléculas mis pesadas no pueden atravesar esta capa,
existen ciertos compuestos de elevado peso molecular necesarios para el meta-
bolismo celular (vitamina Bl2 y complejos férricos) que son captados por al-
gunas de las protefnas que integran esta membrana y posteriormente transloca-
dos hacia el interior (Konisky, 1979).

Esta membrana esti, adems, involucrada en el mantenimiento del con-
tacto célula-célula durante el proceso de reproduccifén sexual (conjugacifn)
(Manning y Reeves, 1976; Manning y Achtman, 1979; Sanderson y col., 1981),
lleva los receptores para bacteriffagos y colicinas (Picken y Beachman, 1977,
Konisky, 1979), participa en la adherencia bacteriana a otras c€lulas y a par-
ticulas del medio (Duguid y col., 1966) y lleva los flagelos cuyo movimiento
rotacional produce el desplazamiento celular (Berg y Arderson, 1973; Brown y
Berg, 1974; Coulton y Murray, 1978).

La membrana externa estd unida a la membrana interna en aproximada-
mente 200 puntos denominados sitios de adhesibén que parecen ser 1los lugares
pof 10s ouales se produce la translocacién de los caomponentes de la envoltura
3intetizados en la mambrana interna y por donde pasa el ADN de los bacterié-—
fagos (Bayer, 1979).

Entre ambas membranas queda delimitado un espacio (periplasma) cuyo



voluren relativo varia en funcién de la presidén osmbtica del medio externo
(Stock v col., 1977). En este espacio se acumulan diversas proteinas capta-
doras de metabolitos y gran cantidad de enzimas hidroliticas (Neu y Heppel,
1965; Rosen y Heppel, 1973) las cuales son sintetizadas en los ribosomas pré-
ximos a la membrana citoplasmitica y secretadas al periplasma (Piovant y col.,
1978).

A lo largo del ciclo celular la bacteria aumenta de tamano y la en-
voltura crece en forma coordinada debido a la incorporacién de nuevo material
a las tres capas que la componen; para alqunos autores, la insersi6tn de los
nuevos elementos se produce en forma difusa sobre toda la superficie, mientras
que para otros, aquella ocurre en una zona definida de la bacteria (Cole, 1965;
Lin y col., 1971; Beqgg y Donachie, 1977).

Dado cque cl cromosoma bacteriano estd unido a la envoltura a través
de varios puntos (Roscmberg y Cavalieri, 1963), se ha postulado que el creci-
miento de la cubierta facilita la separacién de las cromitidas hermanas a me-
dida que &stas se sintetizan garantizando asi la distribucién equitativa del
raterial genético entre las c€lulas hijas resultantes de la divisién celular
(Ryter v col., 1968).

Una vez que la célula ha alcanzado un volumen determinado, que se
ha completado la duplicacién del cromosoma y que se ha acumulado una proteina
aGn no identificada, se desencadena el proceso de divisién celular (Smith y
Pardee, 1970; Dix y Helmstetter, 1973; Jones y Donachie, 1973). El tabique
comienza a formarse en la zona ecuatorial con la invaginacién de la membrana

citoplasmitica y el crecimiento de una doble capa de mureina (Burdett y Mu-



rray, 1974); cuando el septo se ha completado y ambas cé&lulas comienzan a se-
pararse, presumiblemente por la accifn de hidrolasas que separan la doble ca-
ma de mureina (Wolf-Watz y Normark, 1976), la membrana externa se incorpora
al tabique recién formado y las c€lulas hijas se independizan (Burdett y Mu-
rray, 1974).

Al comienzo de esta Introduccidén se ha mencionado la utilidad que
han tenido los mutantes de envoltura en las investigaciones tendientes a dilu-
cidar la composicién y funcionamiento de esa estructura celular. La obtencién
de ese tipo de mutantes, muchos de los cuales son de tipo condicional debido
al caréicter vital de las funciones que tienen alteradas, se ha basado en m&to-
dos tan variados como la resistencia a antibiSticos (Matsuhashi y col., 1974;
Kamiryo y Strominger, 1974) o a detergentes (Clark y Beard, 1979), la dependen-
cia de sacarosa (Mangiarotti y col., 1966), la tolerancia a glicina (Wijsman y
Pafort, 1974), el aumento en la permeabilidad a azlGcares (Lazdunski y Shapiro,
1972), el incremento en la liberacifn de enzimas periplésmicas (Weigand y Roth-
field, 1976) y el crecimiento termosensible (van de Putte y col., 1964; Hiro-
ta y col., 1968).

Fn Salmonella typhimurium se ha descripto un método efectivo para la

seleccién de mutantes de envoltura basado en la hipersensibilidad que ciertas
cepas presentan frente a altos niveles de desrepresidn del oper6n histidina

(Antén, 1979). La desrepresién de ese oper6n produce la inhibicién de la di-
visién celular a 37°C en medios con 2% de azficar fermentable. Murray y Hart-
man (1972) han demostrado que ese efecto se debe al exceso de dos de las pro-—

tefnas codificadas por ese opertn (hisH e hisF) y han sugerido que esas pro-



teinas podrian interactuar con la envoltura produciendo la inhibicién de la
divisidn celular.

Fntre las diversas mutaciones que producen la expresidn constitu-
tiva del operdn histidina se encuentra la mutacién de operador his01242 cuya
presencia determina niveles muy altos de desrepresibén (aproximadamente 15 ve-
ces mayor que el de las cepas reprimidas). Este elevado nivel de sintesis de
las proteinas hisH e hisF no afecta la viabilidad de la mayor parte de las
cepas, pero si la de tres cepas denominadas hipersensibles en las que la in-
troduccién de la mutacién his01242 produce una drastica disminucién en la so-
brevida (Savic, 1972; Ely y col., 1974; Antb6n, 1979).

A pesar de ello, Ant6n (1979) logrS obtener 41 derivados viables
reaislando repetidas veces los transductantes his01242 de una de esas cepas
hipersensibles (DA78). En muchos de esos derivados se detectaron alteracio-
nes de envoltura entre las que cabe mencionar el aumento en la sensibilidad a
antibibticos, detergentes y colorantes, la modificacién de la forma celular,
el incremento en el nivel autolitico, anormalidades en la fermentacién de cier-
tos azficares y el crecimiento termosensible.

Este trabajo se realizd con el propSsito de estudiar dos alteracio-
nes de envoltura detectadas en una familia de tres cepas provenientes del mis-
mo transductante his01242 de DA78. Ambas alteraciones fueron estudiadas en
Bus aspectos genéticos y fisiolS8gicos y se investigaron sus efectos sobre la
intibicidn de la divisifn celular causada por el exceso de las proteinas hisH
e hisF y sobre la letalidad que esas mismas proteinas producen en las cepas

hipersensibles.



CAPITULO 1II

MATERIALES Y METODOS

1. Cepas y Bacteri6fagos.

Todas las cepas de Salmonella typhimurium usadas en este trabajo

derivan de la ceva LT2; sus origenes y caracteristicas principales se deta-
i1lan en la Tabla I; la ubicacién de los marcadores genéticos mencionados se
muestra en la Fig. 1. Los bacterib6fagos utilizados en las transducciones

fueron KBl y P22.

2. Medios y Drogas.

Se utilizaron como medios completos el caldo nutritivo (C) que con-
tiene 5 gr de peptona, 2 gr de extracto de carne y 5 gr de NaCl por litro de
agua y el caldo triptona (CT) compuesto por 10 gr de triptona, 5 gr de extrac-
to de levadura y 5 gr de NaCl en un litro de agua. ILos medios minimos fueron
el medio F (Vogel y Bonner, 1956) adicionado con 2% de glucosa y el medio M9
(Adams, 1959} suplementado con 0,2% de azficar. Los medios sblidos se obtu-
vieron agregando 15 gr de agar (Difco) por litro de los respectivos medios
1iquidos. La fermantacién de azficares se estudib sobre medio EMB agar (Difco)
adicienaco ¢on 1% del hidrato de carbono adecuado.

Cuando fue necesario, los medios fueron suplementados con amino§ci-
dos (20-50 pg/ml), vitaminas (2-20 ug/ml) o estreptamicina (0,75 mg/ml). Los

antibibticos mecilinam, cefalotina y piperacilina fueron obsequiados por los



TABLA I: Origen y caracteristicas principales de las cepas utilizadas en

este trabajo.

CEPA CARACTERISTICAS ORIGLN

DA37 hisWl824, hisU1206, leu-1251 D. N. Antdn

DA78 hisWi824, his-203, rpsL

DA138 hislTl824, his01242, fts-131, rod-1, rpsL

DA139 hisWl824, his01242, rod-1l, rpsL

DA140 hisWl824, his01242, rod-1, uvrA, rpsl

DA419 hiswl824, hisO1242, fts-131, rod-1, Mutagénesis de DA138

leu-1261, met-1059, rpsL

A

DA457 aroG, leu-1262 Mutagénesis de AroG

DA470 aroG, fts-131 DA457 x fago DA138

DA471 aroG

DA499 hisW1824, hisU1206, fts-131 DA37 x fago DA138

DAS500 hisWl824, hisU1206

DA526 hisW1824, his01242, rod-1, his-6879 Muitagénesis de DAS35

pro-853, rpsL

DAS527 hisw1824, his01242, rod-1, pro-853, roslL, F+ DAS26 x cepa dadora F'

DA535 hiswl824, his01242, rod-1, his-6879, rpsL Mit. esponténea de DA139

DASQ7 ara-9, rod-1 SA342 x fago DA139

DAG38 ara-9
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TABIA I (continuacidn)

CEPA CARACTTRISTICAS ORIGEN
DAS599 ara-9, lip-2, his-6880 Mutagénesis de SA342
DA636 hisF3031, his01242, trpA3, leu-1263 Miatagénesis de SB2299
DA676 ara-9, lip-2, his01832 DAS599 x fago his01832
DA678 ara-9, his01832 DA676 x fago DA139
DAG79 ara-9, his01832, rod-1

Ara-9 ara-9 P. E. Hartman

ArcG aroG D. B. Sprinson

SA342 ara-9, lip-2 J. M, Calvo

SA534 serAl3 rfa-3058, Hfr K4 K. E. Sanderson
CV356 ara-9, leuS3, leu-702, gal-205 J. M, Calvo

SB2299  hisF3031, hisO1242, trpA3 P. E. Hartman

SU268 nadAl3, metA22, trpC2, tw-40 K. E. Sanderson

Cepa de E. coli:

ORF4 /K1251 leuB6, proC32, purE42, trpE38,

(cGsC 4282)  recAl, metE70, thi-1, ara-14

lacz36, xyl~5, mtl-1, azi-6, rpsLl109

tonA23, tsx-67, supE44/ F' lac* lip*

B. J. Bachmann
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metA

his U
rpslL
envB
serA
: hisH
divD :
hisW isF

Fig. 1: Esquema del mapa genético de Salmonella typhimurium

mostrando la ubicacibfn de los distintos marcadores menciona-
dos en este trabajo; se especifica ademis el origen y el sen-

tido de transferencia de la cepa Hfr SA534 (flecha).



laboratorios Roche, Lilly v Lederle respectivamente; el resto de las drogas

fue adquirido comercialmente.

3. Transducciones y Conjucaciones.

Las transducciones se realizaron siguiendo el m&todo descripto por
Roth y col. (1966) que consiste en esparcir 0,1 ml de un cultivo de la bacte-
ria en fase estacionaria junto con 0,1-0,2 ml de una suspensitn del fago
(109—1010 unidades formadoras de placas por ml) sobre cajas de medio selecti-
vo e incubar las cajas durante 48 horas a 37°C.

lLas conjuqaciones se efectuaron variando ligeramente una de las
técnicas descriptas por Sanderson y col. (1972). A 5 ml de un cultivo expo-
nencial de la cepa dadora (108 células/ml) se le agregaron 2 ml de un culti-
vo en fase estacionaria de la cepa receptora y la mezcla se incubd a 37°C
durante 2 horas sin agitacién. Las c€lulas fueron recolectadas por centrifu-
gacibn y resuspendidas en medio minimo y luego se sembraron distintas dilucio-
nes de esa suspensibn sobre cajas que contenian el medio selectivo adecuado;

la incubacién se realiz6 a 37°C durante 48 horas.

4, Obtencidbn de mutantes.

La mutagénesis se llevd a cabo agregando una gota de dietilsulfato
(br8) a 5 ml de un cultivo en fase estacionaria de la cepa a mutagenizar e in-
cubando la mezcla durante 30 minutos a 37°C sin agitacién.

FEl cultivo mutagenizado fue repicado en caldo nutritivo y crecido
duranto toda la noche con el objeto de permitir la expresién de las mutaciones
inducidas. Al dia siquiente, las células fueron cosechadas por centrifuga-

cién, resusperdidas en medio minimo E y repicadas en el mismo medio pero su-
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vlementado con los requerimientos de la cepa (medio IR). Ese cultivo fue cre-
cido durante 3 horas para agotar los nutrientes intracelulares y luego fue di-
luido renetidas veces en medio FR adicionado con penicilina (200 U/ml). Ias
distintas diluciones fueron mantenidas a 37°C durante 10-20 horas sin agita-
cién a fin de enriquecerlas en mutantes auxotr6ficos y luedgo se sembraron
0,05 ml de cada una de ellas sobre cajas de medio ER enriquecido con caldo nu-
tritivo (1,25% v/v); a las 72 horas se picaron las colonias pequefias (presun-

tos mutantes auxotr6ficos) y se analizaron sus requerimientos nutritivos.,

S. Autblisis.

El nivel de autSlisis definido por Ant6n y Orce (1976) expresa el
porcentaje de disminucién de la densidad Sptica de un cultivo resuspendido
en HCl1-Tris 0,05 M (pH 8,5) durante 2 horas a 37°C. Los cultivos fueron cre-
cidos en 10 ml de caldo triptona hasta alcanzar una densidad 8ptica de apro-
ximadamente 1 (650 nm) y luego las cé€lulas fueron centrifugadas y resuspendi-
das en 4 ml de aqua destilada. A 3 ml de esa suspensibn se le agregaron 3 ml
de HCl-Tris C,1 M (pH 8,5) e inmediatamente se midid la densidad &ptica de la
mezcla (650 nm); despu8s de incubar durante 2 horas a 37°C sin agitaci6n se
volvi6 a medir la densidad OSptica de la mezcla, y en base a los valores obte-
nidos se calculb el porcentaje de disminucién de la misma respecto al momen-

to de la resuspensién.

€. Pruebas dc Sensibilidad.

La respuesta a cicloserina y anaranjado de acridina se analizd con
la té&cnica usada previamente por Antfén (1979). Se coloct 0,1 ml de un culti-

vo exponencial de la cepa crecida en medio completo (107 c€lulas/ml aproxima-
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damente) en tubos que contenian 0,9 ml del mismo medio adicionado con la can-
tidad apropiada de la droga y se los incubS a 37°C durante toda la noche.

Al dfia siquierte se leyd la densidad &ptica de los cultivos (650 nm) y se
considerd a la falta de crecimiento como sinénimo de sensibilidad. Cuando la
droga probada fue anaranjado de acridina, el medio usado fue el caldo nutriti-
vo, Y en el caso de cicloserina se usd caldo triptona.

Ia sensibilidad a desoxicolato se analiz6 esparciendo 0,02 ml de un
cultivo de la cepa sobre cajas de agar nutritivo adicionado con el detergente
y observando el crecimiento a las 24 horas.

Para calcular la fraccibn de sobrevivientes frente a mecilinam se
esparcieron distintas diluciones de la cepa sobre cajas de agar triptona y a-
gar triptona adicionado con el antibibtico y a las 48-72 horas se contaron

las colonias aparecidas.

7. Shock osmbtico.

Fl shock osmbtico se realizé modificando ligeramente el método de
Neu y Heppel (1965). Las cepas a tratar fueron crecidas en 30 ml de medio E
hasta alcanzar un titulo de aproximadamente 10° células/ml y luego las células
fueron centrifugadas, lavadas dos veces con HCl-Tris 0,1 M (pH 7,3) y resus-
perdidas en 3 ml de HCl-Tris 0,1 M (pH 7,3) - sacarosa 20% (v/v) — EDTA 5 mM.
Después de acitar durante 10 minutos (etapa de sensibilizacibn) se tomaron dos
alfcuotas de 1,4 ml de esa suspensifn, se centrifugaron y las células se re-
suspendieron en 1,4 ml de una solucién fria de MgCl, 1 miM - ditiotreitol (DTT)
1 mM (tratamiento de shock) vy en 1,4 ml de la misma solucién pero suplementa-

da con 0,9% de NaCl (tratamiento control) respectivamente. Ambas suspensiones
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fueron mantenidas en hielo durante 10 minutos y luego fueron centrifugadas;
en los sobrenadantes resultantes (medio hipotbnico S y medio isoténico C) se
mi-1i8 la actividad de enzimas citopldsmicas y periplasmicas.

Ias actividades enzimiticas medidas en ambos medios se expresaron
como el porcentaje de la actividad celular total que fue calculada sumando la
actividad medida en el medio S proveniente del shock osmbtico con la hallada
en cl sonicado de las c€lulas remanentes de dicho tratamiento. Este Gltimo
valor se obtuvo resuspernvliendo las c€lulas previamente sometidas al shock os-
motico en 1,4 ml de una solucibén de MgCl, 1 mM - DTT 1 mM - NaCl 0,9%, soni-
cando la suspensién, separando el sobrenadante por centrifucacién y midiendo

en &l la actividad de las distintas enzimas.

8. Ensayos enzimiticos.

Ta técnica para medir la actividad de la fosfodiesterasa ciclica
fue descripta por Neu y Heppel (1965). La mezcla de incubacifén campuesta por
0,5 amoles de MgCly, 0,1 umoles de CoCl,, 5 amoles de acetato de sodio (pH
5,8), 0,1 mg de bis-p-nitrofenil fosfato y enzima en un volumen de 0,1 ml
fue incubada a 37°C durante 40 minutos. La reaccibn se detuvo agregando 1 ml
de NaOH 0,1 M y el color desarrollado se leyS a 410 nm.

La mezcla de incubacibn para medir la actividad de la treonina des-
aminasa (Bwrms, 1971) que contenfa 100 amoles de NHyCl, 100 umoles de HCl-
Tris (pH 8), 80 amoles de L-treonina y enzima en un volumen de 1 ml fue incu-
badd dur~rite 30 minutos a 36°C. La reaccibn se detuvo agregando 3 ml de una
solucibn de 2-4 dinitrofenil hidracina (25 mg por 100 ml de IKC1 0,5 M); lue-

go se agregd 1 ml de aqua destilada, se mantuvo la mezcla a temperatura am—
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biente durante 15 minutos y finalmente se agregd 1 ml de NaOH 40%. El color
desarrollado se leyd a 600 nm.

La mezcla para medir la actividad de la ornitina transcarbamilasa
(Prescott y Jones, 1969) compuesta por 100 ymoles de HCl-Tris (pH 8,6), 2,5
amoles de carbamil fosfato de litio, 10 ymoles de L-ornitina y enzima en un
volumen final de 1 ml fue incubada a 37°C durante 20 minutos. La reaccién se
detuvo con el agregado de 1 ml de una mezcla formada por dos partes de una so-
lucién de antipirina (5 gr por litro de &cido sulffirico 50%) y una parte de
una solucién de 2-3 butanodiona monoxima (0,8 gr en 100 ml de &cido acético
5%). Los tubos se mantuvieron durante 15 horas en oscuridad completa y luego
se calentaron a 45°C durante 70 minutos; posteriormente se enfriaron r&pida-

mente en hielo y se ley® el color desarrollado a 460 rm.

9. Recuento de células totales.

El nGmero de c€lulas totales se estableci6 mediante el uso de céma-
ras para recuento de gl8bulos rojos. Los cultivos fueron dilufdos en formal-
dehido 0,1% hasta obtener titulos de aproximadamente 107 células/ml y con e-
sas diluciones se cargaron las cimaras. Antes de la lectura, las cdmaras se
dejaron reposar durante 30 minutos con el objeto de que las células se deposi-
taran en el fondo de las mismas. En cada determinacifn se contaron entre 150

y 200 c8lulas.

10. Sintesis de ADN y de protefnas.

La sintesis de ADN y de proteinas se midi6 en cultivos exponencia-

les crecidos en caldo nutritivo; a uno de ellos se le agregd 10 uCi/ml de
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3H-Timidina (47 Ci/mmol) y 100 ug/ml de adenosina para medir la sintesis de
ADN y al otro 2,5 uCi/ml de l4e-reucina (2 mCi/mg) para medir la sintesis de
proteinas. A intervalos requlares se tomaron muestras de 0,1 ml con las que
se impregnaron discos de papel de filtro de 25 mm de difmetro; los discos fue-
ron sumergidos en cido tricloroacético (TCA) 10%, lavados dos wveces con

TCA 5%, secados y finalmente se lgyé la radioactividad incorporada en un con-

tador de centelleo liquido Beckman.

11. Deteccidn de las protefnas captadoras de penicilina.

El método para detectar las proteinas captadoras de penicilina (PBP)
fue descripto por Spratt y Pardee (1975). Las cepas fueron crecidas en 1 li-
tro de caldo triptona hasta alcanzar una densidad de aproximadamente 1 (650nm)
y luego las cé€lulas fueron cosechadas por centrifugacién y resuspendidas en 40
ml de solucién tampdn fosfato 0,1 M (pH 7) adicionada con 0,4 ml de mercapto—
etanol. Después de pasar esa suspensifén por una prensa de French, las c€lulas
enteras fueron separadas por centrifugacifén a 6.000 g durante 20 minutos y el
gobrenadante resultante fue centrifugado a 100.000 g durante 45 minutos con
@l objeto de recolectar la fraccifn de membranas. El precipitado obtenido
fue resuspendido en la misma solucibén tampdn y vuelto a centrifugar a 100.000
g dos veces y finalmente fue resuspendido en 0,4 ml de HCl-Tris 50 mM (pH 7).

A 100 ul de esa suspensifn de membranas se le agregaron 10 ul de
j-4C--I':!encil penicilina (53 mCi/mmol; 100 uCi/ml) y la mezcla se incubd duran-—
te 10 minutcs a 30°C; la reaccidn se detuvo con el agregado de 5 ul de peni-
cilina no radicactiva (120 mg/ml) y 5 a1l de Sarcosyl NL~97 20% (p/v) que es

un detergente que solubiliza selectivamente las proteinas de la membrana in-
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terna y las desnatunaliza previniendo la liberacién de la penicilina radio-
activa unida. La mezcla se incubb a temperatura ambiente durante 20 minutos
y se centrifugd a 100.000 g durante 45 minutos, qucdando en el sobrenadante
las proteinas solubilizadas por el detergente.

Se mezclaron 100 ul de ese sobrenadante con 20 ul de mercaptoetanol
v 50 nl de una solucién de muestra compuesta por HCl-Tris 0,2 M (pH 6,8), gli-
ceron 30%, lauril sulfato de sodio (SDS) 3% y azul de bromofenol 0,004 M y la
mezcla se calent§ a bano maria durante 3 minutos antes de sembrarla en las pla-
cas de electroforesis.

Fl gel separador se prepar6 con acrilamida 9,5%, bis-acrilamida
0,18%, SDS 0,1%, persulfato de amonio 0,12% y N-N-N'-N'-tetrametil-etildiami-
na (TEMED) 0,1% en HCl-Tris 0,376 M (pH 8,8). Fl gel apilador fue semejante
al separador excepto en la concentracién de acrilamida (3%), en la de bis-a-
crilamida (0,08%) y en la soluci6n tampbdn, que fue HCl-Tris 0,125 M (pH 6,8).
La solucibén de electrodo fue HCl-Tris 0,025 M - glicina 0,192 M - SDS 0,1%.

* la electroforesis se llev6 a cabo aplicando una corriente de 25 mA
por placa lo que determind un tiempo de corrida de aproximadamente 4 horas.
Ios geles fueron fijados con una mezcla de metanol 25% - &cido acético 10%,
lavados con agua y sumergidos en dimetilsulféxido (DMS) durante 30 minutos
por dos veces v en DMS adicionado con 22,2% de 2-5 difeniloxazol (PPO) duran-
te 3 horas; luego se los volvid a lavar con agua durante 30 minutos y se los
secd.

La lectura de los geles se realizd siguiendo la técnica de Laskey y

Mills (1975). Para ello, se los adosb6 a una pelicula X-Omat AR de Kodak pre-



viamente sensibilizada con un destello luminoso (fondo de absorbancia a 540 nm
de 0,1-0,2) Y se los mantuvo en estrecho contacto durante 2 meses a 70°C ba-

jo cero. la pelicula fue revelada con un revelador para peliculas de rayos X.



CAPITULO III

RESULTADOS

La familia de cepas integrada por DA138, DA139 v DA140 fue obtenida

por Antdn (1979) a través de sucesivos reaislamientos de un transductante

his01242 de DA78, una cepa hipersensible al exceso de las proteinas hisH e

hisF (Fig. 2).

TRANSDUCTANTE
his01242 de DA78

(4)

(6)

(8)

Fig. 2: Origen de DA138, DA139 y DAl40 a partir de un

transductante his01242 de DA78.

Entre paréntesis se in-

dica el nGmero de reaislamientos realizados en cada una

de las etapas de la selecci6n de este grupo de cepas.

Las tres cepas comparten diversas alteraciones tales como la forma

celular redonda, el aumento del nivel autolitico, el incremento de la sensi-
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bilidad a cicloserina y desoxicolato y la fermentacién anormal de maltosa.
Ademés de esas anormalidades camunes a los tres miembros de la familia, DA138
es incapaz de formar colonias en medio s6lido a 42°C, DA140 es altamente sen-
sible a la radiacidn ultravioleta y DA139 acumula mutaciones polares his™ (An-
tén, 1979).

En este trabajo se encard el andlisis genético y fisioldgico de la
alteracidén morfolbgica de DA138, DA139 v DA140 y del crecimiento termosensi-

ble detectado en DA138.

1. ANALISIS DE LA TERMOSENSIBILIDAD DE DA138.

1.1. Mapeo de la mutacidn responsable de esa alteracifn.

El mapeo inicial de la mutacifn responsable de la termosensibili-
dad de DA138, a la cue se denomind fts-131, se realiz6 cruzando distintas ce-
pas Hfr fts' con DA419, un derivado leu” met  de DA138, y analizando el cre-
cimiento a 42°C de los recambinantes seleccionados. En esos cruzamientos se

observ que ¢l 97,5% de los derivados leut ser? rpsL obtenidos con la cepa Hfr

SA534 era tertmresistente lo que permitié ubicar a la mutacién fts-131 en las
proximidades dc la unidad 3 del cromosoma de S. typhimurium (Fig. 1).

Con el objeto de localizar con mds precisién a fts-131 se estudib
su ligamiento por transduccifn con otros marcadores ubicados en la unidad 3
tales como leu y ara (Sanderson y Hartman, 1978). El estudio de 254 transduc-
tantes lgyf obtenidos al cruzar DA419 con fago crecido en una cepa ara-9 f_t_s-'_.+
_].e_u_+ mostr® que 30 de ellos eran termoresistentes (gﬁ+) (11,8%), 135 habian

adquirido el marcador ara-9 (53,1%) y solamente 3 (1,2%) tenian los marcadores



Fn base a las frecuencias de cotransduccifn encontradas entre leu y

los marcadores fts y ara , y a que la clase minoritaria de recombinantes ha-
. , +

llada en ese cruzamiento fue la de los derivados fts ara-9, se construy6 el

mapa de la Fig. 3 en el que se muestran las distancias y posicién relativa de

los tres marcadores analizados.

ara leu fts

017 b 05T e e
(53.1%) (11,8 %)
Fig. 3: Representacién esquemitica de la posicidn de fts
con respecto a otros marcadores cercanos. Los n(meros
indican las distancias entre los marcadores calcuvladas
ror medio de la f6rmula de Kemper (1974) en hase a las
frecuencias de cotransduccifn que se indican entre parén-

tesis.

1.2. Egppiedades gg_gg.transductante fts-131.

Con el objeto de estudiar las alteraciones producidas por fts-131,
y a fin de evitar la interferencia de otras mutaciones presentes en DA138, di-
cha nwtacién fue transferida a una cepa leu-1262 por transduccibén con fago cre-

cido en DA138. Se obtuvieron asi las cepas isogénicas DA470 (fts-131 }ggf) Y
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DA471 (_ft_s+ _l_e_\f) que difieren Gnicamente en el alelo fts y que pueden ayudar
a identificar el fenotipo propio de fts-131 por comparacién con el tipo salva-
je vy la cepa parental DA138.

La Tabla Il muestra que tanto DA470 como DA138 son incapaces de for-
mar colonias en medio s6lido a 42°C en tanto que DA471 crece normalmente a e-
sa temperatura. A pesar de esa semejanza, DA470 difiere de DA138 en todas
las otras propiedades analizadas ya que la forma celular, nivel autolitico,
respuesta a cicloserina y desoxicolato y el tipo de fermentacifén de maltosa
de DA470 son semejantes a los de la cepa DA471. Se deduce de estos resulta-
dos que fts-131 es responsable de la falta de crecimiento en medio sblido a
42°C pero no esti involucrada en la variacién morfol6gica ni en ninguna de las

otras alteraciones detectadas en DA138.

1.3. Comportamiento de una cepa fts-131 a 42°C.

Con el objeto de analizar cuantitativamente el efecto de la tempera-
tura sobre los mutantes fts-131 se estudif el camportamiento de DA470 a 42°C
en medio liouido v se lo compard con el de DA471.

Fn la Fig. 4 se observa que si bien el cambio de 32°C a 42°C no cau-
sa variaciones apreciables en el incremento del titulo o la densidad 6ptica de
DA471 (Fig. 4A y 4B), el mismo produce la detencién completa y casi instant&-
néa del aumento de ¢dlulas totales en el cultivo de DA470 (Fig. 4C).

k1l efecto de la temperatura sobre el n@mero de células de DA470 no
est2 acompanado por alteraciones en el crecimiento del cultivo ni en la sinte-
sis de macromoléculas ya que tanto el aumento de la densidad 6ptica camo la in-

corporacidén de precursores radicactivos en el ADN y protefnas a 42°C continGan
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Fig. 4: Efecto de la incubacién a 32°C y 42°C sobre el in-
crenento del nmero de cé&lulas totales y la densidad &ptica
de DA471 (fts’) (Ay B) y de DA470 (fts-131) (C y D). Los cul-
tivos fueron crecidos en caldo nutritivo a 32°C y en el mo-
mento indicado por la flecha se transfiri6 una parte de los
migmos a 42°C. A distintos tiempos se tomaron alicuotas de
los subcultivos de 32°C y 42°C para medir la densidad ofitica

{650 nm) y efectuar el recuento de células totales.
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Fig. 5: Efecto de la incubacifén a 32°C y 42°C sobre la incorporacién
de 14C—I_Aeucina )y 3I-I—T1‘midina (D) en cultivos de DA470. La cepa
fue crecida en caldo nutritivo a 32°C y en el momento de inciar la
experiencia se pas6 una alfcuota a 42°C. La incorporacifn de pre-
cursores daricactivos se estudif en cultivos preincubados durante 70
minutos con 2,5 uCi/ml de 14C-Leucina (2 mCi/mg) (sintesis de prote-
fnas) o con 10 uCi/ml de JH-Timidina (47 Ci/mmol) mas 100 ug/ml de a-
dénosina (sintesis de ADN); las muestras fueron tamadas y procesadas
como se indica en Materiales y M8todos. Los panales A y B muestran
el efecto de la temperatura sobre el nGmero de células totales y la

densidad oftica respectivamente.
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con una velocidad semejante a la del control mantenido a 32°C (Fig. 5).

Por microscopia Optica se observd que si bien el cultivo de DA470
crecido a 32°C estaba formado por bacilos normales (Fig. 6A), el crecido a
42°C estaba constituido por filamentos aparentemente no septados cuya longi-

tud aumentaba con el tiempo de incubacién a tenmperatura no permisiva (Fig. 6B).

Fig. 6: Morfologia de c&lulas de DA470 crecidas en cal-
do nutritivo a 32°C (A) y a 42°C (B). La barra represen-—

ta. 5.

Estos resultados indican que la matacidn fts-131 inhibe la divisidn

celular a 42°C sin interferir con otros aspectos del crecimiento tales camo

15 sintesis de ADN y de proteinas y el alargamiento celular.

1.4, Recuperacién de la divisibn celular por disminucién de la tempera-

tura. Lfecto de diversos antibibticos.

La Fig. 7 muestra que el efecto de la temperatura sobre DA470 es re
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versible ya que cuando un cultivo de esa cepa crecido a 42°C es pasado a
32°C se produce, a partir de los 15 minutos, un brusco aumento en el nimero
de células totales el cual alcanza ripidamente el valor del control mantenido
a 32°C; una vez llegado a ese punto, el cultivo continfia creciemdo a la mis-
ma velocidad del control.

La perdiente de la primer fase de la curva de recuperacién (tiempo
de duplicacién 12,7 minutos) es aproximadamente 4 veces mavor que la del cul-
tivo control de 32°C (tiempo de duplicacién 48 minutos). Estos sugiere que,

a pesar de la inhibicidn de la divisién celular, durante el crecimiento de los
los filamentos a 42°C se acumulan todos los elementos necesarios para la divi-
sién y que es suficiente el pasaje a 32°C para que las divisiones detenidas

se campleten en poco tiempo provocando la répida fragmentacidn de los filamen-
tos.

Con el objeto de establecer en qué punto del ciclo celular se en-
cuentra la alteracién producida por fts-131 se analiz6 el efecto de distintos
inhibidores del metabolismo celular sobre la divisién de los filamentos a 32°C.

El agregado de &cido nalidixico o de cloranfenicol, inhibidores de
la sintesis de ADN y proteinas respectivamente, en el momento de la transfe-
rencia del cultivo de 42°C a 32°C no impide el aumento del nfimero de cé&lulas
totales awxpue el titulo alcanzado en ambos casos es inferior al obtenido en
aiisencia de esas drogas (Fig. 7). Similares resultados se obtuvieron con o-
tros inhibidores de la sintesis proteica tales camo puromicina (100 ug/ml) o
tetraciclina (5 ng/ml) (De Micheli y Antén, 1983). Tstos datos permiten con-

cluir que el paso alterado en DA470 es posterior a las etapas de la divisién
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Fig. 7: Recuperacién de la divisién celular de filamentos
de DA470 por pasaje a 32°C. Parte de un cultivo exponencial
de DA470 crecido a 32°C en caldo nutritivo fue transferido
a 42°C al iniciar el experimento. A los 120 minutos (fle-
cha) se tomaron cuatro alicuotas del cultivo de 42°C y se
lag pasd a 32°C; una de ellas se mantuvo como control en
tanto aque a las rostantes se les adiciond, a una &cido nali-
dixico (24 pg/ml), a otra cloranfenicol (40 ug/ml) y a la

tercera cicloserina (35 ug/ml).
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celular que requieren la sintesis de ADN o de proteinas.

Se analizd, ademis, el efecto de distintos inhibidorcs de la sin-
tesis de mureina, el componente fundamental Ae la capa rigida de la envoltu-
ra, sobre la recuperacidén del cultivo de DA470. La Fig. 7 muestra que la ci-
closerina, un antibidtico que interfiere con la sintesis de los monfmeros de
esa macramolécula (Ghuvsen y Shockman, 1973), no impide la divisidén de los
filamentos lo que indica que el paso alterado por fts-131 es posterior a esa
etapa de la formacién de la capa rigida.

Por otra parte, en la Fig. 8 se observa que el agregado de penicili-
na en el momento del pasaje a 32°C anula completamente el aumento del titulo
de DA470. Si bien se acepta que la penicilina inhibe la etapa final de la po-
limerizacitn de la rnureina (transpeptidaci6n) (Mirelman, 1979), su modo de ac-
cidén no esti completamente aclarado. Recientemente se ha demostrado que ese
antibidtico se une especificamente a por lo menos siete protefnas de la mem-
brana interna (Spratt, 1975) y que la mayor parte de esas proteinas (PBPs) in-
tervienen enzimiticamente en la sintesis de la murefna (Nishimura y col., 1980;
Ishino y col., 1980; Ishino y Matsuhashi, 1981; Nakagawa y Matsuhashi, 1982).

Con el objeto de establecer si el efecto inhibitorio de la penicili-
na sobre la divisidn de los filamentos fts-131 se debe a su interaccién con
alguna de las PBPs, se estudib la recuperacién de DA470 a 32°C en presencia de
antibidticos que interfieren con algunas de esas proteinas en forma especifi-
ca. Para ello sc utilizb cefalotina que presenta alta afinidad de unibn con
la PBP-1 v PBP-3 (Spratt, 1977), piperacilina que se une con la PBP-3 (Botta y

P

Park, 1981) v mecilinam que es captado por la PBP-2 (Spratt y Pardee, 1975).
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Tig. 8: Ifecto de antibibticos con distinta especificidad de
unién para las proteinas captadoras de penicilina (PBPs) sobre
la recuperacidn de los filamentos de DA470 a 32°C. A partir de
un cultivo de DA470 crecido a 42°C durante 2 horas se tamaron
¢inco alicuotas que fueron transferidas a 32°C (flecha); a una
de éllas no se le hizo ningGn agregado y a las otras cuatro se
les adicion$: a una penicilina (5 U/ml), a otra cefalotina (5
Mg/ml), a la tercera mecilinam (10 ug/ml) v a la cuarta pipera-

cilina (5 ug/ml).
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La Fig. 8 muestra que el agregado de mecilinam no interfiere con la
divisién de los filamentos fts-131 lo que indica que la PBP-2 no participa en
el proceso de recuperacién.

Se observa también que la adicibn de cefalotina o piveracilina en
el momento del nasaje a 32°C inhibe completamente la recuperacidn de DA470.
Dado que ambos antibifticos se unen a la PBP-3 (la piperacilina lo hace en for-
ma exclusiva), esos resultados indican que la PBP-3 es necesaria para la divi-
sién de los filamentos y permiten postular que el paso alterado por fts-131
es anterior a la etapa de la sintesis de mureina catalizada por esa protefna.

La falta de antibi6ticos especificos para la PBP-1 no permite deter-
minar si su actividad es también necesaria para la recuperaci6én de DA470. Al
igual que la PBP-3, la PBP-1 tiene actividad de transglicosilasa y transpep~
tidasa (Ishino y col., 1980; Ishino y Matsuhashi, 1981), pero existen eviden-
cias que sugieren que esti involucrada en el proceso de elongacién en tanto
que la PBP-3 actuaria solamente en la formacién del septo (Spratt, 1975; Bo-
tta v Park, 1981). La formacién de filamentos a 42°C demuestra que la elon-
qacién de DA470 a altas temperaturas no esti alterada y, en consecuencia, in-
dica que no esti inhibida la actividad de la PBP-1. Estas evidencias sugieren
que el paso alterado por fts-131 es posterior a la etapa de la sintesis de mu-
refna catalizada por la PBP-1, pero esta hipStesis deberia comprobarse median-

te estudios bioquimicos.

1.5. Recuperaci6n de la divisién celular por aumento de la presidn osmS-

tica del medio. Efecto de distintos antibibticos.

Similarmente a lo observado en otros mutantes termosensibles (Cie§la



y col., 1972; Ricard e Hirota, 1973), los filamentos de DA470 se dividen r&-
pidamente a temperatura no permisiva si la presién osmbtica del medio es ele-
vada de 0,09 M (concentracifn salina del caldo nutritivo) a 0,25 !1 (Fig. 9).
Otras sales (por ejemplo NaySO4) y la sacarosa, usadas en concentraciones os-
mbticamente equivalentes a la del NaCl, tienen un efecto semejante lo que in-
dica que los filamentos se dividen por el aumento de la presidn osmdtica y no
por un efecto especifico del NaCl.

El NaSCN, NaClO4 y el tricloroacetato de sodio actfan en forma dife-
rente yva que no sdlo son incapaces de inducir la divisién de los filamentos
sino que ademds inhiben el crecimiento de DA470 y el de las cepas salvajes.
Este comportamiento anfmalo podria atribuirse al hecho de que esas tres sales
son poderosos agentes caotrSpicos y como tales provocan la desorganizacibén de
la membrana celular (Hatefi y Hanstein, 1974).

Ia recuperacidn de los filamentos fts-131 promovida por el agregado
de sales no es afectada por la presencia de 4cido nalidixico pero es totalmen-
te inhibida por el cloranfenicol (Fig. 9) lo que indica que las divisiones in-
ducidas por el aumento de la presifn osmbtica requieren sintesis de proteinas.
Puade observarse también en la Fig. 9 que la divisién de los filamentos no es
impedida por la cicloserina, pero es completamente anulada por la adicién de
penicilina o cefalotina.

De las Fig. 7, 8 y 9 surge que la recuperacitn de los filamentos a
32°C ¥ la due tiene lugar al aumentar la presién osmStica del medio difieren
en el camwortamiento frente a inhibidores de la sintesis proteica, ya que el a-
greqgado de cloranfenicol no impide el aumento del titulo a 32°C pero anula com-

pletamente la divisién de los filamentos inducida por las sales.
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Fig. 9: Pecuperacién de la divisién celular de filamentos de DA470 por
aumento de la presién osmStica del medio. Parte de un cultivo de DA470
crecido en caldo nutritivo a 32°C fue tranferido a 42°C al iniciar la
experiencia. N los 120 minutos (flecha) se tomaron seis alicuotas del
cultivo crecifio a 42°C y se les adiciond NaCl ( conc. final 0,25 M); a
iria de ellas no se le hizo ningiin otro agregado pero a las cinco restan-
tes se les adiciond dcido nalidixico (24 ug/ml), cloranfenicol (40 ug/ml),

cicloserina (35 ug/ml), penicilina (5 U/ml) o cefalotina (5 ug/ml).



AMemas de la diferencia mencionada, ambos procesos de recuperacidn
difieren también en su potencialidad temporal. En la Fig. 10 se observa que
la capacidad de los filamentos para dividirse a 32°C se mantiene mientras el
cultivo control se encuentra en fase logaritmica y se pierde cuando éste en-
tra en fase estacionaria; por el contrario, el cultivo de DA470 crecido a
42°C deja de responder al estimulo de las sales cuando el control se encuen-
tra afin en fase logaritmica.

Estos resultados indican que el mecanismo de recuperacién de los
filamentos fts-13). inducido por el aumento de la presibén osmbtica del medio

es diferente al que tiene lugar cuando se disminuye la temperatura.

1.6. Comportamiento de una cepa fts-131 frente al shock osmbtico.

El shock osmbStico es un método descripto por Neu y Heppel (1965)
que facilita la liberaci6n al medio externo de las proteinas contenidas en
el espacio periplismico sin ocasionar lisis celular.

Dado que el comportamiento normal de una cepa ante el shock osmb-
tico deperde en gran medida de las propiedades de su envoltura, y con el ob-
jeto de detectar posibles alteraciones en esa estructura celular debidas a
la presencia de la mutacibn fts-131, se estudi6 la respuesta de CA470 y de la
cepa isogénica fi'._&f DA471 a dicho tratamiento. Para ello las cepas crecidas
a 37°C fueron sensibilizadas con HCl Tris - sacarosa - FDTA y posteriormente
ge resuspendieron las células en una solucibn hipoténica (shock osmdtico) o
en una solucdidn isoténica (tratamiento control ) tal camo se describe en Ma-
teriales y MBtodos; en los medios externos resultantes de ambos tratamientos

(S y C respectivamente) se midid la actividad de una enzima peripldsmica
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Fig. 10: Influencia de la edad de los filamentos en la recuperacién
producida por pasaje a 32°C y por aumento de la presifn osmStica del
medio. Un cultivo de DA470 crecido en caldo nutritivo a 32°C (O)

se pasb a 42°C al iniciar la experiencia; en ese momento y cada 40
minutos se tomaron dos alicuotas-del cultivo mantenido a 42°C (@) y
sé pasd una de ellas a 32°C (M) y a la otra, que se mantuvo a 42°C,
se le agread NaCl (0,25 M conc. final) (A). A los 430 minutos de co-
menzado el experimento se hizo el recuento de c€lulas totales en todas
las alicuotas y se graficd el valor obtenido en funcidn del momento

en que fueron extraidas.
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(fosfodiesterasa ciclica) y la de una enzima citopldsmica (treonina Aesaminasa).

Los resultados de la Tabla III muestran que el porcentaje de activi-
dad de fosfodiosterasa hallado en los medios hipotfnicos S de ambas cepas fue
de aproximadamente el 70% en tanto que el detectado en los respectivos medios
control C sblo alcanzd valores del 10%. Ademis, en ninguno de los medios S o
C se encontrd actividad de treonina desaminasa, lo que indica las dos cepas
estudindas no se lisan al ser sometidas a estos tratamientos.

L2 gran liberacién de material periplésmico (fosfodiesterasa) por e-
fecto del shock osmStico y el escaso porcentaje liberado por el tratamiento
control, asi como la ausencia de lisis celular, evidencian que tanto DA470 co-
mo DA471 tiencen un comportamiento normal frente a ambos tratamientos.

Valores de liberaci6n de fosfodiesterasa ciclica y treonina desami-
nasa semejantes a los presentados en la Tabla III se obtuvieron con las cepas
crecidas a 42°C y posteriormente sametidas al shock osmbtico y al tratamiento
control.

Estos resultados muestran que si bien la mutacién fts-131 produce la
inhibicifn de la divisién celular a 42°C, no causa alteraciones en la envoltu-

ra celular que modifiquen la respuesta frente al shock osmStico.

2. ANALISIS DI LA ALTERACION MORFOLOGICA DE DA138, DA139 y DA140.

2.1, Mapeo de la mutacidn responsable de esa alteracidn.

'l mapeo preliminar de la mutacién responsable de la alteracibén mor-
fol&8gica de DAL139, DA138 y DA140, a la que se denomind rod-1l, se realizd cru-
zando DAS27, un derivado F* de DA139 cuyo origen se detalla an la Tabla I, con

SU268, una cepa receptora que tiene marcadores auxotr6ficos ubicados en distin-
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tos puntos del cromosoma. Se seleccionaron en forma independiente recombi-
nantes prototr6ficos para cada uno de los marcadores presentes en la cepa re-
coptora y sc observd que el 40% de los derivados nadA™ his* tenfan forma re-
donda lo que indicS que la mutacifn rod-1 se encontraba cerca del marcador
nadA (unidad 17) (Sanderson y Hartman, 1978).

In esa zona del cromosoma de S. typhimurium no se conoce ningGn gen

relacionado con la forma celular, pero en el minuto 14 de Escherichia coli

hay dos genes estrechamente ligados entre si que cotransducen con el marcador
lip y que estan involucrados en el mantenimiento de la forma celular: popA y
rodA (Tamaki y col., 1980; Spratt y col., 1980).

Con el objeto de establecer si la mutacidn rod-1 de DA139 correspon-
dia a alguno de esos dos genes, se estudid su ligamiento con el marcador lip.
En la Tabla IV se observa que 313 de los 493 transductantes lip' selecciona-
dos en el cruzamiento de SA342 (lip-2) con fago crecido en DA139 eran redondos
lo que indica que rod cotransduce con lip con una frecuencia del 63,5%; ade-
mis, la mutacién que produce la alteracién morfoldgica en DA139 estd también
ligada con leuS , otro marcador de la zona, ya que se comprobd que el 9,9% de
los recombinantes @s_* obtenidos al transducir CV356 (leuS3) con fago DA139
tenian forma esférica. Los ligamientos detectados entre rad y lip y entre rod
Y leuS indican que la mutacién de redondez de DA139 estd ubicada en el gen de
8. typhimurium hanSlogo al gen pbpA o bien al gen rodA de E. coli.

Un estudio gendtico similar llevado a cabo con las mutaciones res-
pongables de la forma redonda de DA138 y DA140 mostrd frecuencias de transduc-
cién semejantes a las halladas en el caso de DA139 (Tabla IV). Este resulta-

do, sumado al estrecho parentesco que existe entre las tres cepas, permite con-
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cluir que sus alteraciones morfolbgicas se deben a la presencia de la misma
rutacidén rod-1 que habrfa aparecido en una de las primeras etapas de la selec-
cibén de esta familia de cepas, antes de la diferenciacién de DA138, DA139 y
DA140 (ver Fig. 2).

Fn base a las frecuencias de cotransduccién halladas entre rod v
los marcadores lip y leuS y al ligamiento detectado entre .l.{E. y leus (€,8%2)
(Tabla IV), se construyd el mapa de la Fig. 11 donde se representa la posi-

cidén relativa de los tres marcadores.

lip rod leuS

Lo 053 032%--

1(63.8%) -
o 063 (8% —J

Fig. 11: Representacifn esquemitica de la posicién de
rod con respecto a los marcadores ‘lﬁ N Leis_ Los nG-
meros indican las distancias entre los marcadores cal-
culadas seqgln la férmula de Kemper (1974); entre parén-
tesis se muestran las frecuencias de cotransduccién ha-

lladas entre ellos.

Con el objeto de estudiar la daminancia de la mutacién rod-1, y a-



provechando que S. typhimurium no utiliza lactosa (Eg_) por tener una defi-
ciencia en la zona del operdn correspondiente, se cruzd una cepa F-prima de E.
coli cuyo factor I lleva integrado el trozo de cromosoma bacteriano que com-
prende los alelos _r_o_d_+ Y _]_.9_c_+ con una receptora ggi—i de S. typhimurium y se
seleccionaron recombinantes lact.

Por microscopia Optica se observd que esos derivados 1_a£+, que se
comportaban como diploides parciales porque segregaban con alta frecuencia co-
lonias _l__a_g_-, tenfan forma bacilar (Fig. 12A) en tanto que los segregantes ha-
ploides lac mantenfan su forma esférica (Fig. 12B). Estos resultados indican

que la mutacién rod-1 es recesiva respecto al alelo salvaje aportado por el F

prima de E. coli

Fig. 12: Forma celular de un diploide parcial rod’
E{_cf/);od*l (A) y de un segregante rod-1 (B) crecidos

en caldo nutritivo a 37°C. La barra representa 5 u.
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2.2. PI'studlio de las proteinas captadoras de penicilina (PBPs) en una

cepa rod-1.

De los dos genes involucrados en la morfologia celular quc mapean
en el minuto 14 de E. coli, pbpA es el gen estructural de la proteina capta-
dora de penicilina 2 (PBP-2) en tanto que el gen rodA no interviene en la a-
paricién de esa proteina (Spratt y col., 1980; Tamaki y col., 1980).

Dado que rod-1 estd ubicada en la misma zona que estos genes, y con
el objeto de determinar a cull de ellos corresponde, se analiz6 la presencia
de la PBP-2 en las cepas isogénicas DAS87 (rod-1) y DA588 (ﬁ"‘) obtenidas co-
mo transductantes EE+ de una cepa lip-2 (SA342) cruzada con fago crecido en
DA139.

Con ese propdsito se incubd la fraccién de membranas de ambas cepas
con l4c-Bencil penicilina durante 10 minutos, se solubilizaron las proteinas
de la membrana interna con un detergente especifico y se las separd por elec-
troforesis en placa de poliacrilamida tal como se describe en Materiales y M&-
todos.

En la Fig. 13 se observa que la distribucién de las PBPs de DA587
es semejante a la de DAS88 y que en ambas cepas esti presenta la PBP-2 de a-
proximadamente 66.000 daltons. Este resultado permite concluir que la muta-
cibn rod-1 es homSloga a las mutaciones rodA de E. coli porque, al igual que

éstas, no afecta al gen estructural de la PRP-2.

2.3. Propiedades de una cepa rod-l.

La Tabla V muestra las propiedades de DA139 y las de las cepas DAS87

(rod-1) y DAS88 (gd_"') cuyo origen fue detallado en el punto anterior. Se ob-
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Fig. 13: Distribucién de las proteinas captadoras de penici-
lina (PBPs) en DA588 (Eggf) y DA587 (rod-1). Ias fracciones
de membranas de ambas cepas fueron incubadas con 14c_pencil
penicilina durante 10 minutos a 30°C. Al cabo de ese perio-
do, las proteinas fueron solubilizadas selectivamente con Sar-
cosyl y posteriormente fueron separadas por electroforesis

en gel de poliacrilamida (Materiales y lMétodos). Las bandas
Ade las PBPs fueron reveladas por fluorografia utilizando una
pelicila X-Omat AR de Kodak. Se indican también las distan-
cias de migracidn de las proteinas usadas como referencia:
albmina bovina (66.000 daltons), albmina de huevo (45.000

daltons) y pepsina (35.000 daltons).
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serva que tanto DAS87 como DA139 tienen forma celular redonda, presentan un
nivel autolitico elevado, fermentan anormalmente maltosa y son sensibles a
cicloserina, mientras cque DAS538 es normal respecto a esas propiedades.

A pesar de las semejanzas existentes entre DA139 v DA587, ambas
cepas difieren en su respuesta a desoxicolato y anaranjado de acridina ya que
mientras DA139 es sensible a desoxicolato y resistente a anaranjado de acri-
dina, DA587 es resistente al detergente pero no crece en presencia del colo-
rante.

Los resultados presentados indican que la mutacién rod-1 es respon-
sable no sblo de la forma celular redonda sino que también produce un incre-
mento en la sensibilidad a cicloserina y anaranjado de acridina, un aumento
en el nivel autolitico y anormalidades en la fermentacién de maltosa, pero no
estd involucrada en la sensibilidad a desoxicolato detectada en DA139. 1la
resistencia a anaranjado de acridina de DAl139 sugiere que en esta cepa el e-
fecto de rod-1 sobre la respuesta a ese colorante estd emmascarado por una de
las mutaciones presentes en ella o, quizds, por alguna aGn no identificada.

Por Giltimo, mientras la sobrevida de DAS88 frente a 1 nug de meci-
linam, un antibi6tico que se une especificamente a la PBP-2 (Spratt y Pardee,
1975), es de aproximadamente 10-5, la de DA587 alcanza valores de 10'2 lo aque

indica que la mutacién rod-1 produce también un aumento en la resistencia a

esa droga.

2.4. Comportamiento de una cepa rod-1 frente al shock osmbtico.

Con el ol jeto de detectar posibles alteraciones en la envoltura ce-

lular de una cepa rod-l se estudid el comportamiento de DAS37 frente al shcck
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osmHtico v se lo compard con el de la cepa isogénica DASS88.

Con esc propdsito las cepas fuercn sometidas al shock osmdtico vy
al tratamiento control isotdnico (Materiales y Métodos) v en los medios ex-
termos resultantes de ambos tratamientos se midieron las actividades de dos
enzimas citopldsmicas (treonina desaminasa y ornitina transcarbamilasa) y la
de una enzima peripldsmica (fosfodiesterasa ciclica).

In la Tabla VI se observa que DAS588 (Eo_d_"') tiene un comportamiento
normal ya que, por un lado, libera grandes cantidades de fosfodiesterasa al
medio S del shock osmbtico pero no al medio C del tratamiento control y, por
otro lado, no se lisa cuando es sometida al tratamiento hipoténico como lo e-
videncia el bajo porcentaje de enzimas citoplasmicas detectado en el medio S.

Por su parte, DAS87 (rod-1) muestra dos evidentes anormalidades.

En primer lugar, no sblo libera un alto porcentaje de enzima peripldsmica al
medio S sino que también lo hace cuando es sometida al tratamiento control i-
sotébnico (47% de fosfodiesterasa en el medio C). La liberacién de material
periplasmico al medio externo, independientemente de la presifn osmdtica de
éste, indica que la cepa es afectada en forma anormal por la etapa de sensi-
bilizacién con HCl Tris - sacarosa - EDTA camin al tratamiento control y al
de shock. Dado que la sensibilizacifn act@a fundamentalmente sobre la mem-

brana externa, este resultado sugiere que DAS587 presenta alguna alteracién
en ésa capa de la envoltura celular.

Por otra parte, si bien en el medio C no se detectan cantidades a-
preciables de las enzimas citoplésmicas, en el medio S se encuentra un 35%
de la treonina desaminasa y un 55% de la ornitina transcarbamilasa lo que in-

dica que esta cepa se lisa cuando es sometida al shock osmbtico.
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La fragilidad osmbtica de DAS587 sugiere que esa cepa presenta algu-
na alteracién en su capa rigida lo que, sumado a la modificacién en la mem-
brana externa mencionada previamente, indicaria que la mutacidén rod-1 produ-

ce alteraciones en por lo menos dos de las capas de la envoltura celular.
3. FFRECIO DE FFTS-131 Y ROD-1 SOBRE LAS MANIFLSTACIONES DE LA DESREPRESION
DEL OPERON HISTIDINA.

Se ha postulado que las mutaciones aparecidas entre los derivados

his01242 viables de las cepas hipersensibles al exceso de las proteinas hisH

e hisF, entre las que se encuentran fts-131 y rod-1, fueron seleccionadas po-
sitivamente por ejercer alg@in efecto supresor sobre las alteraciones produci-
das por la desrepresidn del operén histidina (Antén, 1979).

Con €l objeto de analizar esta hipbtesis, y teniendo en cuenta que
la desrepresidn de ese operSn produce la inhibicién de la divisién celular en
la mayor parte de las cepas (Murray y Hartman, 1972), y ademis la letalidad
en por lo menos tres cepas denominadas hipersensible (Savic, 1972; Ely y col.
1574; Antbn, 1979) (ver Introduccibn), se investigd la accién de fts-131 y
rod-1 sobre ambas manifestaciones de la expresién constitutiva del opertn

ristidina.

3.1. Ffecto de fts-131 y rod-1 sobre la inhibicién de la divisidn celu-

lar en cepas constitutivas.

Para realizar este estudio se construyeron derivados fts-131 y

rod-1 de las cepas constitutivas para el operén histidina DA37 y DA676, a las



que se denominaron DA499 y DA679 respectivamente, y se compard su conporta-
miento con el de las isogénicas Eggf y Egif (DAS00 y DA678) (ver Tabla I).

¥n la Fig. 14 se observa que debido a la inhibicién de la divisidn
las cepas constitutivas gggf Y Eggf forman filamentos heterogéneos cuando cre-
cen a 37°C en medio adicionado con 2% de glucosa (A y C). Por el contrario,

sus derivados fts-131 y rod-1 se dividen normalmente originando bacilos y cé-

lulas redondas respectivamente (B y C) lo que indica que ambas mutaciones son
capaces de suprimir la falta de divisidn celular producida por la desrepre-

sidn del operén histidina.

Fig. 14: Morfologia de las cepas DA500 (hisU1206 hiswl1824

fts™) (A), DA499 (hisU1206 hiswl824 fts-131) (B), DA678

(his01832 rod+) (C) y DA679 (hisOl§32 rod-1) (D) crecidas

en medio con 2% de glucosa a 37°C. La barra representa 5u.




3.2. FPfecto de fts-131 sobre la falta de viabilidad de las cepas hiper-

sensibles.

La cema SB2299 es hipersensible a altos niveles de sintesis de las
proteinas hisH e hisF y por ello no origina transductantes }_11_sF+ cuanlo es
cruzada con fago crecido en una cepa his01242, una mutacién que produce un al-
to nivel de desrepresitn del oper6n histidina, en tanto que si los forma con
fago salvaje (Savic, 1972).

Con el objeto de investigar el efecto de fts-131 sobre dicha hiper-

sensibilidad, se pas® esa mutacién al derivado leu-1262 de SB2299 (DA636)

transduciéndolo con fago crecido en DA138. Los recombinantes fts-131 _lgf
y f£5.+ lﬂf de SB2299 asi obtenidos fueron cruzados con fago his01242 y con
fago salvaje a fin de analizar la aparicién de colonias Ei_s_F:.

Se observd que, asi camo ocurre con la cepa parental, los deriva-

dos fts' de sB2299 producen transductantes hisF' cuando son cruzados con fa-

go salvaje pero no los forman con fago his0l1242. Por el contrario, los deri-
vados fts-131 originan transductantes h_is_F"' cuarnddo son cruzados tanto con fa-
go salvaje como con fago crecido en una cepa his01242 lo que indica que esta
mutacidén suprime la letalidad producida por altos niveles de desrepresitn Yel1
operdn histidina en SB2299.

Ll efecto de rod-1 sobre la hipersensibilidad no ha podido estudiar-
se debido a que esa mutacién produce, por causas afin no establecidas,una mer-
cada disminucién de la transducibilidad de las cepas lo que impide poner de

manifiesto dicha expresién de la desrepresidn del oper6n histidina.



CAPITULO IV

DISCUSION

En este trabajo se realiz6 el estudio genético y fisioldgico de dos
alteraciones aparecidas espontineanente entre las cepas DA138, DA139 y DA140
y sus efectos sobre la filamentacién y la hipersensibilidad de la cepa en la

que se originaron.

1. Alteracidn de la divisién celular en DA138.

La termosensibilidad de DA138 se debe a la presencia de la mutacidn
fts-131, ubicada en la unidad 3 del cramosoma de S. typhimurium, que produce
a 42°C la inhibicién de la divisibn celular con la consiguiente formacidn de
filamentos.

De acuerdo a estudios realizados en E. coli, un organismo estrecha-
rmente empareritado con S§. typhimurium, la zona de la unidad 3 tiene gran impor-
tancia en el control de la divisién celular ya que en ella abundan los genes

conectados con esa funcibn (ftsA, ftsZ y envA), con la sintesis de mureina

(murE, murC, murF, mraA, mraB y ddl) o con ambos fenfmenos a la vez (EE’&B)

(Bachmann v Low, 1980).

Il comportamiento general de las cepas fts-131 es semejante al de

los derivados ftsA, ftsZ v pbpB de E. coli. Se han descripto algunas diferen-
cias entre esos tres tipos de mutantes tales como la presencia de septos in-

completos en las cepas pbpB (Walker y col., 1975) o el requerimiento de sinte-
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sis de ADN v oroteinas para la recumeracidn de los filamentos ftsA a 32°C
(Tormo y col., 1980). Sin embargo, el hecho de que en cada caso se haya es-
tudiado un solo mutante, sumado a la dificultad para clasificar mutantes pro-
venicntes de diferentes reaislamientos y genotipos, hacen que esas caracte-
risticas no sean suficientemente concluyentes para asegurar que los filamentos
fts-131, que no las presentan, sean producidos por alteracién del gen ftsZ o
de alguno afn no identificado.

Ios resultados presentados indican que la inhibicién de la divisién
celular producida por fts-131 a 42°C se debe a la alteracién de un paso termi-
nal del ciclo celular posterior a la duplicacifén del cromosama y a todos los
eventos que requieren sintesis de proteinas, pero anterior a la etapa de poli-
merizacién de la mureina catalizada por una proteina (la PBP-3) que tiene ac-
tividad de transglicosilasa y transpeptidasa y parece estar involucrada en la
construccidn del septo (Ishino y Matsuhashi, 1981; Botta y Park, 1981).

1A incapacidad de los mutantes fts-131 de dividirse a 42°C parece
indicar que el producto de fts-131, necesario para la divisién celular, es ter-
mosensible. Sumado a ello, la recuperacifén de los filamentos fts-131 a bajas
temperaturas, aGn en presencia de inhibidores de la sintesis proteica, sugeri-
rfa que la inactivacién del producto de fts-131 a 42°C es reversible y que es
suficiente el pasaje a 32°C para que esa proteina recupere su configuraciétn
notmal y se complete el proceso de divisifn.

Ios filamentos fts-131 pueden dividirse a 42°C si la presifn osmbti-
ca del medio se eleva de 0,09 a 0,25 !M; pero, a diferencia de lo que ocurre

por pasaje a temperaturas permisivas, las divisiones inducidas por el agrega-
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do de sales son anuladas por la adicibén de inhibidores de la sintesis protei-
ca. Este hecho sugiere que en este caso la recuperacifn no se debe a la nor-
malizacidén de la proteina fts-131 sino que requiere la sintecis de nueva pro-
teina. Si bien se han descripto otros mutantes termosensibles (alterados en
la divisién celular o en la sintesis de fosfolipidos) que se normalizan a tem—
peratura no permisiva por el agregado de sales sin que haya renaturalizacidn
de la proteina alterada (Reeve vy col., 1970; Ohta y Shibuya, 1977), la expli-
cacién de este hecho no es sencilla. Para el caso de fts-131 podria postular-
se que el aumento de la presi6n osmbtica modifica la envoltura permitiendo la
divisidn celular a 42°C aln en ausencia del producto de fts-131, y que para
vara ello se necesita la sintesis de una proteina de baja estabilidad cuya
funcién podria ser la de adaptar la cubierta a las nuevas condiciones osmSti-~
cas.

La hipbtesis de la termosensibilidad de la proteina fts-131 y su re-
naturalizacidén a bajas temperaturas concuerda con el normal crecimiento mos-
trado por las cepas fts-131 a 37°C y temperaturas inferiores ya que en esas
cordiciones la proteina funcionaria normalmente. Sin embargo, se ha compro-
bado que la mutacién fts-131 es capaz de anular a 37°C la inhibici6n de la di-
visién celular que las cepas constitutivas para el operén histidina sufren
cliahdo crecen en medio con 2% de glucosa. Este efecto supresor parece ser es-
pecifico para la inhibicién de la divisi6n producida por el exceso de las pro-
téfnas hisH ¢ hisF ya que fts-131 no impide la filamentaci6n causada por el
agregado de &cido nalidixico o penicilina (datos no presentados). La manifes-

tacién de fts-131 a 37°C imdicaria que la normalidad de la proteina fts-131 a



esa temperatura no es completa y que, sin llegar a impedir la divisién celu-
lar, produce desequilibrios metabSlicos que campensan los efectos de la desre-
presidén del operdn histidina.

Recientemente se han identificado varios genes cuyos productos son
necesarios para el crecimiento a altas temperaturas pero no a 37°C (Yamamori
Y col.; 1978; Neidhart y col., 1981). Este hallazgo permite postular una hi-
pbtesis alternativa a la de la termosensibilidad de fts-131 y su parcial nor-
malizacién a temperaturas permisivas. En base a ella, la mutacidén fts-131
produciria la pérdida de una proteina necesaria para la expresién de la cons-
titutividad del operdn hisitidina que, ademis, estaria involucrada en el pro-
ceso de divisidn celular a 42°C. La reanudacién de la divisién a 42°C en pre-
sencia de sales se explicaria por el mismo mecanismo postulado para la otra
hipbtesis.

La identificacién del producto del gen afectado por fts-131, asi co-
mo un mejor conocimiento del mecanismo de inhibicién de las proteinas hisH e
hisF, seguramente permitir&n comprender el modo de accibn de la mutacibn
fts~131 y su capacidad para estimular o inhibir, segln el caso, la divisi6n ce-
lular.

El otro efecto notable de fts-131 a 37°C es el de suprimir la hiper-
séngibilidad que presenta la cepa SB2299 frente a altos niveles de desrepresidn
del operfn histidina. La similitud existente entre esa hipersensibilidad y la
manifestada por DA78 sugiere que fts-131 puede anular también la hipersensibi-
lidad de esa Gltima cepa. El estudio de 41 derivados his01242 de DA78 permitid

identificar, ademis de fts-131, otras dos mutaciones termosensibles de origen



independiente y ubicadas en la unidad 3, que inhiben la divisi6n celular a
42°C y suprimen la hipersensibilidad de SB2299 a 37°C (Ant6n, 1979; De Miche-
1i, 1980). Tan alta frecuencia de aparicién de este tipo de mutantes (3/41)
cen condiciones no selectivas demuestra la existencia de una ventaja adaptati-
va de los mismos que consiste, sin duda, en la capacidad de esas mutaciones
de suprimir la hipersensibilidad de la cepa en la que se Originaron.

Se ha postulado que las cepas hipersensibles tienen alquna altera-
cibén en la envoltura celular que las hace particularmente sensibles al efecto
inhibitorio de hisH e hisF, y que las mutaciones capaces de suprimir dicha hi-
persensibilidad producen modificaciones en la envoltura que contrarrestan la
alteracidén original (Ant6n, 1979). No se han observado hasta el presente al-
teraciones en la envoltura de las cepas hipersensibles (De Micheli, 1982) y
los resultados obtenidos en este trabajo muestran que las cepas fts-131 son
similares a las salvajes en cuanto a diversas propiedades que involucran la
envoltura celular tales camo la respuesta a cicloserina y desoxicolato, el
nivel autolitico, el tipo de fermentacifn de maltosa y el comportamiento fren-
te al shock osmbtico. Sin embargo, el efecto de la mutacibén fts-131 en un
proceso tan estrechamente vinculado a la envoltura celular caw es el de la
divisién sugiere que tal alteracién de la cubierta podria existir aunque las
pruabas realizadas no la hayan detectado, y que se requieren otros ensayos pa-

ra ponerla de manifiesto.

2. Ahltcracién de la forma celular de DA138, DA139 y DA140.

La forma celular redonda de las cepas DA138, DA139 y DA140 se debe

a la presencia de la mutacidn recesiva rod-1 ubicada en la unidad 14 del mapa




genético de S. typhimurium.

Fl andlisis de mutantes redondos de E. coli ha permitido identifi-
car, ademds del gen envB ubicado en el minuto 70 (Westling-Haggstrom y Nor-
mark, 1975), los genes pbpA y rodA que estédn estrechamente ligados entre si
y mapean en el minuto 14 (Spratt, 1980). Fl gen pbpA es el gen estructural
de la PBP-2 pero los genes rodA y envB no parecen modificar dicha proteina
(Iwaya y col., 1978; Spratt y col., 1980; Tamaki y col., 1980).

Dado que rad-l1 se encuentra en la misma zona que los genes pbpA vy
_EQQA_ de L. c_o;i y que, ademds, no interfiere con la presencia de la PRP-2,
se ha concluido en este trabajo que dicha mutacibén afecta a un gen,hasta aho-
ra no conocido de S. typhimurium,que es homblogo al gen rodA de E. coli.

rodA es el tercer gen descripto en S. typhimurium que participa en

el mantenimiento de la forma bacilar ya que todos los mutantes esféricos co-
nocidos hasta el presente correspondian al gen envB, homSlogo al gen envB de

E. coli (Antdn, 1978) o a un gen ubicado en la unidad 56 y denominado divD

(Wyche v col., 1974; Antbn y col., 1983). De acuerdo a los estudios realiza-
dos en E. coli, parece probable que el método de seleccifn positiva de mutan-
tes redondos por resistencia a mecilinam (Iwaya y col., 1978) permita la ob—
tencién de derivados pbpA lo que elevaria a cuatro el nGmero de genes invo-
lucrados en el proceso morfogénico de Salmonella; si bien divD no ha sido des-
cripto en F. coli, los factores F-prima de esa especie que contienen la zona

¢cronosdmica en la que ese gen deberia hallarse (minuto 56) normalizan la for-

ma de los mutantes divD de S. typhimurium (Wyche y col., 1974) lo cue demues-

tra que el alelo salvaje de divD estd presente en E. coli.
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Dado que el mantenimiento de la forma celular depende en gran medi-
da de la arquitectura de la capa rigida, podria esperarse que la alteracidn
morfoldgica detectada en los mutantes redondos estuviera acompanada por modi-
ficaciones en ese camponente de la envoltura celular.

En este trabajo se ha comprobado que, ademds de la forma celular
esférica, las cepas rod-l tienen otras caracteristicas anfmalas, tales camo
el elevado nivel autolitico y la fragilidad osmbtica frente al shock osmdti-
co, que también podrian atribuirse a modificaciones en la capa rigida. Se ha
observado (De Micheli vy Antdn, datos no publicados) que los mutantes redondos
del tipo envB y divD también presentan un alto nivel autolitico y que las ce-
pas envB son osmoticamente frégiles (no se ha estudiado el comportamiento de
las cepas divD) frente al shock osmbtico); estos hechos avalan la hipStesis
de que las mutaciones que producen el redondeamiento celular'modifican las
propiedades de la capa rigida de la envoltura.

Fl defectuoso funcionamiento de la capa rigida en los tres tipos de
mutantes redondos conocidos en S. typhimurium sugiere que esos tres genes po-
drian estor involucrados en una o mis etapas de la sintesis de mureina. Sin
embargo, ciertas caracteristicas de las cepas rod-1 sugieren que esa mutacidn
produce ademds alteraciones en otro componente de la cubierta celular. A ese
respecto, el aumento en la sensibilidad a cicloserina y anaranjado de acridi-

na mostrados, no s6lo por las bacterias rod-1 sino también por las cepas envB

y divD, v la excesiva liberaci6n de material periplésmico por tratamiento con
una solucién de HC1l Tris - sacarosa - FDTA detectada tanto en los mutantes

rod-1 como en los envB (no se investigd este especto de las cepas divD) (An-
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tdén, 1979, De Micheli v Antén, datos no publicados), pueden interpretarse co-
mo debidas a un deficiente funcionamiento de la membrana externa. Aunque es-
tas propiecades de las mutaciones de forma esférica podrian ser efectos pleio-
trépicos de las mismas, no puede descartarse que sean efectos secundarios de
la alteracidén de la capa rigida ya que el funcionamiento de la membrana ex-
terna depende en gran medida de la estructura de esta capa a la cual se en-
cuentra estrechamente asociada a través de la lipoproteina de Braun (Inouye,
1974; Yem vy Wu, 1978).

Otra propiedad de la mutacién rod-1 es la de incrementar considera-
blemente la resistencia a mecilinam. Fste antibiftico estd emparentado es-
tructuralmente con la penicilina (Lund y Tybring, 1972) pero a diferencia de
ella sblamente se une en forma especifica con la PBP-2 (Spratt y Pardee, 1975).
Usado en bajas concentraciones, el mecilinam produce redondeamiento celular
pero a dosis mis altas tiene un poderoso efecto bactericida. La mayor resis-
tencia de las cepas rod-1 a mecilinam, a pesar de tener presente la PBP-2,
indica que esta protefna, aunque capta especificamente la droga, no es el blan-
co de su accidén letal.

lLas cepas envB son también resistentes a ese antibibtico, pero las
divD son tan sensibles camo las cepas salvajes (Ant6én y col., 1983). Esa
propiedad, que constituye una de las mis evidentes diferencias funcionales
detectadas hasta alwra entre los diversos tipos de mutantes redondos, indica
que el efecto deletéreo de mecilinam tampoco estid relacionado con la forma ba-
cilar. Asfmismo, el aislamiento de numerosos mutantes resistentes entre los

que se encuentran, ademis de las cepas redondas, otras que conservan su mor-
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fologia normal (De Micheli, 1982) confirmaria este hecho.

La mutacién rod-1 es capaz de suprimir la inhibicién de la divisién
celular de las cepas constitutivas para el opertn histidina pero no ha podido
documentarse concluyentemente se efecto sobre hipersensibilidad. La informa-
cién genética obtenida en este trabajo indica que rod-1 aparecid antes de la
diferenciacidén de DA138, DA139 y DA140 y que posteriormente en esa cepa rod-1
original se seleccionaron espontineamente otras mutaciones, que como fts-131
en DA138 y las mutaciones polares his~ en DA139, anulan completamente los efec-
tos de la constitutividad. Este hecho indica que si rod-1 tiene algln efecto
sobre la hipersensibilidad, &ste no es completo. Resulta evidente, sin embar-
g0, que la forma celular redonda es ventajosa para las cepas hipersensibles
va que entre 41 derivados his01242 viables de DA78 se encontraron, ademis de
las tres cepas rod-1 estudiadas en este trabajo, un mutante envB y otro del
tipo divD (Ant6n, 1979). A semejanza con lo que ocurre con rod-1, las muta-
ciones envB y divD también anulan la filamentacién de las cepas constitutivas
(Antdn y col., 1983) lo que sugiere que la ventaja adaptativa de las mutacio-
nes de forma radica justamente en su capacidad para suprimir esa manifesta-

cién de la desrepresidn.

3. Consideraciones finales.

Se ha demostrado que las mutaciones fts-131 y rod-1 tienen la propie-

dad de suprimir la filamentacién de las cepas constitutivas para el operfn his-
tidina; sumado a ello, fts-131 es capaz de anular completamente la hipersensi-
bilidad presentada por ciertas cepas al exceso de los praductos de los genes

hisH e hisF, en tanto que rod-1 no la afecta o lo hace s6lo en forma parcial.

)
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El efecto de las dos mutaciones sobre las manifestaciones de la desrepresidn
de las enzimas de histidina concuerda con la hip&tesis de que esas mutaciones
confieren wna ventaja selectiva a las cepas hipersensibles en las que se pro-
ducen, v explica su presencia entre los derivados his01242 viables de DA78.

A pesar de haber sido seleccionadas en el mismo sistema y compartir
la capacidad de suprimir total o parcialmente los efectos de la desrepresidn,
las dos mutaciones estudiadas presentan caracteristicas muy disimiles; se ha
observado que rod-1 produce alteraciones en el comportamiento de dos capas de
la envoltura pero no interfiere con el crecimiento ni la divisién celular, en
tanto que fts-131 no parece afectar la cubierta pero altera un paso de la di-
visién previo a la sintesis de la mureina del septo. Las modificaciones pro-

ducidas por las mutaciones fts-131 y rod-1 sugieren que el sistema de selec-

cién basado en la hipersensibilidad es un método eficaz para la obtencidn de
nutantes con alteraciones en diferentes funciones de la envoltura celular. Re-
sulta evidente que el estudio de esos mutantes puede proveer mucha informa-
cidn, no sdlo acerca de los diferentes componentes de la envoltura, sino tam—
bién sobre el modo de accibn de las proteinas hisH e hisF y el papel de la cu-

bierta en el control de la divisibén celular.
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