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C A P I T U L O I

I N T R 0 D U C C I O N

La envoltura celular de las bacterias gram-negativas es una estruc­

tura muyconpleja que protege a la célula de daños físicos y quimicos y que,

además, está involucrada en diversos procesos fisiológicos tales comola in­

corporación de nutrientes, la excreción de los productos del metabolisno celu­

lar, la producciónde conpuestos ricos en energia, la sintesis de algunos de

sus propios constituyentes y la división celular.

La mayor parte de los conocimientos que se tienen sobre la organiza­

ción y el funcionamientode este tipo de envoltura ha sido adquirida en las

últimas dos décadas gracias al aporte de varias disciplinas cientificas y al

erpleo de mutantes alterados en alguna de las truchas funciones controladas por

ella.

Agrandes rasgos, la envoltura celular está fornada por tres capas

superpuestas y estrechamente asociadas que difieren en su composición quimica

y propiedades; la capa interna es la nentrana citoplasmática, le sigue una ca­

pa rígida y en último término se encuentra la membranaexterna.

Al igual que otras nenbranas biológicas conocidas en procariontes y

eucariontes, la nentmanainterna está forrada por una bicapa de fosfolípidos

y proteinas (Ames,1968; Schnaitman, 1970) y su estructura se ajusta al modelo

del nosaico fluido propuesto por Singer y Nicolson (1972). Los lípidos están

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



y con sus zonas hidrofílicas hacia el exterior en tanto que las proteinas es­

tán insertadas en la bicapa atravesárxiola o bien localizándcse en una de las

dos caras de la misma.

Las proteínas que componenesta membranapresentan una gran diversidad

(Osborny col. , 1972 a) y muchasde ellas tienen propiedades especificas que

son vitales para el metabolisno celular. Algunasestán involucradas en la pro­

ducción de compuestosricos en energía porque participan en el ciclo del ácido

tricarboxílico o en la cadena de la fosforilación oxidativa (Osborny col. ,

1972a). Otras tienen función enzimática y catalizan la sintesis de constitu­

yentes de las otras capas de la envoltura tales caro los fosfolipidos, lipopo­

lisacáridos, monómerosde mureïna y la lipoproteina de Braun (White y col. ,

1971; Bell y col., 1971; Osborn y 'col., 1972 b; Ghuysen y Shockman, 1973; Ka­

nazaway Wu, 1979). Se han identificado, además, por lo menos siete proteinas

capaces de captar especificamente penicilina y que, en su mayoria, tienen ac­

tividades enzimáticas para el ensamblaje de los nonómerosde mureina in vitro;

estas proteínas han sido denominadasPBPsy 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

qaway Matsuhashi, 1982).

Tambiénen esta membranase encuentran las distintas proteinas que inte­

gran los sistemas de transporte activo (permeasasy proteinas transportadoras)

y por lo menosuno de los ccmponentesproteicos del sistema de fosfotransfera­

sas descripto por Kundigy colaboradores (1964), los cuales permiten la incor­

poración de nutrientes a la célula y controlan el mantenimientode la presión

osmótica y el equilibrio ácido-base intracelular (Kaback, 1972; Kundigy Rose­



man, 1971).

'El segurfiocomponentede la envoltura, la capa rígida, está consti­

tuida por una enormemacronolécula de trama muyabierta formada por largas ca­

denas de hidratos de carbono entrecruzadas por cortos puentes peptidicos y de­

nominadamureina. Esta capa, que parece ser uno de los principales determi­

nantes de la forma celular (Weidely Pelzer, 1964), proporciona a la célula la

estabilidad osrrótica que la caracteriza porque impide que variaciones en la

osrrolaridad del medio produzcan cambios en el volumencelular incompatibles

con la limitada elasticidad de la membranainterna.

La mureïna lleva unidas covalentemente mléculas de una lipoprotei­

na (lipoproteína de Braun) que se proyectan hacia el exterior y sumergensu

extreno lipídico en la zona no polar de la tercer capa de la envoltura (Inou­

ye, 1974). Por medio de esta asociación, la capa rígida no sólo actúa corro

soporte de la membranaexterna sino que además contribuye a su normal funcio­

namiento (Yemy Wu, 1978; Fung y col., 1978).

Ia membranaexterna es también una bicapa lipoproteica, pero se di­

ferencia de la membranainterna por el limitado númerode proteinas que la

camponen (Lugtenberg y col. , 1975), porque prácticamente ninguna de ellas tie­

ne actividad enzimática (Osborny col. , 1972 a) y por la presencia de una gran

cantidad de moléculas de lipopolisacárido (anit y col. , 1975). Este última

comptusto está formado por un lipido complejo que se encuentra enbebido en la

20m no polar dc la manbranay por cadenas cortas de hidratos de carbono; las

cadenas hiclrocarbonadas se proyectan hacia el exterior cubriendo gran parte

de la superficie bacteriana y participan directammte en conferirle a la cé­



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

La membranaexterna constituye una importante barrera para el pasa­

je de solutos ya que sólo permite el paso de moléculas de peso molecular in­

ferior a 900 daltons (Nakaey Nikaido, 1975) los cuales difunden a través de

poros formados fundamentalmente por proteinas (Lutkenhaus, 1977; van Alphen y

col. , 1978). Aunquelas moléculas más pesadas no pueden atravesar esta capa,

existen ciertos compuestosde elevado peso molecular necesarios para el meta­

bolismo celular (vitamina B12y complejos férricos) que son captados por al­

gunas de las proteínas que integran esta membranay posteriormente transloca­

dos hacia el interior (Konisky, 1979).

Esta membranaestá, adarás, involucrada en el mantenimiento del con­

tacto célula-célula durante el proceso de reproducción sexual (conjugación)

(Manning y Reeves, 1976; Manning y Achtman, 1979; Sanderson y col. , 1981),

lleva los receptores para bacteriófagos y colicinas (Picken y Beachman,1977,

Konisky, 1979), partiCipa en la adherencia bacteriana a otras células y a par­

tículas del medio (Duguidy col. , 1966) y lleva los flagelos cuyo movimiento

rotacional produce el desplazamiento celular (Berg y Anderson, 1973; Browny

Berg, 1974; Coulton y Murray, 1978).

La membranaexterna está unida a la membranainterna en aproximada­

mente 200 puntos denominadossitios de adhesión que parecen ser los lugares

1.65Cuáles se produce la translocación de los componentesde la envoltura

Sintetizados en la marbrana interna y por donde pasa el ADNde los bacterió­

fugos (Bayer, 1979).

Entre ambas membranasqueda delimitado un espacio (periplasrna) cuyo



volumenrelativo varía en función de la presión osmótica del ¡tedio externo

(Stock y col. , 1977). En este espacio se acumulandiversas proteinas capta­

doras de metabolitos y gran cantidad de enzimas hidrolíticas (Neuy Heppel,

1965; Rosen y Heppel, 1973) las cuales son sintetizadas en los ribosomas pró­

ximos a la membranacitoplasmática y secretadas al periplasma (Piovant y col. ,

1978) .

A lo largo del ciclo celular la bacteria aumentade tamañoy la en­

voltura crece en forrra coordinada debido a la incorporación de nuevo material

a las tres capas que la componen;para algunos autores, la insersión 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; Bqu y Donachie, 1977).

Dadoque cl cromosomabacteriano está unido a la envoltura a través

de varios puntos (Roscmbergy Cavalieri, 1968), se ha postulado que el creci­

miento de la cubierta facilita la separación de las cromátidas hermanasa me­

dida que éstas se sintetizan garantizandoasi la distribución equitativa del

material genético entre las células hijas resultantes de la división celular

(Ryter y col., 1968).

Una vez que la célula ha alcanzado un volumen determinado, que se

ha completado 1a duplicación del cronosoma y que se ha acmmilado una proteina

aún no identificada, se desencadena el proceso de división celular (Smithy

Pardee, 1970; Dix y Helnstetter, 1973; Jones y Donachie, 1973). El tabique

canienza a formarse en la zona ecuatorial con la invaginación de la membrana

citoplasmática y el crecimiento de una doble capa de mureina (Burdett y Mu­



rray, 1974); cuando el septo se ha completado y ambas células comienzan a se­

pararse, presumiblementepor la acción de hidrolasas que separan la doble ca­

pa de mureina (Wolf-Watz y Normark, 1976) , la membrana externa se incorpora

al tabique recién formadoy las células hijas se independizan (Burdett y Mu­

rray, 1974).

Al comienzode esta Introducción se ha mencionadola utilidad que

han tenido los mutantes de envoltura en las investigaciones tendientes a dilu­

cidar la composicióny funcionamientode esa estructura celular. La obtención

de ese tipo de mutantes, muchosde los cuales son de tipo condicional debido

al carácter vital de las funciones que tienen alteradas, se ha basado en méto­

dos tan variados comola resistencia a antibióticos (Matsuhashiy col. , 1974;

Kamiryoy Straninger, 1974) o a detergentes (Clark y Beard, 1979), la dependen­

cia de sacarosa (Mangiarotti y col. , 1966), la tolerancia a glicina (Wijsnen y

Pafort , 1974), el aumento en la pem‘eabilidad a azúcares (Lazdunski y Shapiro,

1972), el incremento en la liberación de enzimas periplásmicas (Weigandy Roth­

field, 1976) y el crecimiento temosensible (van de Putte y col., 1964; Hiro­

ta y col., 1968).

Ph Salmonella tïphimurium se ha descripto un método efectivo para la

selección de mutantes de envoltura basado en la hipersensibilidad que ciertas

cepas presentan frente a altos niveles de desrepresión del operón histidina

(Antón, 1979). La desrepresión de ese operón produce la inhibición de la di­

visión celular a 37°C en medios con 2%de azúcar fementable. Murray y Hart­

man (1972) han demostrado que ese efecto se debe al exceso de dos de las pro­

teínas codificadas por ese operón (hisH e hisF) y han sugerido que esas pro­



teínas podrían interactuar con la envoltura produciendo la inhibición de la

división celular.

Entre las diversas nutaciones que producen la expresión constitu­

tiva del operón histidina se encuentra la mutación de operador h1501242cuya

presencia determina niveles muyaltos de desrepresión (aproximadamente15 ve­

ces mayorque el de las cepas reprimidas). Este elevado nivel de síntesis de

las proteínas giga e bisE_noafecta la viabilidad de la mayorparte de las

cepas, pero sí la de tres cepas denominadashipersensibles en las que la in­

troducción de la mutación hisOlZ42 produce una drástica disminución en la so­

brevida (Savic, 1972; Ely y col., 1974; Antón, 1979).

A pesar de ello, Antón (1979) logró obtener 41 derivados viables

reaislando repetidas veces los transductantes hisOlZ42de una de esas cepas

hipersensibles (DA78). En muchosde esos derivados se detectaron alteracio­

nes de envoltura entre las que cabe mencionar el aumentoen la sensibilidad a

antibióticos, detergentes y colorantes, la nodificación de la formacelular,

el incrementoen el nivel autolitico, anornalidades en la fernentación de cier­

tos azúcares y el crecimiento ternosensible.

Este trabajo se realizó con el propósito de estudiar dos alteracio­

nes de envoltura detectadas en una fanúlia de tres cepas provenientes del mis­

mo transductante h1901242 de DA78. Ambasalteraciones fueron estudiadas en

gus aspectos genéticos y fisiológicos y se investigaron sus efectos sobre la

inhibición de la división celular causada por el exceso de las proteinas niña

e niág y sobre la letalidad que esas mismasproteinas producen en las cepas

hipersensibles.



CAPITULO II

MATERIALES Y METODOS

l. CeEs X Bacteriófags.

’Ibdas las cepas de Salnonella tXEhirrnJriumusadas en este trabajo

derivan de la cepa LT2; sus orígenes y características principales se deta­

llan en la Tabla I; la ubicación de los marcadores genéticos mencionadosse

muestra en la Fiq. 1. Los bacteriófaqos utilizados en las transducciones

fueron KBl y P22.2- 1
Se utilizaron comomedios completos el caldo nutritivo (C) que con­

tiene 5 gr de peptona, 3 gr de extracto de carne y 5 gr de NaClpor litro de

agua y el caldo triptona (CI‘)compuesto por 10 gr de triptona, 5 gr de extrac­

to de levadura y 5 gr de NaCl en un litro de agua. los n'edios mínimas fueron

el medio F‘.(Vogel y Bonner, 1956) adicionado con 2%de glucosa y el medio M9

(Mams, 1959) suplemntado con 0,2% de azúcar. Los n'edios sólidos se obtu­

vieron aqregando 15 gr de agar (Difco) por litro de los respectivos medios

líquidos. La fementación de azúcares se estudió sobre medio EMBagar (Difco)

ad-LcicjxmdoCon 1%del hidrato de carbono adecuado.

Chandofue necesario, los medios fueron suplenentados con aminoáci­

dos (20-50 ¿Ig/ml), vitaminas (2-20 ¡ig/ml) o estreptanicina (0,75 ¡Ig/ml). Los

antibióticos necilinam, cefalotina y piperacilina fueron obsequiadospor los



TABLAI: Origen y características principales de las cepas utilizadas en

este trabajo.

CEPA CARACTERISTICAS ORIGEN —

DA37 hisw1824, hisU1206, lau-1251 D. N. Antón

DA78 hiszB24, his-203, ¿así

DA138 Msi-11824, h1501242, fts-131, 12:11]” rp_ó___sL

DA139 hisW]824, h1'501242, _ro¿—_l_,{asi

DA140 hisz824, h1501242, rod-1, m, ¿[y-SL

DA419 hisz824, hisOlZ42, fts-131, É]! Mutagénesis de DA138

leu-1261, met-1059,. Los_L

DA457 afi, 1eu-1262 Mutagénesis de AroG

DA470 9'32, fts-l3l DA457x fago DA138

DA471 fi

DA499 hisW1824, hisU1206, fts-131 D187 x fago DA138

DA500 hisz824, hisU1206

DA526 hisW1824, hi501242, EZ]: his-6879 Mutagénesis de DA535

pro-853,EE

DA527 hiswlr324, h1501242, 52.11, pro-853, ¿p¿s_L,F+ DA526x cepa dadora F+

DA53S him/¡1824, h1501242, r__od¿_—_1.,his-6879, Mut. espontánea de DA139

BAL-3‘17 fi, Log-i. SA342 x fago DA139

DA533
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TABLAI (continuación)

(SEPA CARACTERISTICAS ORIGEN

DA599 gggzg, ligzgl his-6880 Mutagénesis de SA342

DA636 hisF3031, hisOlZ42, t_rp¿3_, leu-1263 Mutagénesis de SB2299

DA676 39:2, , his01832 DA599x fago hisOl832

DA678 ¿1552, hisOlB32 DA676 x fago DA139

DA679 ¿52:2, hisOlB32, EQÉZL

Ara-9 EEÉZÉ P. E. Hartman

ArcG ar___oG D. B. Sprinson

SA342 E2, J. M.Calvo

SA534 Egggíi rfa-3058, Hfr K4 K. E. Sanderson

CV356 EEE:2, igggí, leu-702, 931-205 J. M. Calvo

8132299 1115173031,hisOlZ42, P. E. Harman

81.1268 {3%, HM, M, ¿E42 K. E. Sanderson

Cepade coli:

ORF4/KLZSI leuB6, BroC32, purE42, E38,

(CGSC4282) recAl, metE70, thi-l, ara-14

lacZ36, xvl-S, Intl-1, azi-6, rpsL109

tonA23, tsx-67, supE44/ F' 1ac+ 112+

B. J. Bachmann
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GI'G [eu

metA

his U

rpsL
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serA

. hisHde ­
h'swhisF

Fig. l: Esquemadel mapa genético de Salnonella typhimurium

mostrando la ubicación de los distintos marcadores menciona­

dos en este trabajo; se especifica ademásel origen y el sen­

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



laboratorios Roche, Lilly y Lederle respectivarrente; el resto de las drogas

fue adquirido comercialmente.

3. 'I‘ransducciones y Conjugaciones.

Las transducciones se realizaron siguiendo el métododescripto por

Rath 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 suspensión del fago

(109-1010unidades formadoras de placas por ml) sobre cajas de n‘edio selecti­

vo e incubar las cajas durante 48 horas a 37°C.

Las conjugaciones 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/ïnl) se le agregaron 2 ml de un culti­

vo en fase estacionaria de la cepa receptora y la mezcla se incubó a 37°C

durante 2 horas sin agitación. Las células fueron recolectadas por centrifu­

gación y resuspendidas en medio mínirroy luego se sembraron distintas dilucio­

nes de esa suspensión sobre cajas que contenían el rredio selectivo adecuado;

la incubación se realizó a 37°C durante 48 horas.

4. Obtención d_e_mutantes.

La mutagénesis se llevó a cabo agregando una gota de dietilsulfato

(DES)a 5 ml de un cultivo en fase estacionaria de la cepa a nutagenizar e in­

cubaxïio 1a mezcla durante 30 minutos a 37°C sin agitación.

El cultivo mutaqenizadofue repicado en caldo nutritivo y crecido

dai-mito toda la noche con el objeto de permitir la expresión de las mutaciones

inducidas. Al dia siguiente, las células fueron cosechadas por centrifuga­

ción, resuspendidas en medio mínimo E y repicadas en el mismomedio pero su­
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plementado con los requerimientos de la cepa (n-edioER). Ese cultivo fue cre­

cido durante 3 horas para agotar los nutrientes intracelulares y luego fue di.­

luïdo repetidas veces en rmsdioERadicionado con penicilina (200 U/ml). Las

distintas diluciones fueron mantenidas a 37°Cdurante 10-20 horas sin agita­

ción a fin de enriquecerlas en mutantes auxotróficos y luego se sembraron

0,05 ml de cada una de ellas sobre cajas de medio ERenriquecido con caldo nu­

tritivo (1,25%v/v); a las 72 horas se picaron las colonias pequeñas (presun­

tos mutantes auxotróficos) y se analizaron sus requerimientos nutritivos.

5. Autólisis.

El nivel de autólisis definido por Antón y Orce (1976) expresa el

porcentaje de disminución de la densidad óptica de un cultivo resuspendido

en HCl-Tris 0,05 M (pH8,5) durante 2 horas a 37°C. Los cultivos fueron cre­

cidos en 10 ml de caldo triptona hasta alcanzar una densidad óptica de apro­

ximadanente 1 (650 nm) y luego las células fueron centrifugadas y resuspendi­

das en 4 m1de agua destilada. A 3 ml de esa suspensión se le agregaron 3 ml

de HCl-‘I‘ris 0,1 M (pH8,5) e imrediatanente se midió la densidad óptica de la

nezcla (650 nm); después de incubar durante 2 horas a 37°C sin agitación se

volvió a madir la densidad óptica de la mezcla, y en base a los valores obte­

nidos se calculó el porcentaje de disminución de la mismarespecto al ¡torren­

to de la resuspensión.

E. Pruebas ig Sensibilidad.

La respuesta a cicloserina y anaranjado de acridina se analizó con

la técnica usada previamente por Antón (1979). Se colocó 0,1 ml de un culti­

vo exponencial de la cepa crecida en medio completo (107 células/ml aproxima­
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dan'ente) en tubos que contenían 0,9 ml del mismomedio adicionado con la can­

tidad apropiada de la droga y se los incubó a 37°Cdurante toda la noche.

Al día siguiente se leyó la densidad óptica de los cultivos (650 nm) y se

consideró a la falta de crecimiento cam sinónimode sensibilidad. Cuandola

droqa probada fue anaranjado de acridina, el nedio usado fue el caldo nutriti­

vo, y en el caso de cicloserina se usó caldo triptona.

La sensibilidad a desoxicolato se analizó 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 fracción de sobrevivientes frente a mecilinamse

esparcieron distintas diluciones de la cepa sobre cajas de agar triptona y a­

gar triptona adicionado con el antibiótico y a las 48-72 horas se contaron

las colonias aparecidas .

7. _Sh_o_cïosrnótico.

El shock osnótico Se realizó nniificanio ligeramente el métodode

Neu y Heppel (1965). Las cepas a tratar fueron crecidas en 30 ml de medio E

hasta alcanzar un título de aproximdamente 109 células/m1 y luego las células

fueron centrifugadas, lavadas dos veces con HCl-Tris 0,1 M (pH7,3) y resus­

pendidas en 3 ml de HCl-Tris 0,1 M (pH 7,3) - sacarosa 20% (v/v) - EDTA5 11M.

Despuésde agitar durante 10 minutos (etapa de sensibilización) se tonaron dos

alícuotas de 1,4 ml de esa suspensión, se centrifugaron y las células se re­

suspendieron en 1,4 ml de una solución fría de MgClz1 ¡IN—ditiotreitol (D'I‘I‘)

1 m‘d(tratamiento de shock) y en 1,4 ml de la misma solución pero suplementa­

da con 0,9% de NaCl (tratamiento control) respectivamente. Ambassuspensiones
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fueron mantenidas en hielo durante 10 minutos y luego fueron centrifugadas;

en los sobrenadantes resultantes (mediohipotónioo S y medio isotónico C) se

midió la actividad de enzimas citoplásmicas y periplásmicas.

Las actividades enzimáticas medidas en ambosmedios se expresaron

comoel porcentaje de la actividad celular total que fue calculada sumandola

actividad medida en el medio S proveniente del shock osmótico con la hallada

en el sonicado de las células remanentes de dicho tratamiento. Este último

valor se obtuvo resuspendiendo las células previamente sometidas al shock os­

rnótico en 1,4 ml de una solución de MgCl2 1 ITM- D‘I'I‘1 n'M- NaCl 0,9%, soni­

cando la suspensión, separando el sobrenadante por centrifugación y midiendo

en él la actividad de las distintas enzimas.

8. EhsaXos enzirnáticos.

La técnica para medir la actividad de la fosfodiesterasa cíclica

fue descripta por Neu y Heppel (1965). la mezcla de incubación caupuesta por

0,5 ¡moles de MgClz, 0,1 ,umoles de CoClz, 5 moles de acetato de sodio (pH

5,8) , 0,1 mgde bis-p-nitrofenil fosfato y enzima en un volumende 0,1 ml

fue incubada a 37°Cdurante 40 minutos. La reacción se detuvo agregando l ml

de NaOH0,1 My el color desarrollado se leyó a 410 nm.

La mezcla de incubación para medir la actividad de la treonina des­

aminasa (Burns, 19'71) que contenía 100 ,umoles de NH4C1, 100 ¡moles de HCl­

Tr'isi (‘pH8), 80 ¡umoles de L-treonina y enzima en un volunen de 1 m1 fue incu­

bada durante 30 minutos a 36°C. La reacción se detuvo agregando 3 ml de una

solución de 2-4 dinitrofenil hidracina (25 mgpor 100 ml de IICl 0,5 M); lue­

go se agregó 1 ml de agua destilada, se mantuvo la mola a temperatura am­
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biente durante 15 minutos y finalmente se agregó 1 ml de NaOH40%. El color

desarrollado se leyó a 600 nm.

La mezclapara nedir la actividad de la ornitina transcarbamilasa

(Prescott y Jones, 1969) compuesta por 100pmoles de HCl-Tris (pH8,6), 2,5

,umolesde carbamil fosfato de litio, 10 ¡moles de L-ornitina y enzima en un

volumen final de 1 ml fue incubada a 37°C durante 20 nu'nutos. La reacción se

detuvo con el agregado de 1 ml de una nezcla formada por dos partes de una so­

lución de antipirina (5 gr por litro de ácido sulfúrico 50%)y una parte de

una solución de 2-3 butanodiona Ironoxima (0,8 gr en 100 ml de ácido acético

5%). los tubos se mantuvieron durante 15 horas en oscuridad completa y luego

se calentaron a 45°Cdurante 70 mirmtos; posteriormente se enfriaron rápida­

mente en hielo y se leyó el color desarrollado a 460 nm.

9. Recuento(le;células totales.

El númerode células totales se estableció mediante el uso de cáma­

ras para recuento de glóbulos rojos. Los cultivos fueron diluidos en formal­

dehído 0,1%hasta obtener titulos de aproximadamente10.7célulasflnl y con e­

sas diluciones se cargaron las cámaras. Antes de la lectura, las cámaras se

dejaron reposar durante 30 minutos con el objeto de que las células se deposi­

taran en el fondo de las mismas. En cada determinación se contaron entre 150

y 200 células .

'10. Sintesis ADN1 ¿1_e_Eroteina .

La sintesis de ADNy de proteinas se midió en cultivos exponencia­

les crecidos en caldo nutritivo; a uno de ellos se le agregó 10pCi/ml de
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3H-TJ‘midina(47 Ci/mrrol) y 100pg/ml de adenosina para medir la síntesis de

ADNy al otro 2,5 pCi/ml de 14C-Leucina (2 n'Ci/mg) para nedir 1a sintesis de

proteínas. A intervalos regulares se tomaron muestras de 0,1 ml con las que

se impregnarondiscos de papel de filtro de 25 nmde diámetro; los discos fue­

ron sumergidos en ácido tricloroacético (TEA)10%, lavados dos veces con

TCA5%, secados y finalmente se leyó la radioactividad incorporada en un con­

tador de centelleo líquido Beckman.

11. Detección _d_e_las proteínas captadoras de penicilina.

El métodopara 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 aproximadamente1 (650m)

y luego las células fueron cosechadas por centrifugación y resuspendidas en 40

ml de solución tampón fosfato 0,1 M (pH 7) adicionada con 0,4 ml de mercapto­

etanol. Despuésde pasar esa suspensión por una prensa de Rench, las células

enteras fueron separadas por centrifugación a 6.000 g durante 20 minutos y el

sobrenadante resultante fue centrifugado a 100.000 g durante 45 minutos con

el objeto de recolectar la fracción de membranas. El precipitado obtenido

fue resuspendido en la mismasolución tampóny vuelto a centrifugar a 100.000

g dos veces y finalmente fue resuspendido en 0,4 ml de HCl-Tris 50 n'M(pH 7).

A 100pl de esa suspensión de membranasse le agregaron 10 pl de

14C‘Jïíaencilpenicilina (53 mCi/mrol; 100 pCi/ml) y la mezcla se incubó duran­

te lO minutos a 30°C; la reacción se detuvo con el agregado de 5 ,ul de peni­

cilina no radioactiva (120 Ing/ml) y 5 pl de Sarcosyl NIr-97 20% (p/v) que es

un detergente que solubiliza selectivanente las proteinas de la membranain­
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terna y las desnatunaliza previniendo la liberación de la penicilina radio­

activa unida. la mezcla se incubó a temperatura ambiente durante 20 minutos

y se centrifugó a 100.000 g durante 45 minutos, quwlando en el sobrenadante

las proteínas solubilizadas por el detergente.

Se mezclaron 100pl de ese sobrenadante con 20 pl de mercaptoetanol

y 50 pl de una solución 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 My la

mezcla se calentó a baño maría durante 3 minutos antes de sanbrarla en las pla­

cas de electroforesis.

El gel separador se preparó con acrilamida 9,5%, bis-acrilamida

0,18%, SDS0,1%, persulfato de anonio 0,12% y N-N-N'-N'—tetrametil-etildiami—

na (TW) 0,1%en HCl-Tris 0,376 M (pH8,8). El gel apilador fue semejante

al separador excepto en la concentración de acrilamida (3%), en la de bis-a­

crilamida (0,08%) y en la solución tampón, que fue HCl-Tris 0,125 M (pH 6,8).

La solución de electro'lo fue HCl-Tris 0,025 M- glicina 0,192 M- SDS0,1%.

' La electroforesis se llevó a cabo aplicando una corriente de 25 mA

por placa lo que determinó un tiempo de corrida de aproxinadarrente 4 horas.

Ios geles fueron fijados con una mezcla de metanol 25%- ácido acético 10%,

lavados con agua y sumergidos en dimetilsulfóxido (DMS)durante 30 minutos

por dos veces y en DMSadicionado con 22,2% de 2-5 difeniloxazol (PPO)duran­

te 3 horas; luego se los volvió a lavar con agua durante 30 minutos y se los

secó.

Ia lectura de los geles se realizó siguiendo la técnica de Laskeyy

Hills (1975). Para ello, se los adosó a una película x-anat ARde Kodakpre­



vianente sensibilizada con un destello luminoso (fondo de absorbancia a 540 nm

de 0,1—o,2) y se los mantuvo en estrecho contacto durante 2 meses a 70°C ba­

jo cero. La película fue revelada con un revelador para peliculas de rayos X.
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CAPITULO III

RESULTADOS

La familia de cepas integrada por DA138, DA139y DA140fue obtenida

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

hisOlZ42 de DA78,una cepa hipersensible al exceso de las proteinas hisH e

hisF (Fig. 2) .

(5)

TRANSDUCTANTE (1,) (g)

¿501242 de DA78 DA139

(e) DA13B

Fiq. 2: Origen de DA138, DA139y DA140a partir de un

transductante hi501242 de DA78. Entre paréntesis se in­

dica el númerode reaislamientos realizados en cada una

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

Las tres cepas compartendiversas alteraciones tales comola forna

celular redonda, el aumentodel nivel autolítico, el increnento de la sensi­
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bilidad a cicloserina y desoxioolato y la fermentación anormal de maltosa.

Ademásde esas anormalidades ca'nunes a los tres miembros de la familia, DA138

es incapaz de formar colonias en medio sólido a 42°C, DA140es altamente sen­

sible a la radiación ultravioleta y DA139acumulamutaciones polares Rii- (An­

tón, 1979).

En]este trabajo se encaró el análisis genétioo y fisiológico de la

alteración morfológica de DA138,DA139v DA140y del crecimiento ternosensi­

ble detectado en DA138.

l. ANALISIS DE LA TERMOSENSIBIIIDAD DE DA138.

1.1. EEE de;l_amutaciónresponsable d_eeï alteración.

El mapeoinicial de la nutación responsable de la ternosensibili­

dad de DA138,a la que se denominófts-131, se realizó cruzando distintas ce­

pas Hfr f_t.s_+con DA419, un derivado le_u—lei- de DA138, y analizando el cre­

cimiento a 42°C de los reccmbinantes seleccionados. Eh esos cruzamientos se

observó que el 97,5%de los derivados _1_e2+sg+ EL obtenidos con la cepa Hfr

SA534era terrmnesistente lo que permitió ubicar a la mutación fts-131 en las

proximidades de la unidad 3 del cronoscma de _S_.tïphilmrium (Fig. 1).

Conel objeto de localizar con másprecisión a fts-131 se estuiió

su ligamiento por transducción con otros marcadores ubicados en la unidad 3

tales ComoLeg y ¿ara (Sanderson y Hartman, 1978). El estudio de 254 transduc­

tantes 193+obtenidos al cruzar DA419con fago crecido en una cepa Ei És;

13.? mostró que 30 de ellos eran temoresistentes (23+) (11,8%), 135 habian

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



En base a las frecuencias de cotransducción encontradas entre ¿Éu_y

los marcadores Éts_y arg , y a que la clase minoritaria de recombinantes ha­

llada en ese cruzamiento fue 1a de los derivados Étsf arazg, se construyó el

mapade la Fig. 3 en el que se muestran las distancias y posición relativa de

los tres marcadoresanalizados.

ara leu fts

{r-0,17 -!——-——O,57- »-r-—-‘-——1
(53.1%) (11.8%)

Fiq. 3: Representación esquemática de la posición de ¿Es

con respecto a otros narcadores cercanos. Los números

indican las distancias entre los narcadores calculadas

por nedio de la fórmula de Kemper (1974) en base a las

frecuencias de cotransducción que se indican entre parén­

tesis.

1.2. Eropiedades gg_ug transductante fts-131.

Conel objeto de estudiar las alteraciones producidas por fts-131,

y a fin de evitar la interferencia de otras mutaciones presentes en DA138,di­

cha mutación fue transferida a una cepa leu-1262 por transducción con fago cre­

cido en DA138. Se obtuvieron asi las cepas isogénicas DA470(fts-l31 leu+) y



TABLAII:PropiedadesdeD33ydelascepasDA470(fts-131)yDA471(fts+)obtenidasportransduc­

cióndeunacepasalvajeleu_confagocrecidoenDA138.

RESPUESTAA(2)

AUTOLISIS

CICIDSERDIADESOXICOIA'IO%

E'ERI‘ENI‘ACIONDE

HAL'IOSA(3)

CEPAALEIDCRECIMIENTOFORMACEILUIAR

A42°C(1)A37°C

DA471E1“+BacilarRR15,2 DA470fts-131BacilarRR15,8 DA138fts-131-RedondaSS54 ,3
1:Fonracióndecoloniasenmediocompletosólido. 2:Cicloserina,20¡ig/ml;desoxicolato,3mg/ml;R,resistente;S,sensible. 3:ObservadaenrredioEMEmaltosa;Normal,produccióndecoloniasverdemetálico;Anormal,colonias

rojasyopacas.
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DA471 (_ft_s+_l_e_u_+)que difieren únicamente en el alelo fis y que pueden ayudar

a identificar el fenotipo propio de fts-131 por comparacióncon el tipo salva­

je y la cepa parental DAl38.

La Tabla I,[ muestra que tanto DA470cano DAl38 son incapaces de for­

mar colonias en medio sólido a 42°C en tanto que DA471crece normalmente a e­

sa temperatura. A pesar de esa semejanza, DA470difiere de DA138en todas

las otras propiedades analizadas ya que la formacelular, nivel autolítico,

respuesta a cicloserina y desoxicolato y el tipo de fermentación de maltosa

de DA470son semejantes a los de la cepa DA471. Se deduce de estos resulta­

dos que fts-l3l es responsable de la falta de crecimiento en medio sólido a

42°Cpero no está involucrada en la variación morfológica ni en ninguna de las

otras alteraciones detectadas en DA138.

1.3. Comportamiento (¿e una cepa fts-131 a 42°C.

Conel objeto de analizar cuantitativamente el efecto de la tempera­

tura sobre los mutantes fts-13l se estudió el comportamiento de DA470a 42°C

en medio lïcmido y se lo comparó con el de DA471.

Im la Fig. 4 se observa que si bien el cambio de 32°C a 42°C no cau­

sa variaciones apreciables en el incrementodel titulo o la densidad óptica de

DA471(Fig. 4A y 4B), el mismoproduce la detención completa y casi instantá­

n'ea del amango de. células totales en el cultivo de DA470(Fig. 4C).

El efecto de la terperatura sobre el númerode células de DA470no

está atompañadopor alteraciones en el crecimiento del cultivo ni en la sinte­

sis de macromoléculasya que tanto el amento de la densidad óptica caro la in­

corporación de precursores radioactivos en el ADNy proteinas a 42°C continúan
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Fiq. 4: Efecto de la incubación a 32°Cy 42°C sobre el in­

cremento del númerode células totales y la densidad óptica

de mm (55+) (Ay B) y de DA470(fts-131) (c y D). los cul­

tivos fueron crecidos en caldo nutritivo a 32°Cy en el mo­

mento indicado por la flecha se transfirió una parte de los

nula-¡nosa 42°C. A distintos tierrpos se tanaron alícuotas de

los subcultivos de 32°Cy 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 incubación a 32°Cy 42°C sobre la incorporación

de 14C-I.¡eucina (C) y 3I-I-‘I‘imidina (D) en cultivos de M470. La cepa

fue crecida en caldo nutritivo a 32°Cy en el momentode inciar 1a

experiencia se pasó una alícuota a 42°C. Ia incorporación de pre­

cursores darioactivos se estudió en cultivos preincubados durante 70

minuto-:3con 2,5 uCi/ml de 14C-Leucina (2 mCi/mg) (sintesis de prote­

ïnas) o con 10 ,uCi/ml de 3H-Timidina (47 Ci/mnol) mas 100 ,ug/ml de a­

denosina (sintesis de ADN);las muestras fueron tanadas y procesadas

como se indica en Materiales y Métodos. Los penales A y B muestran

el efecto de la temperatura sobre el númerode células totales y la

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

Por microscopía óptica se observó que si bien el cultivo de DA470

crecido a 32°C estaba fonnado por bacilos normales (Fig. 6A), el crecido a

42°Cestaba constituido por filamentos aparentemente no septados cuya longi»

tad aimzntaba con el tiempo de incubación a temperatura no permisiva (Fig. GB).

Fig. 6: Morfología de células de DA470crecidas en cal­

do nutritivo a 32°C (A) y a 42°C (B). La barra represen­

ta 511.

Estos resultados indican que la mutación fts-13l inhibe la división

celular a 42°Csin interferir con otros aspectos del crecimiento tales como

la síntesis de ADNy de proteínas y el alargamiento celular.

1.-.4. RecuPeJBÉiónde la división celular por disminución de la tempera­

tura. Efecto de diversos antibióticos.

La Fig. 7 muestra que el efecto de la temperatura sobre DA47Oes 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 número

de células totales el cual alcanza rápidamente el valor del control mantenido

a 32°C; una vez llegado a ese punto, el cultivo continúa creciendo a la mis­

ma velocidad del control.

La pendiente de la primer fase de la curva de recuperación (tiempo

de duplicación 12,7 nuLnutos)es aproximaianente 4 veces mavor que la del cul­

tivo control de 32°C (tiempo de duplicación 48 minutos). Estos sugiere que,

a pesar de la inhibición de la división celular, durante el crecimiento de los

los filamentos a 42°C se acumulantodos los elementos necesarios para la divi­

sión y que es suficiente el pasaje a 32°Cpara que las diviSioneS detenidas

se canpleten en poco tiempo provocando la rápida fragmentación de los filamen­

tos.

Conel objeto de establecer en qué punto del ciclo celular se en­

cuentra la alteración producidapor fts-131 se analizó el efecto de distintos

inhibidores del netabolisno celular sobre la división de los filamentos a 32°C.

El agregadode ácido nalidïxico o de cloranfenicol, inhibidores de

la síntesis de ADNy proteinas respectivanente, en el ncnento de la transfe­

rencia del cultivo de 42°C a 32°C no impide el aumento del númerode células

totales aunque el titulo alcanzado en amboscasos es inferior al obtenido en

ausencia de esas drogas (Fig. 7). Similares resultados se obtuvieron con o­

tros inhibidores de la sintesis proteica tales comopurmïicina (100¡ug/ml) o

tetraciclina (5 ¡ug/ml) (DeMicheli y Antón, 1983). Estos datos permiten con­

cluir que el paso alterado en DA470es posterior a las etapas de la división
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Fig. 7: Recuperaciónde la división celular de filamentos

de DA47Opor pasaje a 32°C. Parte de un cultivo exponencial

de DA470crecido a 32°Cen caldo nutritivo fue transferido

a 42°Cal iniciar el experimento. A los 120 minutos (fle­

cha) se tomaron cuatro alicuotas del cultivo de 42°C y se

las pasó a 32°C,-una de ellas se mantuvo corro control en

tanto que :1 las rrrstantes se les adicionó, a una ácido nali­

dixíco (24,ug/ml), a otra cloranfenicol (40,ug/ml) y a la

tercera cicloserina (35¡ug/ml).
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celular que requieren la síntesis de ADNo de proteínas.

Se analizó, además,el efecto de distintos inhibidores de la sin­

tesis de mureïna, el componentefundamental de la capa rígida de la envoltu­

ra, sobre la recuperación del cultivo de DA470. La Fig. 7 muestra que la ci­

closerina, un antibiótico que interfiere con la síntesis de los monómerosde

esa macranolécula (Ghuyseny Shockman, 1973), no impide la división de los

filanentos lo que indica que el paso alterado pnm'fts—13les posterior a esa

etapa de la formación de la capa rígida.

Por otra parte, en la Fig. 8 se observa que el agregado de penicili­

na en el ncnento del pasaje a 32°Canula completamente el aumentodel titulo

de DA470. Si bien se acepta que la penicilina inhibe la etapa final de 1a po­

limerización de la mureina (transpeptidación) (Mirelnen, 1979), su nodo de ac­

ción no está completamente aclarado. Recientemente se ha denostrado que ese

antibiótico se une especificanente a por lo menossiete proteinas de la nenr

brana interna (Spratt, 1975) y que la mayor parte de esas proteinas (PBPs) in­

tervienen enzimáticamente en la síntesis de la mureína (Nishimuray col., 1980;

Ishino y col., 1980; Ishino y Matsuhashi, 1981:5bkagmmayliatsuhashi, 1982).

Conel objeto de establecer si el efecto inhibitorio de la penicili­

na sobre la división de los filamentos fts-131 se debe a su interacción con

alguna de las PBPs, se estudió la recuperación de DA470a 32°C en presencia de

antibiótiCos que interfieren con algunas de esas proteínas en formaespecífi­

ca. Para ello se utilizó cefalotina que presenta alta afinidad de unión con

1a PEP-1 v PHP-3 (Spratt, 1977), piperacilina que se une con la PEP-3 (Botta y.4

Park, 1981) y necilinam que es captado por la PEP-2 (Spratt y Pardee, 1975).
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Fig. 8: Efecto de antibióticos con distinta especificidad de

unión para las proteinas captadoras de penicilina (PBPs)sobre

la recuperación de los filamentos de DA470a 32°C. A partir de

un cultivo de DA470crecido a 42°C durante 2 horas se tcmaron

cinco alicuotas que fueron transferidas a 32°C (flecha); a una

de éllas no se le hizo ningún agregado y a las otras cuatro se

les adicionó: a una penicilina (5 U/ml), a otra cefalotina (5

¡ig/m1), a la tercera mecilinam (10pgflnl) y a la cuarta pipera­

cilina (5 ,uq/ml) .
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la Fig. 8 muestra que el agregado de mecilinam no interfiere con la

división de los filamentos fts-131 lo que indica que la PEP-2no participa en

el proceso de recuperación.

Se observa también que la adición de cefalotina o piperacilina en

el mmento del pasaje a 32°C inhibe completamente la recuperación de DA470.

Dadoque ambosantibióticos se unen a la PEP-3 (la piperacilina lo hace en for­

maexclusiva), esos resultados indican que la PEP-3es necesaria para la divi­

sión de los filamentos y permiten postular que el paso alterado por fts-l31

es anterior a la etapa de la síntesis de mureinacatalizada por esa proteina.

La falta de antibióticos especificos para la PEP-1no permite deter­

minar si su actividad es tanbien necesaria para la recuperación de DA470. Al

igual que la PEP-3, la PBP-l tiene actividad de transglicosilasa y transpep­

tidasa (Ishino y col., 1980; Ishino y Matsuhashi, 1981), pero existen eviden­

cias que suqieren que está involucrada en el proceso de elongación en tanto

que la PEP-3actuarïa solanente en la formación del septo (Spratt, 1975; Bo­

tta y Park, 1981). La formación de filamentos a 42°Cdemestra que la elon­

qación de DA470a altas temperaturas no está alterada y, en consecuencia, in­

dica que no está inhibida la actividad de la PBP-l. Estas evidencias sugieren

que el paso alterado por Ets-131 es posterior a la etapa de la síntesis de mu­

reina catalizada por la PBP-l, pero esta hipótesis debería comprobarsemedian­

te estudios bioquímicos.

1.5. RecuEración ¿e La división celular El; aumento¿le la presión osnó­

tica del n'edio. Efecto d_edistintos antibióticos.

Similarmente a lo observado en otros mutantes termsensibles (Ciesla



y col., 1972; Ricard e Hirota, 1973), los filamentos de DA470se dividen rá­

pidamente a temperatura no permisiva si la presión osrrótica del medio es ele­

vada de 0,09 M (concentración salina del caldo nutritivo) a 0,25 :1 (Fig. 9).

Otras sales (por ejemplo Nazso4)y la sacarosa, usadas en concentraciones os­

móticanente equivalentes a la del NaCl, tienen un efecto senejante lo que in­

dica que los filamentos se dividen por el aumentode la presión osmótica y no

por un efecto específico del NaCl.

El NaSCN,NaClO4y el tricloroacetato de sodio actúan en forma dife­

rente ya que no sólo son incapaces de inducir la división de los filamentos

sino que además inhiben el crecimiento de DA470y el de las cepas salvajes.

Este comportamientoanórnalopodria atribuirse al hecho de que esas tres sales

son poderosos agentes caotrópicos y con'o tales provocan la desorganización de

la membranacelular (Hatefi y Hanstein, 1974).

La recuperación de los filamentos ft..;—131promovida por el agregado

de sales no es afectada por la presencia de ácido nalidixico pero es totalmen­

te inhibida por el cloranfenicol (Fig. 9) lo que indica que las divisiones in­

ducidas por el aumentode la presión osmótica requieren sintesis de proteinas.

Puede observarse también en la Fig. 9 que la división de los filamentos no es

impedida por la cicloserina, pero es completamenteanulada por la adición de

penicilina o cefalotina.

De las Fig. 7, 8 y 9 surge que la recuperación de los filamentos a

32°Cy' la q‘uetiene lugar al atm'entar la presión osrrótica del medio difieren

en el oaqaortanúento frente a inhibidores de la síntesis proteica, ya que el a­

gregado de cloranfenicol no impide el aumentodel título a 32°Cpero anula ccm­

pletamente la división de los filamentos inducida por las sales.
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Fig. 9: Recuperación de la división celular de filamentos de DA470por

aumento de la presión oszrótica del medio. Parte de un cultivo de DA470

crecido en caldo nutritivo a 32°Cfue tranferido a 42°Cal iniciar la

experiencia. A los 120 minutos (flecha) se tomaron seis alicuotas del

cultivo cteCifï’o a 42°C y se les adicionó NaCl ( conc. final 0,25 M); a

zm de ellas: no se le hizo ningún otro agregado pero a las cinco restan­

tes; ae les adicionó ácido nalidixico (24 ,ug/ínl), cloranfenicol (40,ug/ml) ,

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



Mamás de la diferencia mencionada, ambosprocesos de recuperación

difieren también en su potencialidad temporal. En la Fig. lO se observa que

la capacidad de los filamentos para dividirse a 32°Cse 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 DA470crecido a

42°Cdeja de responder al estïrmJlo de las sales cuando el control se encuen­

tra aún en fase logarituica.

Estos resultados indican que el mecanismode recuperación de los

filamentos fts-131 inducido por el aumentode la presión osmótica del medio

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

1.6. Comportamientod_e_fi CEE fts-131 fre_ntg al 519215osnótico.

El shock osmótico es un método descripto por Neu y Heppel (1965)

que facilita la liberación al ¡radio externo de las proteinas contenidas en

el espacio periplásmico sin ocasionar lisis celular.

Dadoqae el comportamiento normal de una cepa ante el shock osrró­

tico depende en gran nedida 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 mutación fts-131, se estudió la respuesta de DA470y de la

cepa isogénica 53+ DA471a dicho tratamiento. Para ello las cepas crecidas

a 37°C fueron sensibilizadas con HCl Tris - sacarosa —FDI‘Ay posteriormente

se res|ispendi.erC)11las células en una solución hipotónica (shock osnótioo) o

en una solución isotónica (tratamiento ccntrol ) tal corrose describe en Ma­

teriales y Métodos; en los medios externos resultantes de ambostratamientos

(S y C respectivamente) se midió la actividad de una enzima periplásmica
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Fig. 10: Influencia de la edad de los filamentos en la recuperación

producida por pasaje a 32°Cy por aumentode la presión osnótica del

medio. Un cultivo de DA470crecido en caldo nutritivo a 32°C (o)

se pasó a 42°Cal iniciar la experiencia; en ese nanento y cada 40

minutos se tomarondos alicuotas-del cultivo mantenido a 42°C (o) y

se pasó una de ellas a 32°C (A) y a la otra, que se mantuvo a 42°C,

se le agregó NaCl (0,25 Mconc. final) (A) . A los 430 minutos de co­

menzadoel experirrento se hizo el recuento de células totales en todas

las alícuotas y se graficó el valor obtenido en función del nmento

en fueronextraídas.
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(fosfodiesterasa cíclica) y la de una enzimacitoplásmica (treonina desaminasa).

Los resultados de la Tabla III muestran que el porcentaje de activi­

dad de fosfodiesterasa hallado en los medios hipotónicos S de ambas cepas fue

de aproximadamenteel 70%en tanto que el detectado en los respectivos maiios

control C sólo alcanzó valores del 10%. Además, en ninguno de los n‘edios S o

C se encontró actividad de treonina desaminasa, lo que indica las dos cepas

estudiadas no se lisan al ser scmetidas a estos tratamientos.

L3 gran liberación de material periplásmico (fosfodiesterasa) por e­

fecto del shock osmótico y el escaso porcentaje liberado por el tratamiento

control, así comola ausencia de lisis celular, evidencian que tanto DA470co­

mo DA471tienen un comportamiento normal frente a ambos tratamientos.

Valores de liberación de fosfodiesterasa cíclica y treonina desami­

nasa semejantes a los presentados en la Tabla III se obtuvieron con las cepas

crecidas a 42°Cy posteriormente sometidas al shock osmótico y al tratamiento

control.

Estos resultados muestran que si bien la mutación fts-131 produce la

inhibición de la división celular a 42°C, no causa alteraciones en la envoltu­

ra celular que modifiquen la respuesta frente al shock osmótico.

2: ANÁLISIS DF?LA ALTERACIONDDRFOImIC‘A DE W38, DA139 y DA140.

2.1. r-laoeo l_a_mutación responsable de ga; alteración.

T411mapeopreliminar de la mutación responsable de la alteración nor­

fológica de DA139,DA138y DA140,a la que se denominó rod-l, se realizó cru­

zando DA527,un derivado F“ de DA139cuyo orígen se detalla an la Tabla I, con

SU268,una cepa receptora que tiene marcadores auxotróficos ubicados en distin­



TABIAIII:

Efectodelshockosrróticosobre1aliberacióndeenzimasperiplásmicas(fos­ fodiesterasacíclica)ycitoplásrnicas(treoninadesaminasa)enDA470yDA471. Lascepasfueronsometidasalshockosnóticoyaltratamientocontroltalco­ mosedescribeenMaterialesyMétodosyenlosrespectivosmediosexternos
(SyC)semidiólaactividaddeambasproteinas.Lasactividadesobtenidas

seexpresaroncanoelporcentajedelaactividadenzimáticatotal,valorque fueobtenidosumandolasactividadeshalladasenellíquidohipotónicoSy enelsonicadocelulardelremanente.

CEPA

%FOSFUDIE‘STERASACICLICA%TREONINADFSAMÏNASA

ALELD

SCSC

DA470 DA471

fts-13l67,86,21,00 fts+72,613,53,4o

38
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tos puntos del cronoscma. Se seleccionaron en forma independiente recombi­

nantes prototróficos para cada uno de los marcadores presentes en la cepa re­

ctptora y se observó que el 40%de los derivados nada? Eisf tenían forma re­

donda lo que indicó que la mutación ¿oil se encontraba cerca del marcador

ida (unidad 17) (Sanderson y Hartman, 1978).

En esa zona del cronoscma de g. tlphinurium no se conoce ningún gen

relacionado con la formacelular, pero en el minuto 14 de Escherichia gi;

hay dos genes estrechanente ligados entre si que cotransducen con el marcador

EE y que están involucrados en el mantenimientode la forma celular: ¿ha y

59913(Tamakiy col., 1980; Spratt y col., 1980).

Conel objeto de establecer si la mutación Egg;l_de DA139correspon­

día a alguno de esos dos genes, se estudió su ligamiento con el marcador

En la Tabla IV se observa que 313 de los 493 transductantes lipf selecciona­

dos en el cruzamiento de SA342 (ling) con fago crecido en DA139eran redondos

lo que indica que ig cotransduce con con una frecuencia del 63,5%;ade­

más, la mutación que produce la alteración morfológica en DA139está también

ligada con lglfi , otro marcador de la zona, ya que se ccmprobó que el 9,9% de

los recombinantes ¿gsj obtenidos al transducir CV356(¿5353) con fago DA139

tenian forma esférica. Los ligamientos detectados entre Egg_ylip y entre Egg

y ¿ggglindican que la mutación de redondez de DA139está ubicada en el gen de

g.- t-E‘himurium homólogo a1 gen BEE o bien al gen ¿roda de _E_:.coli.

Unestudio genético similar llevado a cabo con las mutaciones res­

ponsables de la forma redonda de DA138y DA140mostró frecuencias de transduc­

ción semejantes a las halladas en el caso de DA139(Tabla IV). Este resulta­

do, sumadoal estrecho parentesco que existe entre las tres cepas, permite con­
D



TABLAIV:Frecuenciasdecotransducciónobservadasentremarcadoressituadosenlaunidad14delmapa

genéticodefi.tyohimurimn.

CEPACEIPAMARCADORNUMEROMAKIADORN°RECO‘IBINAN'I‘ESF‘RECLENCIADE

cmMARCADORCOI'RANSDUCCION

DADORARECEP'IORASELEKIZIONADORECGVIBINANI'ESNOSELECCIONADONOSELECCIONADO% DA139SA34211+ 493rod-131363-,5

_R

CV356leus+505rod-1so9,9

DA138SA342l_i¡3+144rod-19465,2

CV356leus+286rod-13512,2

DA14053342_1_iB133rod-18463,1

CV356leus+384rod-17o18,2

SA342CV356leuS+413lio-2286,8

40
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cluir que sus alteraciones morfológicas se deben a la presencia de la nisma

mutación rog:¿ que habria aparecido en una de las primeras etapas de la selec­

ción de esta familia de cepas, antes de la diferenciación de DA138,DA139y

DAl40 (ver Fiq. 2).

En base a las frecuencias de cotransducción halladas entre rgg y

los narcadores ¿ip y ¿Eggy al ligamiento detectado entre lip_y leug_(6,8%)

(Tabla IV), se construyó el mapade la Fig. 11 donde se representa la posi­

ción relativa de los tres marcadores.

lip rod ¡eu 5

¿0.1 -- -—0,S3 (13.2%)———

[63.8%“ -0,63 (saw-ww­

Fig. ll: Representación esquemática de la posición de

Egg_conrespecto a los marcadores lip_y ¿225. Los nú­

meros indican 1as distancias entre los marcadorescal­

culadas según la fórmula de Kemper (1974); entre parén­

tesis se muestran las frecuencias de cotransducción ha­

lladas entre ellos.

Conel objeto de estudiar la dominanciade la mutación rod-l, y a­



provechando que _S_.typhimurimn no utiliza lactosa (Egg) por tener una defi­

ciencia en la zona del operón correspondiente, se cruzó una cepa F-prima de É.

¿gli cuyo factor F lleva integrado el trozo de cromosomabacteriano que com­

prende los alelos 593+ y ¿ici con una receptora rei-i de _S_.typhimurium y se

seleccionaron recombinantes 213+.

Por microscopía óptica se observó que esos derivados 52+, que se

comportabancomodiploides parciales porque segregaban con alta frecuencia co­

lonias _l_a_c__,tenian forma bacilar (Fig. 12A) en tanto que los segregantes ha­

ploides lag. mantenían su forma esférica (F19- 1213)- Estos resultados indican

que la mutación{gli es recesiva respecto al alelo salvaje aportado por el F

prima de E. coli

Fig. 12: Formacelular de un diploide parcial rod+

fi+/rod*1 (A) y de un segregante rod-1 (B) crecidos

en Caldo nutritivo a 37°C. La barra representa 5 p.
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2.2. Estudio de las proteínas captadoras gi penicilina (PBPs)en una

cena rod-l.

De los dos genes involucrados en la mrfología celular que mapean

en el minuto 14 de E. gol_i, ÉLA es el qen estructural de la proteína capta­

dora de penicilina 2 (PEP-2)en tanto que el gen ¿g no interviene en la a­

parición de esa proteína (Spratt y col., 1980; Tamakiy col. , 1980).

Dadoque Lcd-l está ubicada en la misma zona que estos genes, y con

el objeto de determinar a cuál de ellos corresponde, se analizó la presencia

de la PEP-2 en las cepas isogénicas DA587(Egg-i) y DA588(y?) obtenidas co­

no transductantes 22+ de una cepa (SA342)cruzada con fago crecido en

DA139.

Con ese propósito se incubó la fracción de n‘enbranas de ambas cepas

con l4C-Bencil penicilina durante 10 minutos, se solubilizaron las proteinas

de la membranainterna con un detergente especifico y se las separó por elec­

troforesis en placa de poliacrilamida tal comose describe en Materiales y Mé­

todos.

En la Fig. 13 se observa que la distribución de las PBPsde DA587

es semejante a la de DA588y que en ambas cepas está presenta la PEP-2 de a­

proximadamente66.000 daltons. Este resultado permite concluir que 1a muta­

ción __ro_d_-¿_1_es honóloga a las mutaciones ¿É de E. (¿gli porque, al igual que

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

2.3. Propiedadesd_efi ceE rod-1.

La Tabla V muestra las propiedades de DA139y las de las cepas DA587

(rod-1) y DA588(ïdj') cuyo origen fue detallado en el punto anterior. Se ob­
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DA DA DA DA

588 587 588 587

__45 K
F“”‘35 K

Fig. 13: Distribución de las proteínas captadoras de penici­

lina (PBPs) en DA588 (EQQÏ) y DA587 (Egg:l). Las fracciones

de membranas de ambas cepas fueron incubadas con 14C-Bencil

penicilina durante 10 minutos a 30°C. Al cabo de ese perío­

do, las proteínas fueron solubilizadas selectivamente con Sar­

cosyl y posteriormente fueron separadas por electroforesis

en gel de poliacrilamida (Materiales y Métodos). Las bandas

¿e las PBPsfueron reveladas por fluorografïa utilizando una

película X-ÜnatAnde chiak. Se indican también las distan­

cias de migración de las proteínas usadas comoreferencia:

albúmina bovina (66.000 daltons), albúmina de huevo (45.000

daltons) y pepsina (35.000 daltons).
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serva que tanto DA587cono DA139tienen forma celular redonda, presentan un

nivel autolïtico elevado, fernentan anormalmentemaltosa y son sensibles a

cicloserina, mientras que DA538es normal respecto a esas propiedades.

A msar de las semejanzas existentes entre DA139y DA587,ambas

cepas difieren en su respuesta a desoxicolato y anaranjado de acridina ya que

mientras DAl39es sensible a desoxicolato y resistente a anaranjado de acri­

dina, DA587es resistente al detergente pero no crece en presencia del colo­

rante.

Los resultados presentados indican que la mutaciónfi es respon­

sable no sólo de la forma celular redonda sino que también produce un incre­

mentoen la sensibilidad a cicloserina y anaranjado de acridina, un aumento

en el nivel autolítico y anormalidades en la fermentación de maltosa, pero no

está involucrada en la sensibilidad a desoxicolato detectada en DA139. La

resistencia a anaranjado de acridina de DA139sugiere que en esta cepa el e­

fecto de fi sobre 1a respuesta a ese colorante está emnascaradopor una de

las mutaciones presentes en ella o, quizás, por alguna aún no identificada.

Por último, mientras la sobrevida de DA588frente a 1 pg de meci­

linam, un antibiótico que se une especificamente a la PEP-2 (Spratt y Pardee,

1975), es de aproximadamente 10-5, la de DA587alcanza valores de 10'2 lo que

indica que la mutacióngi produce tambiénun aumentoen la resistencia a

eSa droga .

2.4. Cmortamiento d_e_una cena rod-1 frente a]; shock osn‘ótico.

Cone]. objeto de detectar posibles alteraciones en la envoltura ce­

lular de una cepa rod-1 se estudió el comportamiento de DA587frente al shock



TABLAV:PropiedadesdeDA139ydelascepasDA587(rod-1)yDA588(rod+)obtenidasportransducci61

deSA342(liEZ)confagocrecidoenDA139.

RESPUESTAA(1)

CEPAAIEIOFORMACELULARAU’IOLISISFER-ENTACIONDE

CICIDSERINADFSOXICOLA'IOACRIDINA%MALTOSA(2)

DA588rod+BacilarRRR24,11Normal DA587rod-1RedondaSRS50 ,62Anormal DA139rod-1Redonda.SSR50 ,61Anormal
l:Cicloserina,20,ug/ml;desoxioolato,3Ing/ml;anaranjadodeacridina,100,uq/ml;R,resistente

S,sensible.

2:ProbadaenEMEmaltosa;Normal,produccióndecoloniascolorverdemetálico;Anormal,forma­

cióndecoloniascolorrojoopaco.
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osmótico y se lo comparó con el de la cepa isogénica DA588.

Con esc propósito las cepas fueron sometidas al shock osmótico y

al tratamiento control isotónico (Materiales y Métodos)y en los medios ex­

ternos resultantes de ambostratamientos se midieron las actividades de dos

enzimas citoplásmicas (treonina desaminasa y ornitina transcarbamilasa) y la

de una enzimaperiplásmica (fosfodiesterasa cíclica) .

En la Tabla VI se observa que DA588 (302+) tiene un comportamiento

normal ya que, por un lado, libera grandes cantidades de fosfodiesterasa al

medio S del shock osrrótico pero no al rredio C del tratamiento control y, por

otro lado, no se lisa cuando es sometida al tratamiento hipotónico cono lo e­

videncia el bajo porcentaje de enzimas citoplásmicas detectado en el medio S.

Por su parte, DA587(Sodi) muestra dos evidentes anomnlidades.

Eh primer lugar, no sólo libera un alto porcentaje de enzima periplásmica al

medio S sino que también lo hace cuando es sometida al tratamiento control i­

sotónico (47%de fosfodiesterasa en el medio C). La liberación de material

Ixeriplásmico al medio externo, independientemente de la presión osmótica de

éste, indica que la cepa es afectada en forma anormal por la etapa de sensi­

bilización con HClTris - sacarosa - EDTAccmúnal tratamiento control y al

de shock. Dadoque la sensibilización actúa fundamentalmente sobre la mem­

brana externa, este resultado sugiere que DA587presenta alguna alteración

en esa capa de la envoltura celular.

Por otra parte, si bien en el medioC no se detectan cantidades a­

preciables de las enzimas citoplásmicas, 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 osmótico.



TABLAVI:

Efectodelshockosmóticosobrelaliberacióndelaenzimaperiplásrnicafosfcdiesterasa cíclicaylascitoplásmicasornitinatranscarbamilasaytreoninadesaminasaenDA587y DA588.Semidiólaactividaddelastresenzimasenlosmediosresultantesdesometer aambascepasalshockosmóticoyaltratamientoisotónicocontrol(mediosSyCrespec­ tivamente).losvaloresobtenidosencadacasoseexpresaroncanoporcentajedelaac­ tividadtotalquefuecalculadasumandolasactividadeshalladasenelmedioSylasrre­ didasenelsonicadocelulardelremanente.

CEPA

%FOSFODIBSTERASACICLICA%TRECNINADESAMINASA%ORNITINATRANSCARBAIIIIASA

SCSCSC

DA587 DA588

rod-167,746,5353,455,47,8

13,73,51,510,87,4

48



49

La fragilidad osmótica de DA587sugiere que esa cepa presenta algu­

na alteración en su capa rígida lo que, sumadoa la modificación en la mem­

brana externa mencionadapreviamente, indicarïa que la mutación rod-1 produ­

ce alteraciones en por lo menosdos de las capas de la envoltura celular.

3. EFECIO DF. FTS-131 Y ROD-1 SOBRE LAS P-MNIFESTACIONES DE LA DESRFPREBION

DEL OPERON HISTIDINA .

Se ha postulado que las mutaciones aparecidas entre los derivados

hisOlZ42viables de las cepas hipersensibles al excesode las proteinas

e hi_sF,entre las que se encuentran fts-131 y Él, fueron seleccionadas po­

sitivamente por ejercer algún efecto supresor sobre las alteraciones produci­

das por la desrepresión del operón histidina (Antón, 1979).

Conel objeto de analizar esta hipótesis, y teniendo en cuenta que

la desrepresión de ese operón produce la inhibición de la división celular en

la mayor parte de las cepas (Murrayy Harman, 1972), y además la letalidad

en por lo nenos tres cepas denominadashipersensible (Savic, 1972; Ely y col.

1574; Antón, 1979)(ver Introducción), se investigó la acción de fts-13l y

Egg-l sobre ambasmanifestaciones de la expresión constitutiva del operón

histidina .

3.1. Efecto d_efts-131 y rod-1 sobre l_a_inhibición de la división celu­

lar ¿enceE.s constitutivas.

Para realizar este estudio se construyeron derivados Ets-131 y

rod-1 de las cepas constitutivas para el operón histidina DA37y 135.676,a las



que se dencndnaron DA499y DA679respectivamente, y se comparó su comporta"

miento con el de las isogénicas ÉÉÉÏ y EEÉC'(E%500y DA678) (ver Tabla I).

En la Fig. l4 se observa que debido a la inhibición de la división

las cepas constitutivas Étsf y Egdf forman filamentos heterogéneos cuando cre­

cen a 37°C en medio adicionado con 2%de glucosa (A y C). Por el contrario,

sus derivados Éts:lgl y Egg:l_se dividen normalmenteoriginando bacilos y Cé­

lulas redondas respectivamente (B y C) lo que indica que ambas mutaciones son

capaces de suprimir la falta de división celular producida por la desrepre­

sión del operónhistidina.

Fig. 14: Dhmfoloqía de las cepas DASOO(hisU1206 nisW1824

5‘35") '(A), DA499 (hisU1206 hisW1824 Ets-131) (B), DA678

(hisOl83g rod+) (C) y DA679 (hisOláÉZ rod-1) (D) crecidas

en nedio con 2%de glucosa a 37°C. La barra representa 5p.



Ets-131 El viabilidad lag
sensibles.

La cena SB2299es hipersensible a altos niveles de síntesis de las

proteínas Disfi_e Eisg y por ello no origina transductantes EÉEEÏcuando es

cruzada con fago crecido en una cepa hi801242, una mutación que produce un al­

to nivel de desrepresión del operón histidina, en tanto que si los forma con

fago salvaje (Savio, 1972).

Conel objeto de investigar el efecto de fts-13l sobre dicha hiper­

sensibilidad, se pasó esa mutación al derivado leu-1262 de SB2299 (DA636)

transduciéndolo con fago crecido en DA138. Los recombinantes fts-l3l ¿su?

y ÉEÉÏ lguf de SB2299así obtenidos fueron cruzados con fago hisOlZ42 y con

faqo salvaje a fin de analizar la aparición de colonias EEEEÏ.

Se observó que, así ccno ocurre con la cepa parental, los deriva­

dos Ets? de SB2299producen transductantes QEEEÏcuando son cruzados con fa­

go salvaje pero no los formancon fago hisOlZ42. Por el contrario, los deri­

vados fts-131 originan transductantes Digg? cuando son cruzados tanto con fa­

go salvaje comocon fago crecido en una cepa hisOlZ42 lo que indica que esta

mutación suprime la letalidad producida por altos niveles de desrepresión fiel

operón histidina en SB2299.

El efecto de 292:; sobre la hipersensibilidad no ha podido estudiar­

se debido a que esa mutación produce, por causas aún no establecidas,una ner­

cada disminución de la transducibilidad de las cepas lo que impide poner de

manifiesto dicha expresión de la desrepresión del operón histidina.



CAPITULO IV

DISCUSION

En este trabajo se realizó el estudio genético y fisiológico de dos

alteraciones aparecidas espontáneamente entre las cepas DA138,DA139y DA140

y sus efectos sobre la filaIrentación y la hipersensibilidad de la cepa en la

que se originaron .

1. Alteracióngg la división celular _e_n_

La tenmsensibilidad de DA138se debe a la presencia de la mutación

fts-13l, ubicada en la unidad 3 del crarosoma de g. tMimurium, que produce

a 42°Cla inhibición de la división celular con la consiguiente formaciónde

filamentos.

Deacuerdoa estudios realizados en g. , un organismoestrecha­

mente empareritadocon g. tüimurium, la zona de la unidad 3 tiene gran impor­

tancia en el control de la división celular ya que en ella abundanlos genes

conectados con esa función (_ft_sA;,¿Egg y ¿1373), con la sintesis de nnireina

(_nm_1_:_E_,mui, nLir_F_,mr_aA, ¡Iggy dll) o con ambos fenómenos a la vez (E132)

(Bacm‘ann v Low, 1980).

1’11comportamiento general de las cepas fts-131 es semejante al de

los derivados EEA, ¿tg v M de g. go_l_i_.Se han descripto algunas diferen­

cias entre esos tres tipos de mutantes tales cano la presencia de septos in­

completos en las cepas ppr (Walkery col. , 1975) o el requerimiento de sinte­
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sis de ADNy proteinas para la recuperación de los filamentos ¿Egg a 32°C

(Torno y col., 1980). Sin embargo, el hecho de que en cada caso se haya es­

tudiado un solo mutante, sumadoa la dificultad para clasificar mutantes pro­

venicntes de diferentes reaislamientos y genotipos, hacen que esas caracte­

rísticas no sean suficientemente concluyentes para asegurar que los filamentos

fts-13l, que no las presentan, sean producidos por alteración del gen Étsz_o

de alguno afin no identificado.

Los resultados presentados indican que la inhibición de la división

celular producida por fts-13l a 42°Cse debe a la alteración de un paso termi­

nal del ciclo celular posterior a la duplicación del cromoscnay a todos los

eventos que requieren síntesis de proteinas, pero anterior a la etapa de poli­

nerización de la mureína catalizada por una proteina (la PEP-3)que tiene ac­

tividad de transglicosilasa y transpeptidasa y parece estar involucrada en la

construcción del septo (Ishino y Matsuhashi, 1981; Botta y Park, 1981).

la incapacidad de los mutantes Ets-131 de dividirse a 42°Cparece

indicar que el producto de Ets-131, necesario para 1a división celular, es ter­

mosensible. Sumadoa ello, la recuperación de los filamentos fts-131 a bajas

temperaturas, aún en presencia de inhibidores de la sintesis proteica, sugeri­

rIa que la inactivación del producto de fts-l31 a 42°Ces reversible y que es

suficiente el pasaje a 32°Cpara que esa proteína recupere su configuración

normal y se complete el proceso de división.

Los filamentos fts-131 puedendividirse a 42°Csi la presión osmóti­

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 adición de inhibidores de la síntesis protei­

ca. Este hecho sugiere que en este caso la recuperación no se debe a la nor­

malización de la proteina fts-l31 sino que requiere la síntesis de nueva pro­

teina. Si bien se han descripto otros mutantes ternosensibles (alterados en

la división celular o en la síntesis de fosfolípidos) que se normalizan a tem­

peratura no permisiva por el agregado de sales sin que haya renaturalización

de la proteina alterada (Reeve y col., 1970; Ohta y Shibuya, 1977), la expli­

cación de este hecho no es sencilla. Para el caso de fts-131 podría postular­

se que el aumentode la presión osmótica ncdifica la envoltura permitiendo la

división celular a 42°C afin en ausencia del producto de Ets-131, y que para

nara ello se necesita la síntesis de una proteína de baja estabilidad cuya

función podría ser la de adaptar la cubierta a las nuevas condiciones osnóti­

cas.

1a hipótesis de la ternosensibilidad de la proteina fts-13l y su re­

naturalización a bajas tenperaturas concuerda con el normal crecimiento mos­

trado por las cepas Ets-131 a 37°Cy temperaturas inferiores ya que en esas

condiciones la proteína funcionaría nonmalmente. Sin embargo, se ha comproe

bado que la mutación fts-131 es capaz de anular a 37°C la inhibición de la di­

visión celular que las cepas constitutivas para el operónhistidina sufren

cuando crecen en nedio con 2%de glucosa. Este efecto supresor parece ser es­

pecífico para la inhibición de la división producida por el exceso de las pro­

teínas giga e bisg_ya que fts-131 no impide la filamentación causada por el

agregado de ácido nalidixico o penicilina (datos no presentados). La manifes­

tación de Ets-131 a 37°C indicaría que la normalidad de la proteína fts-131 a



esa temperatura no es completa y que, sin llegar a impedir la división celu­

lar, produce desequilibrios metabólicos que compensanlos efectos de la desre­

presión del cmvrónhistidina.

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 pernúte postular una hi­

pótesis alternativa a 1a de la termosensibilidad de fts-l3l y su parcial nor­

malización a temperaturas permisivas. En base a ella, la mutación fts-131

produciría la pérdida de una proteina necesaria para la expresión de la cons­

titutividad del operón hisitidina que, además,estaria involucrada en el pro­

ceso de división celular a 42°C. La reanudación de la división a 42°Cen pre­

sencia de sales se explicaría por el miSHC)necanismopcstulado para la otra

hipótesis.

La identificación del producto del gen afectado por fts-131, asi co­

no un mejor conocimiento del mecanismode inhibición de las proteinas hisg e

higg, seguramente pernútirán comprender el nodo de acción de la mutación

fts-131 y su capacidad para estimular o inhibir, según el caso, la división ce­

lular.

El otro efecto notable de fts-131 a 37°Ces el de suprimir la hiper­

sensibilidad que presenta la cepa 832299frente a altos niveles de desrepresión

del operónhistidina. La sfinilitud existente entre esa hipersensibilidad y la

manifestada por DA7Bsugiere que Ets-131 puede anular también la hipersensibi­

lidad de esa última cepa. El estudio de 41 derivados hi501242 de DA78permitió

identificar, adenás de fts-l31, otras dos mutaciones termosensibles de origen



independiente y ubicadas en la unidad 3, que inhiben la división celular a

42°C y suprimen la hipersensibilidad de SB2299a 37°C (Antón, 1979; De Niche­

li, 1980). Tan alta frecuencia de aparición de este tipo de mutantes (3/41)

cn condiciones no selectivas demuestra la existencia de una ventaja adaptati­

va de los que consiste, sin duda, en la capacidadde esas mutaciones

de suprimir la hipersensibilidad de la cepa en la que se originaron.

Se ha postulado que las cepas hipersensibles tienen alguna altera­

ción en la envoltura celular que las hace particularmente sensibles al efecto

inhibitorio de e 11155;,y que las mutacionescapaces de suprimir dicha hi­

persensibilidad producenmodificaciones en la envoltura que contrarrestan la

alteración original (Antón, 1979). Nose han observado hasta el presente al­

teraciones en la envoltura de las cepas hipersensibles (DeMicheli, 1982) y

los resultados obtenidos en este trabajo muestran que las cepas fts-l31 son

similares a las salvajes en cuanto a diversas propiedades que involucran la

envoltura celular tales cano la respuesta a cicloserina y desoxicolato, el

nivel autolitico, el tipo de fermentación de maltosa y el comportamientofren­

te al shock osmótico. Sin embargo, el efecto de la mutación fts-l31 en un

proceso tan estrechamente vinculado a la envoltura celular caro es el de la

división sugiere que tal alteración de la cubierta podria existir aunquelas

pruebas realizadas no la hayan detectado, y que se requieren otros ensayos pa­

ra ponerla de manifiesto.

2-. Alteración gg la forma celular de DA138, DA139X DA140.

La forma celular redonda de las cepas DA138, DAl39 y DA140se debe

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



genético de g. typhirmirium.

El análisis de mutantesredondosde É. cg ha permitido identifi­

car, ademásdel gen fi ubicado en el minuto 70 (Westling-Haggstromy Nor­

mark, 1975), los genesM y ¿g que están estrechanente ligados entre si

y mapean en el minuto 14 (Spratt, 1980). El gen EEE}es el gen estructural

de la PEP-2 pero los genes ÉO_dA_y en? no parecen modificar dicha proteína

(Iwaya y col., 1978; Spratt y col., 1980; Tamakiy col., 1980).

Dadoque ¿031 se encuentra en la mismazona que los genes M y

59:15de y que, adenás, no interfiere con la presencia de la PEP-2,

se ha concluido en este trabajo que dicha mutación afecta a un gen,hasta aho­

ra no conocido de g. typhirmuimmquees hanólogo al gen EA; de E. ali:

fi es el tercer gendescripto en typhinuriumqueparticipa en

el mantenimientode la forma bacilar ya que todos los rrutantes esféricos co­

nocidos hasta el presente correspondían al gen avg, homólogoal gen e_n_v_Bde

É. c_ol_i(Antón, 1978) o a un gen ubicado en la unidad 56 y denominado

(Wychey col., 1974; Antón y col., 1983). De acuerdo a los estudios realiza­

dos en E. coli, parece probable que el métodode selección positiva de mutan­

tes reiondos por resistencia a necilinam (Iwayay col., 1978) permita la ob­

tención de derivados EEA lo que elevaría a cuatro el númerode genes invo­

lucrados en el proceso morfogénico de Salmonella; si bien d_iv2no ha sido des­

cripto en c_ol_i,los factores F-prima de esa especie que contienen la zona

crmosónica en la que ese gen deberia hallarse (minuto 56) normalizan la for­

ma de los mutantes divD de g. tmgirrurium (Wychey col. , 1974) lo que demues­

tra el alelo salvaje de divDestá presenteen coli.
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Dadoque el mantenimiento de la forma celular depende en gran medi­

da de la arquitectura de la capa rígida, podría esperarse que la alteración

morfológica detectada en los mutantes redondos estuviera acompañadapor modi­

ficaciones en ese componentede la envoltura celular.

En este trabajo se ha comprobadoque, además de la forma celular

esférica, las cepas ¿od-1 tienen otras características anómalas, tales caro

el elevado nivel autolítico y la fragilidad osmótica frente al shockosnóti­

co, que también podrían atribuirse a modificaciones en la capa rígida. Se ha

observado (DeHicheli v Antón, datos no publicados) que los mutantes redondos

del tipo eïzfi y tambiénpresentanun alto nivel autolïtico y que las ce­

pas M son osmóticamentefrágiles (no se ha estudiado el comportamientode

las cepas di_vD)frente al shock osmótico); estos hechos avalan la hipótesis

de que las mutaciones que producen el redondeamiento celularlmodifican las

propiedades de la capa rígida de la envoltura.

El defectuoso funcionamientode la capa rígida en los tres tipos de

mutantes redondos conocidos en _S_.tzphimurimn sugiere que esos tres genes po­

drian estar involucrados en una o más etapas de 1a sintesis de mureïna. Sin

embargo,ciertas características de las cepas Bill sugieren que esa mutación

produce ademásalteraciones en otro componentede la cubierta celular. A ese

respecto, el amento en la sensibilidad a cicloserina y anaranjadode acridi­

na mati-ados, no sólo por las bacterias El. sino también por las cepas en___vB

y y la excresivaliberación de material periplásmicopor tratamiento con
una solución de HCl Tris - sacarosa - EDTAdetectada tanto en los mutantes

rod-1 cano en los ean (no se investigó este especto de las cepas divD)(An­
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tón, 19797 De Micheli y Antón, datos no publicados) , pueden interpretarse co­

mo debidas a un deficiente funcionamiento de 1a membranaexterna. Aunquees­

tas propiedades de las mutaciones de forma esférica podrían ser efectos pleio­

trópicos de las mismas, no puede descartarse que sean efectos secundarios de

la alteración de la capa rígida ya que el funcionamiento de la membranaex­

terna depende en gran medidade la estructura de esta capa a la cual se en­

cuentra estrechamente asociada a través de la lipoproteïna de Braun (Inouye,

1974; Yem y Wu, 1978).

Otra propiedad de 1a mutación _rc_d;les la de incrementar considera­

blemente la resistencia a mecilinam. Este antibiótico está emparentadoes­

tructuralmente con la penicilina (Lundv 'bering, 1972) pero a diferencia de

ella sólamente se une en forma especifica con la PEP-2 (Spratt y Pardee, 1975).

Usadoen bajas concentraciones, el necian produce redondeamientocelular

pero a dosis másaltas tiene un poderoso efecto bactericida. La mayorresis­

tencia de las cepas ¿di a m'ecilinam,a pesar de tener presente la PEP-2,

indica que esta proteina, aunquecapta específicamente la droga, no es el blan­

co de su acción letal.

Las cepas e.an son también resistentes a ese antibiótico, pero las

(11112son tan sensibles cano las cepas salvajes (Antón y col. , 1983). Esa

prdpiedad, que constituye una de las más evidentes diferencias funcionales

detectadas hasta ahora entre los diversos tipos de mutantes redondos, indica

que el efecto deletéreo de mecilinam tampocoestá relacionado con la forma ba­

cilar. Asimismo,el aislamiento de numerososmutantes resistentes entre los

que se encuentran, ademásde las cepas redondas, otras que conservan su mor­
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fología normal (DeMicheli, 1982) confirmarïa este hecho.

Lamutaciónfi es capazde suprimir la inhibición de la división

celular de las cepas constitutivas para el operón histidina pero no ha podido

docunentarse concluyentenente se efecto sobre hipersensibilidad. la informa­

ción genética obtenida en este trabajo indica que rail apareció antes de la

diferenciación de DA138,DA139y DA140y que posteriormente en esa cepa 2-1

original se seleccionaron espontáneamenteotras mutaciones, que comofts-l31

en DA138y las mutaciones polares h_is¿‘en DA139, anulan completamente los efec­

tos de la constitutividad. Este hecho indica que si ¿(zii tiene algún efecto

sobre la hipersensibilidad, éste no es canpleto. Resulta evidente, sin embar­

go, que la formacelular redonda es ventajosa para las cepas hipersensibles

ya que entre 41 derivados hisOlZ42 viables de DA78se encontraron, además de

las tres cepas ¿cgi estudiadas en este trabajo, un nutante 32/2 y otro del

tipo (Antón, 1979). A semejanza con lo que ocurre con __ro_d—_1,las muta­

ciones en_vBy d_ivgtambién anulan la filamentación de las cepas constitutivas

(Antóny col. , 1983) lo que sugiere que la ventaja adaptativa de las mutacio­

nes de forma radica justamente en su capacidad para suprimir esa manifesta­

ción de la desrepresión.

3. Consideraciones finales .

Se ha demostradoque las mutaciones fts-13l v ¿(aqi tienen la propie­

dad dc suprimir la filamantación de las cepas constitutivas para el operón his­

tidina; sumadoa ello, fts-131 es capaz de anular completamentela hipersensi­

bilidad presentada por ciertas cepas al exceso de los productos de los genes

hisH e hisF, en tanto que rod-el no la afecta o lo hace sólo en forma parcial.
\
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El efecto de las dos mutaciones sobre las manifestaciones de la desrepresión

de las enzimas de histidina concuerda con la hipótesis de que esas mutaciones

confieren una ventaja selectiva a las cepas hipersensibles en las que se pro­

ducen, v explica su presencia entre los derivados h1501242viables de DA78.

A pesar de haber sido seleccionadas en el núsno sistema y conpartir

la capacidad de suprimir total o parcialmente los efectos de la desrepresión,

las dos mutaciones estudiadas presentan características muydisímiles; se ha

observado que rod:l_produce alteraciones en el comportamientode dos capas de

la envoltura pero no interfiere con el crecimiento ni la división celular, en

tanto que fts-l3l no parece afectar 1a cubierta pero altera un paso de la di­

visión previo a la síntesis de la nureina del septo. Las modificaciones pro­

ducidas por las mutaciones Ets-131 y Egg:l sugieren que el sistema de selec­

ción basado en la hipersensibilidad es un métodoeficaz para la obtención de

nutantes con alteraciones en diferentes funciones de la envoltura celular. Re­

sulta evidente que el estudio de esos mutantes puede proveer muchainforma­

ción, no sólo acerca de los diferentes componentesde la envoltura, sino tanr

bién sobre el nudo de acción de las proteínas Eigg e niña y el papel de la cu­

bierta en el control de la división celular.
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