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~o creo en ningún investigador hasta que lo he oído 

decir tres veces 11 10 dudo" y dos veces "no lo se". 

Albert Einstein • 

!'.!No puede existi.r vida sin cambio, así como no !;?Uede 

existir desarrollo sin cambio. Temer a lo que es -

diferente o desconocido es temerle a la vida" 

Exposición impresionista 

1913. 



5. 

1} OBJETIVC 

Se prete~~e estudiar el efecto de inhibidores de la DNA 

gi~asa sobre :a síntesis de macromoléc~las durante la espors 

la~ión de Ba=~::~s subtilis. A la vez, tratar de relacionar 

la .inhibicié:: =.el proceso ssporulatorlo debida o. :.os agentes 

qu<'::ii.cos con :::a.-::bios cualitativos en los patrones .:r.r:)téicos-

a .:=..:::ferentes t:.:'..a.11pos de 2.a esporulacióc. 

2~ INTRODUC:::::;; 

La espc::.::.ación es u::: ejemplo de di::erencia;;:::ión celular 

~=::..-:iitiva que :a llevada a cabo por ciertos géneros de bact~ 

rias Gram pos!~ivas, como Bacillus y Clostridiu.~, en condi--

c:i=~es inade::~~:::..=.as de nutrioiánº 

ra~terística ::;:::incipal es :.a de res:is'=.ir ager..t.es ex::.ernos,, = 

t:a:es como l:;. ::'.esecación, sustancias t'1:-dcas., las r;i:i:::.ac.io--

nes y el cale::-~ 

La espc::::=. 5ifiere de la c~lu.la ::iadre en rn::iir:::c:::.;!a r 

==~stituyente5 bioquí..~icos. 
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adecuado. El hecho de que algunas especies esporular.tes sean 

patogénicas, mientras que otras causan la putrefacci6n de ali 

rnentos, las han hecho de interés médico y en la industria ali 

rnenticia. 

La formación de esporas es vista como una forma primiti­

va de diferenciaci6n celular dado que presenta ciertos puntos 

en común con el desarrollo celular de organismos primitivos -

tales como levaduras, Il'Dhos, Acetobularia y erizos de mar (re­

visados por Mandelstam, 1971) • 

E~ condiciones adecuadas, casi cada célula en la pobla-­

ci6n produce una espora, pero generalmente el índice obtenido 

experimentalme~te está lejos de ser cuantitativo. 

3) GE~"'ER..2\.LIDADES 

El modelo reás utilizado para el estudio de la esporula-­

ción ha sido Bacillus subtilis, aunque se asume que gran par­

te de las caracte~ísticas del proceso son ~~nunes a ~uchos c­

quizás a todos los formadores de esporas. 

3. l. Inducci6n experimental de la esporulación. 

~a formaci6n de esporas es iniciada p=r inanici~n de :i..•a 

fue~~e de carbon~ o nitró3eno y a veces, de fosfatos. Ex~~=i 
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ci6n. En el primero, un proced~~iento de agota~iento de nu--

trientes 1 en el cual las bacterias crecen hasta que algún nu-

triente se vuelve limitante y entonces esporula~. El tiempo-

al cual el crecimiento cesa su fase exponencial es considera-

do como el tie..~po de inducción tt0} y períodos de una hora -­

~espués de él son denominados t 1rt2 r etc. 

El ~étodo de agotamiento tiene la ventaja ee la simplici 

:iad pero tiene desventajas considerables. El t,.. no está cla­
UJ 

ramente definido y el crecimiento vegetativo puede avanzar --

lentamente por algún tiempo. Además cuando las células empi~ 

zan a esporular, se encuentran en un. ambiente químico comple-

jo que sufre cambio continuo, ya que existirán ~etabolitos re 

siduales de la primera etapa que cc~plican la ~edici6n e in--

terpretación de los c~whios bioquímicos que acc~pañan a la es 

porulación. 

Para evitar algu~as de estas dificultades, Sterlini y --

:.~z¡ndelsta.":1 (1969) introdujeron una técnica de :::esuspensi6n. -

::::: culti" ... "º en crecimiento exponencial en un meil.i::i rico sin --

:!ucosa es centrifugado y las células son trar.s=eridas a u~ -

=edio de resuspensión que contiene un sustrato =arbonado apro 

co7.to gluta.mato (no fácilmente aprovecha=:~ por la 

:a}. 

Este :::étc::fo eli.':iina grandemente las ccmpli.=aciones de te 
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::..:.:::.:)s cuyas i:!cntidades ~- concentraci::!!es so!l des::::mocidas. 

E: método ta::-.:::ién da un tie..'11po preciso para t 0 ;; una :::1ejor --

sincronía de la esporulacién. Aún as~, existen dificultades-

cebido a que al tiempo de la resuspensi6n la población cel~--

:a= contiene cromosomas en todos los estados de =eplicació~v-

lo que causa t:¡na asincronía celular i:levitable. 

a pesar de e:2.o, es el 
,.,. 

mas apropiado para experi.~entos de na~ 

ca.Je radiac"=:ivc dado (rJ:e se desarrol:.a en un mea.:..:;;; de5inido. 

El métc:!:::i de agota;.--::.ie:ito es más ::::n':.veniente para exper.:.-

~entos a lar~o plazo y es nás comparable al procsso tal y ce-

ocurre na.:::.;;ralmente e en :::i.edio só:.id·o. 

Aunque e.: orden general o.e los e•.rentos de i~ esporula-

~ién es igual con ambas té:::nicas 1 el '::=..e:r:po pre:::.s~ al cual -

sucede un evento partic~:ar puede diferir liger~7.~nte. 

Incubando a 37ºC cultivos ie Bacillus subti:is 8 se ha 

3.2~ Eta~as de la es~orulación 

La secuencia de les ca~ios morfológicos qt:·J: res:;;.:¡::::.2.r2 .~ 

~""-{"!;!..:cp.;¡.,;;J-Di~~ 
-..:...~iJ-- .L.-i.A.......,.~~-
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Las ::::-::..:Y.tas-

revisicnes que ha~ si.do publicadas al res~e~to son las ~e 

Piggot ~ Coote {197E' y Young ~ ~:andelstar:: ~1?80) • 

:::.es eventos S'J:'::. .:!'eprasentados en un di.::.;ra.i:na basa:Io en 

los es-=.:¡dios reali.zs.:5.o.s por microscopía ele~trónica [Fig. I j • 

Au.--:que el prQc~;c es contin::.i.o, por act.:e:::.-do se ha cf~,,,.idi-

do en et.apas~ las ~~3:es fueron ~efinidas F== Ryteru ~:365] y 

son representadas números r==a~os. 

Et:a~a O ~? I ~~ etapa O se refiere a ~a cé-

lula vegetativaº 
.... 

~::,s c::cmos-=:::;:.s se \:ren =,=-::o cuerpc·s d:..s---

cretos, compactos y ~igeramente esféricos e~ el citop¡as::l~c 

Después de la trans=erencia al c:~io da res~3pensi6n se fus~~ 

nan éstos para formar un f ilame~to axial al ~ue se aesi~~a 

por co::.veniencia, c:::::::i etapa I C.e esporulac.i:=:::.. 

que 

las célu!as so 

migra a ~~a posiciór. =ercana a los -- -­:::"--~~ 

pob::e .. 
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CÉLULA 

VEGETATIVA 

FIGURA l 

I lI n-m m 

FILAMENTO SEPTO ENGLOBAMIENTO 

AXIAL PRE-ESPORA 

CORTEZA MADURACIÓN. 

CUBIERTA LIBERACIÓN 

Tiempo ;:;-------:;-----;:--------~-----'-----l'-----L..--..1...------
(hrs .) O 1 2 3 4 5 6 7 



Los cambios físicos ::'Ue se har:. ::evado a caz::: ·1 los e~-

bios bioquÍ:.~icos que los han causad~ s~n crític=s e~ el se~~.:. 

do que han colocado a los cromosomas e:.. la posici.5:l correct:a-

para la divisi6n asimétrica de la cé~~la, por ~e~io de la === 
maci6n del se?to y que es la base ce:. 5.esarrollc c.:¡tal suhse-

cuente (Mandelstam, Sterlini.y Kay, :.971; Dawes, F.:r;l y ~ande:§. 

tam, 1971) • .Miyakawa et al, (19f;.2~,. han reporta::!~ que la --

iniciación de la formaci6n del sept~ requiere l: ~en~inació=-

de la replicación del D~A del cic:c ~elular pre~.:.~. 

Etapa II rr~ - t ) - Fo.,...,...~-~A~ del Se-~-_ __,_.__ __ __.::;:. ...... 1. o 1 .. 5 . -·~-----..... ........ __ • Un sept.::-

membranoso se =orma en una posició~ s:lbpolar y s~ posici6n es 

determinada por el hech:) de que el c:rc:nosoma se ::alla en U:t 

extremo de la célula con su mesoso~a acompañante. El septc 

es formado por la invaginación de La ~embrana celular en a.~a-

manera similar a la que normalmente se lleva a cab~ durante 

la división oe!ular (Mi.i-~akawa et al ::.982,) per~ :1if iere de: 

septo de divisi6n en dos aspectos ~=?3rtantes: Fri..~ero, es --

subpolar, no central. Segundo, tie~e consigo ~.a~erial de :~-

pared celular,. aunque despu~s ya ~~ presente ~e~~sición de -

material de la pared al crecer el septo. Exists evidenci~ =~ 

la presencia del peptidcglicanos e~ sl septo, ~~si.ble.~ent~ ~; 

ra dirigir el crecimiento de la r::e-:;.,.::-ana al fo=:-_arse el 

además la penicilina i.:-.hibe la fo=:::;:::ió::i del se?::::>. 

~.::.--­
--~--, 

Etapa ::-II!.(t~ =- t~ s~-- E~=:~bamien~=·.:;.:. ~er~~~~~ ~ 
.¡,. • - ..:;¡. • I 
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.la etapa :::: ;:;.ay dos cé.lulas de desigual tar.3=:_::;. La célula ma 

7or englcca a la más ~e~~eña. L~s dos puntes de cercanía del 

septo a la ?ared celu:ar parece~ moverse hacia el polo. Apa-

rentero.ente es necesaria la síntesis de me."Ubra~a en la célula-

=iadre para :levarla a =abo. 

Eta=a ==I {t2 - - t~ 0) .- El englobamie~t~ culmina en la 
• ;:) .l • 

fusi6n merh=anal en e: polo de la célula y la estructura com-

~letamente e~globada se desprende de la meF..brana de la célula 

:::adre. El. ?roplasto espora se forma en este momento. 

Etaoa :7 (t3 - t 4 2 Formación de la corteza.- Para forr.iar 

la corteza sa deposita ?eptidoglicano entre las membranas del 

~rotoplast~. La enzi::a 5iaminopimelato ligasa aparece duran-

te la espor-~!ación, y ~arece si.~tetizarse en :a célula madre-

solJUnente. Esto impi~ca que la biasíntesis de !a corteza se-

lleva a cabo en la mei::i:Zrana externa de la espera y que es di-

rigida por el cromosc:::a de la c~lula madre. 

En .asta etapa, las esporas se vuelven vi.si.bles como -

áreas refrác~iles de la célula al verse en c~croscopio de e~~ 

traste de Ease. 

Etaoa ;~ !t4 - te: .... ». Formaci6n de la cub:ie=ta. Se dep::::~ 
...,.~ 

tan capas s:::::::esivas de proteína al.rededor de :a ::orteza 0 g;:-.;;:::_ 

~es cantida¿es de ciste~na se ir.ccrporan dentr=. de ella y :~-

es?ora se ~~~elve resis~e~te al octanol y a otr=s solvente~ 

.;~nicos. 



Etapa VI ( t 5 • 5 - t 7 l ~·!a:iuraci6n. - La espora se encoge -

ligeramente y se vuelve resistente a ta~peraturas altas y 

otras condiciones físicas ad"itersas. Se ha demostrado que ocu 

rre una deshidrataci6n de la espora, que la hace más resisten 

te al calor (Bradbury et al 1981, Bea.~o~ et al 1982) • Esta -

etapa representa el fin de la diferenciación. 

Etapa VII. Liberaci6n de la espora.- La célula madre se-

lisa y se libera la espora madura. No es ya una etapa de la-

esporulaci6n realmente. 

3.3. Bioquímica de la esporulaci6n. 

Las actividades bioquf~icas que aparecen durante la esp~ 

rulaci6n pueden ser necesarias y específicas para el proceso-

o no serlo. 

Mandelsta..'ll (1969, 1971, 1976), P:.ggot y Ccote (1976) y -

Young y Mandelstam (1980) entre otr·os han dividido los even--

tos bioquímicos en cuatro categor1as: 

1.- Eventos que son esenciales y específicos de la es?C-

rulaci6n. Aparición de ccmponentes :r~e no surger. en el esta-

do vegetativo de crecimiento y que se encuentran ~nic~ente 

e~ células esporulantes y que son r.e~esarias par~ la forma- ~ 

ci6~ de la espora. 



2.- Eventos que so~ específicos ¿e la esporulaci6n pero-

e.o son esenciales. Serían los efectos colaterales disparad:)S 

por la secuencia primaria de eventos pero que no tienen una -

~u.~oi6n en el proceso. 

3.- Eventos que son esenciales pero no específicos de es 

porulaci6n. Cambios en funciones vegetativas que son necesa-

=ias para la esporulaci6n, como el aumento de actividad de --

las enzimas del ciclo de los ácidos tricarboxílicos, lo cual-

mantiene niveles adecuados de ATP bajo las condiciones de ~na 

~ici6n que promueven al proceso. 

4.- Eventos irrelevantes. Cambios que suceden debido a-

la variaci6n nutricional utilizada para inducir la esporula--

ci6n pero que no están conectados con ella. 

El estudio de mutantes aspor6genas (Spo-) ha sido muy --

útil para intentar colocar los eve~tos bioquímicos en algu.~a-

de las categorías anteriores. Mutaciones en eventos no nece-

sarios no afectan la esporulaci6n y mutaciones en eventos - -

esenciales sí lo hacen. Si el evento es específico del pr=c~ 

so no afectará el crecimiento vegetativo. Análogamente, eve~ 

tos bioqu.únicos asociados con la esporulación no deberían ex-

presarse en mutantes incapaces de esporular. 

Dancer y Mandelstam (1975) sugirieron un criterio adicio 

~~l para distinguir eventos de la prinera y la sego~~da cate.":!:.; --
:=!:as de otrcs eventos. Cc!'lo se ~;erá r:'lás adela::te la induc- -
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de la es;:::irulaci6n depende de la ::::-eplicaci6n del D.N.A. --

?artiendo de ese hecho ellos propusieron que s6lo los eventos 

blcqueados er. su aparici6n por la inhibici6n de síntesis de -

t:!~A fueran considerados parte de la secuencia prmaria de es-

~~rulaci6n o como efectos colaterales del proceso. 

Actualmente se acepta que la esporulación consiste de --

~a secuencia ordenada de cambios estructurales acoplados a 

·.:;.r.a secuencia ordenada de eventos bioquímicos, en la que la 

aparición de cualquier evento depende de la aparición exitosa 

~e aquellos eventos que suceden en primera instancia. 

La esporulación puede verse, entonces, como una secuen--

zia dependiente de eventos, esto es, una secuencia en la cual 

~na falla en cualquier punto causará el fracaso de toda la se 

cuencia. Este fenómeno se define como pleiotropfa. 

Desde un punto de vista a priori, uno puede inferir la -

existencia de una secuencia primaria de eventos dependientes. 

Cada evento en esta secuencia actuaria directa o indirectamen 

~e como un gatillo, un inductor del evento sigu1ente. Desa--

fortunadamente, ninguno de estos efectores se han podido ais-

lar o identificar. Cualquiera que sea su identidad, alguno -

de esos efectores pri..~arios inducirán la producci6n de otras-

sustancias que no forman parte de la secuencia principal. Es 

tas sustancias producidas colateral~ente están relacionadas -

con la es~orulaci6n y son útiles cc:~o eventos ::arcadores. - -

«Fig.I.10. 



FIGURA :u: 

SECUENCIA PRIMARIA DE EVENTOS Y SECUENCIA COLATERAL 
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CCTr * Resistencia a octano! 

Qr * Resistencia al calor 
P!GM * Producción de pigm!mto 
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El estudie las muta."ltes aspor6:;e:ias ha de=.ostrado la-

p:e~otropía del proceso. La morfología y la bioquímica son -

interdependientes. Si la etapa en la cual una mutante es bl2 

q_"~eada se dete~ina por ~icroscopía ele~tr6nica1 se encuentra 

que los eventos bioquímicos están bloq-.:eados en el. punto co--

rrespondiente. 

Al trabajar con una doble mutante aspor6gena, u.~a cepa 

que contenía 2 ffiUtaciones de diferente etapa del proceso, e 

induciéndola a esForular, el =enotipo observado en ese orga--

nismo indicaba que la secuencia de eventos se expresaba nor--

malmente hasta llegar a la etapa de la pri.~era mutación, dán-

dele a la célula el comportar.1iento de esa etapa. La etapa --

donde se encontraba la siguiente mutación no llegaba a expre-

sarse (Coote y Mandelstam 1973). Esto de::.ostraba el modelo -

pleiotrópico del proceso. 

Una de las preguntas qua con más insistencia se nacen --

respecto de la espc=ulaci6n es ¿Cuál es la señal metab6lica -

que desencadena el proceso? ya que debe de existir un sistema 

que altere el metabolismo celular complet~ente, reest.ructu--

rando por tanto la expresi6n de la inforr.ia~i6n genética. 

No existe duda de que la esporulaci6n es una resp~esta a 

una privación nutricional. Con una buena =uente de =a=~~no y 

nitr6geno, las bacterias crece~ ~egetativ~e~te y la esp~rul~ 

ci6n está reprimida. La defic:ie.::'!=ia en cua:.:;~iera de e::os -



pe.::=.itirá la formaci6n de esporas. 

Los estudios actuales han suger~do que la probabilidad -

de que una célula siga la v1a de la esporulaci6n de pref eren­

cia al crecinie~to vegetativo está gchernada por dos factores 

diferentes: 

Uno, el estado nutricional del c:ütivo, lo que está pre­

su.~iblemente re=lejado en la concentraci6n de un efector bio­

quí.~ico intracelular y ésto a su vez determina la proporci6n­

de células en 2a población que serán inducidas a esporular. -

Otro, es la prozabilidad de que en cualquier momento una cél!!_ 

la estará en la condici6n fisiológica correcta para responder 

al efectos bioquímico. 

Los estud~os de Schaeffer y sus colaboradores (1965) han 

sugerido la hi~6tesis de que la esporulaci6n es reprimida por 

metabolitos nitrogenados (derivados del ~etabolismo de gluco­

sa) cuyas conce~traciones dependen de la velocidad del meta­

bolismo de las fuentes de carbono y n~trógeno. Como la espo­

rulaci6n puede taobién ser iniciada por inanici6n de fosfatos, 

se sugiri6 que los metabolitos represores podr!an estar fosfo 

rilados. 

Donohue y Bernlohr (1978} mostraron que ni la concentra­

ci~~ de iones a:::~nio, ni la glutamina, ni la glutamina sinte­

tasa tienen una :fu...'1ci6n directa en el c~ntrol de la esporul~­

ci6n, al estudiar la relaci6n entre reFresién catabóli=a de -
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fuentes de carbono y nitr6geno con la esporulación de Bacillus 

licheniformis. 

Existen reportes(Ochi et al 1981, Dhariwal et al i982 y -

Ikehara et al 1982), en los que se planteó la relación de meta 

bolitos fosforilados y la inducci6n de la esporulación en Baci 

llus subtilis. 

Ikehara (en 1982) mostró que la desaparición de ppGpp - -

(guanosina tetrafosfato ), está relacionada con la iniciación­

de la esporulación, al trabajar con decoyinina, un antibiótico 

inhibidor de la síntesis de GMP, que inducía la esporulación -

en cultivos tratados. 

En contradicción con el reporte anterior Ochi, (1981) en­

un estudio en el cual se trabajó con privación parcial de ami­

noácidos, observó que la iniciación de la esporulación en Baci 

llus subtilis era debida a una respuesta rigurosa a la falta 

parcial de aminoácidos. Reportó que los niveles de ppGpp se -

elevaban en condiciones de falta de aminoácidos y bajaba la -­

concentraci6n de GTP, al inducirse la esporulaci6n {datos gue­

confirmaban evidencias anteriores) • 

Dhariwal (1982) reportó asimismo, que la !imitación par-­

cial de nucleótidos induce a la f osf odiesterasa I y a la 5-nu­

cleotidasa en Bacillus subtilis. Esto provoca que al existir­

limitaci6r. de guanina, la esporulaci6n se induzca, lo que ~cu-

rre similarmente con adenina. Al existir limitaci6n de ura=i-



lo, la esporulacié~ r-o se inicia. 

Esta evidencia ha ido mostrando una interrelaci6n entre­

niveles ~e aminoácidos y niveles de nucle6tidos en la induc-­

ci6n de la esporulación y una participación notoria de GTP y­

metabolitos relacio~ados como ppGpp en la inducción a la esp~ 

rulació~ lo que conc~erda con el modelo de metabolitos nitro­

genados fosforilados como efectores positivos o negativos del 

proceso {Schaeffer et al 1965,. Donohue y Bernlohr (1978). 

Dawes y Mandelstam (1970j mostraron, e~ cultivos conti-­

nuos de Bacillus subtilis en qui..~iostato, que existía un ran­

go continuo de probabilidad de que se produjera formación de­

esporasr y que la incidencia de formación de esporas estaba 

en función de la velocidad de crecimiento utilizando para -

ello diferentes limitantes nutricionales. 

La incidencia de esporas fue ~xima en las velocidades -

de crecimiento más bajas pero en todas las velocidades se en­

contr6 cierto grado de esporulaci6n. 

Los resultados fueron cons1stentes con la hip6tesis de -

que la esporulaci6n es un fen6meno represible y que el repre­

sor est~ en altas concentraciones cuando las c~lulas crecen­

en un :edio conteniendo buenas fuentes de carbono y nitrógeno. 

A:ln as!, hasta. que se sepa a ciencia cierta si el control de­

la espcrulaci6n es positivo o negativo, y hasta que se hay~ -

elucida::!o el funcio~amiento del primer operén concerniente --
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con la esporulaci6n, es dif !cil que el efe::tor catabólico sea 

identificado (Young y Mandelsta.~ 1980) • 

De cualquier forma, es razonable suponer que el estímulo 

de desnutrici6n resulte ya sea en la producción de un induc-­

tor o la remoci6n de un represor de la esporulaci6n. 

3.4. Relaci6n de la inducci6n de la esporulaci6n con la 

replicación del DNA y el ciclo de división celular. 

La inducción de la esporulación requiere replicaci6n del 

DNA. Este hecho distingue claramente a la esporulación de -­

otras funciones controladas por represión catab6lica de Baci­

llus subtilis. 

Cua.'ldo Bacillus subtilis fue cultivado en un qui.111iosta­

to con fuentes de carbono o nitr6geno limitante, se produjo -

una población mixta de células vegetativas, c~lulas esporula!!., 

tes y esporas (Dawes y Mandelstam 1970) • Si c~lulas crecien­

do r&pidamente se expon!an a periodos repetidos de inanici6n­

(al cambiar la velocidad de dilución del medio de cultivo, de 

rápida a lenta, por una fracci6n del tiempo de generaci6n) s6 

lo una proporci6n de la poblaci6n celular era inducida duran­

te cada etapa de inanici6n. Por ello parec!a que algunas cé­

lulas en la poblaci6n eran sensibles al est!:mulo de inanici6n, 

mientras que otras no lo eran. 

Ellos concluyeron que las células adquirían sensibilidad 
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para es~orular sólo en una etapa específica del ciclo ce:::.üar. 

Cuando células vegetativas de Bacillus subtilis son -

transferidas al medio de esporulaci6n, las células hernanas -

tienden a permanecer unidas. Dawes et al (1971) estudiando -

ese sistema, reportaron qu~ ambas células siguen, ya sea un -

ciclo de crecimiento vegetativo juntas o proceden a espor:.ilar 

casi en perfecta sincronía. Estas observaciones también su-­

gieren que el estímulo de inducci6n es efectivo s6lo en un p~ 

ríodo crítico durante el ciclo celular. 

El hecho de que una división celular debe ocurrir después 

de"la inducci6n a la esporulación también explica por q'~é es­

poras germinando no pueden reesporular hasta que un segundo -

ciclo de replicación se ha iniciado, esto es" hasta que el p~ 

tencial de replicaci6n del DNA de la espora en germinación 

fuera suficiente para generar dos células hijas, cada una con 

teniendo dos cromosomas (Reynan et al 1976). 

Estos experimentos sugirieron que la esporulaci6n en. Ba­

cillus subtilis na ocurre en J.as células inducidas sino que 

es expresada en la siguiente generaci6n: 

Existen evidencias muy claras de que: 

l) Las c~lulas s6lo pueden ser inducidas a esporula~ ~u­

rante un tiempo muy limitado del ciclo de crecii.~iento y $S~e­

per.1odo parece ser d€:terminado por el estado de la rep::.::a.- -
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ci6n del cromosoma (Mandelsta..~ y Higgs, 1974). 

2) Aún cu.ando la esporulaci6n ha::ta sido inducida (y las-

células estando en cualquier etapa de la replicación cremoso-

mal son capaces de expresar eventos te~pranos de esporula-

ción} la secuencia de eventos se dete~drá en el ~c=ento en 

q~e se impida la terrninació~ de la reFlicación del cromosoma-

illunn et al 1Q78, ClarGke y ~andelst~ 1980}. 

Mandelstam, Sterlini y Kay (1971} trabajando con una ce-

pa de Bacillus subtilis auxótrofa a tiwina observaron que si-

células de esa cepa eran transferidas a un medio de esporula-

ci6n y eran privadas de ti!:l.ina la esporulaci6n no ocurría. Re 

portes posteriores indicaba~ que aún el evento más te.~prano -

asociado a la esporulación como es la producci6n de serina---

proteasa extracelular era bloqueada a menos que se suplement~ 

r~ el medio con timina (Dancer y Mandelstam 1975). Esto ocu-

rri6 en esa cepa particular de Bacillu.s subtilis. 

Por tanto, se concluyó que era requerida la sintesis de-

o:-;A, oues los ciclos de reo'.:.icación del cromoso:na debían ser-- . -
terminados para permitir que la esporu:aci6n pros~.g-~iera. 

Presumiblerr.ente, la segregaci6n de los cra.~~so=as de la-

c~lula madre y de la presu.~~ preespora, depende de la termi-

naci6n del cro~osoma como s~cede con la segregaci6n del cro~o 

s~=a durante la división celular normal 'Miyakawa et al 198~$. 



La inducc~ón de la esporulaci6n parece ocurrir solame~-

te mientras una regi6n crítica del genoma, basta~te cercana -

al origen, está siendo replicada, en condiciones :inadecuadas-

de nutrici6n (~~ndelstam y Higgs, 1974}. Ellos usaron una mu 

tante de Bacillus subtilis (ts-134) ~~e era sensible a la te:n 

peratura para la iniciaci6~ de la rep1icaci6n áel DNA, para -

obtener cultivos en los cuales la poblaci6n llevara a cabo u.~ 

ciclo sincrónico de replicación del D~A, en medio rico. A in 

tervalos durante esa replicación se transfirieron muestras de 

células a un medio pobre para inducir la espor~laci6n. Los 

:resultados mostraron que la capacidad de esporular fue baja 

en las muestras inicialesr lleg6 a un pico a los 15 minutos 

después de que la síntesis de DNA hab!a empezado y después de 

clin6. La esporulaci6n lleg6 a un nuevo pico de inducción sá 

lo hasta el siguiente cicio de replicaci6n, a los 15 minutos-

de iniciado. 

En estos experimentos la frecuencia de espor~laci6n fue-

baja, y se pens6 que qu:i.zás los resultados fuero:l artefactois­

debidos a los cambios de tempera.turas utilizatios para obtener 

la sinoran!a. Por ello, se abord6 el problema :iesde otro p:.:.:::_ 

to de vista. 

Cuando se agreg6 HPCra, inhibidor espec!::ico de l~ =~~-

;;olimerasa III (replicasa] y por ta~t:l', inhibidcr espec!f ::..=-=-
de s!ntesis de DNA, a i~tervalos, a :~rciones de un cultiv= = 

asincrónico inducido a es~orularr la poblaci6n celular a.~~a=~ 
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a escapar del e!'ecto inhibitorio de la droga en ME (Dunn et = 

al 1978) . Dada que el tiempo de replicaci6n del cromosoma de 

Bacillus subtilis bajo estas condiciones de cultivo era de 55 

minutos, y las células escapaban del efecto a los 35-40 minu­

tos de inducidas a esporular, esto implicaba que las primeras 

células que escapaban habían completado los primeros 15-20 mi 

nutos de la replicaci6n del cromosoma al momento en que la 

falta de nutrientes fue impuesta. La afirmaci6n de que la es 

porulaci6n no p~ede ocurrir sin la tern:inaci6n del cromosorna­

fue confirmada por análisis de frecuencia de genes que corro­

boraba estudios genéticos anteriores de Oishi et al(1964). 

Los resultados obtenidos por Dunn et al {1978) confirma­

ban por medio de un método totalmente diferente, que existía­

un punto crítico en la regi6n del cromosoma situado a los 15-

20 minutos del origen de repl.icaci6n. 

3.5. La DNA girasa y su relaci6n con la esporulaci6n. 

El requeril'::iento de s~ntesis de DNA para la esporulaci6n 

fue estudiado más profundamente al util1zarse inhibidores de­

la DNA girasa, enzima necesaria para que se lleve a cabo la -

replicaci6n croeosomal. A la vez, la funci6n de esta enzirna­

en un proceso ta~ especializado como la esporulaci6n fue con­

siderada. 

La enz.ima n::;A girasa es una topoisoZ'.lerasa, esto es, afee 
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ta directai!lente la superhelicidad del DNA {Gellert et alE 

1976a). Entre las actividades que se han encontrado que efec 

tüa la girasa están: 

l) Cataliza el superenrollamiento del D~A de doble héli-

ce en presencia de·ATP (Gellert et al, 1976a, Sugino-

et al, 1978). 

2) Cataliza el relajamiento del DNA enrollado en a~sen--

cia de ATP, por medio de una reacción de rompimiento 

y uni6n (Sugino et al, 1977; Gellert et al, 1977, - -

Liu Y. Wang, 1978; Peebles et al, 1979; Sugino v Bott 
"" I 

1980) • 

3) Presenta actividad de ATPasa dependiente de DNA y - -

uni6n especifica de sitio al DNA.(Peebles et al 1979). 

4) Efectúa ruptura de la doble h€lice del DNA inducida -

por ácido oxolínico en presencia de SDS (Snyder y -

Drlica, 1979; Peebles et al, 1979). 

La DNA girasa debe ser, por tanto, una enzi.T.a esencial 

para la replicaci6n, recombinación, reparaci6~ y transo~ip- -

ci6n del D~A, a juzgar por sus actividades. 

En E. coli la girasa consta de 2 subunidades, la A :" ¡a-

B, codificadas por los genes nal A y ~, de peso 10500: "" 

9J100 respectivamente (Peebles et al, 1979) • 

En Bacillus subtilis, la S'l1bu:i.idad A, c::::3.ificada :¡;:::::: ·:;;1~ 



27. 

gene naL~~ tiene un peso de 100000 y la subun.idad B, codifica 

da por el ;:ene nov A,. de 85000. {Orr y Staudenbauer, 1982}. 

La h~loenzima de gírasa se considera que existe como un­

tetrámero A2B2 (Peebles et al, 1979; Sugino y Bott, 1980; Orr 

y Staudenhauer, 1982). 

La ~roteína Gyr A, constituye el blanco para ácido oxolí 

nico (Ki = 10 mM) y ácido nalidíxico (Gellert et al, 1977; su 

gino et a: 1977), mientras que la proteína Gyr Bes el blanco 

para novobiocina (Ki = 0.002 Mp y coumermicina (Ki similar) -

{Gellert et al, 1976; Mizuuchi et al, 1978; Sugino et al 

1978; Peebles et al, 197~). 

La girasa se ha aislado de E. coli (Gellert et al 1976;-

1977), de B .. subtilis {Sugino y Bott, 1980; Orr y Staudenbauer, 

1982) y M. luteus {Liu y Wang, ·1978), siendo enzimas con -

características estructurales sL~ilares,funciones y activida­

des espe~!ficas comparables, así como similares req~erimien-­

tos de co=actores (ATP,Mg2+} y la misma sensibilidad a los an 

tibi6tic=s utilizados. Una sinilitud muy notable es la espe­

cificidad de los sitios de uni6n con el DNA, ya que la especi 

ficidad de los sitios de corte de la girasa de ~- coli y la -

de ~· subtilis, inducidas por ácido oxolínicc fue cusi idénti 

ca. (St:gino y Bott,1980). 

In ?itro, la. girasa convierte a un DNA circular cerrado-

relajado en DNA superenrollado negativamente, lo cual es una-
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actividad dependiente de ATP, estado que faci.:..ita la unié~ de 

un número de enzimas al DNA (Wang, 1978) • Ader::ás, la girasa-

puede aliviar la tensión de enrolla=iiento que es generada por 

el desenrollamiento de una doble hélice durante la síntesis -

de DNA. El quitar el superenrollaniento positivo es una =e.in-
ci6n deseable para una topoisomerasa. El supe!'.'enrollamiento-

positivo se genera en DNA forzado rotacionalmente por la re--

plicación y ello preve~dría la continuaci6n de la síntesis. 

Al estudiar el. efecto de los inhibidores de la DNA gira-

sa sobre células de B .. subtilis en esporulac.ión y comparar -

los resul.tados obtenidos con HPUra, Vázquez y Mandelstam 

(1982} mostraron que la inhibici6n rápida y co~pleta de la --

síntesis de DNA en c~lulas creciendo exponencialmente debida-

a los inhibidores de la girasa no ocurría en c€lulas induci--

das a esporular en ME. All! la s!ntesis de DNA no era deteni 

da sino que s6lo era retrasada pnr los inhibidores, aunque la 

esporulaci6n fuera totalmente inhibida. 

Ellos efectuaron la medici6n de los tiempos de escape de 

la esporulaci6n a los efectos de les inhibidores. El tie.~p~-

~e escape, es definido como el tie.~po al cual, a pesar de - -

agregar el inhibidor, las células i~ducidas a esporular 

nan el pro:eso en forma normal. 

Los tienpos de escape medidos ~ara los i~.l:ibidores ce :~ 
DNA girasa fueron diferentes al tie~p~ de esca~e obtenido ~=~ 
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HPUra (35-40 minutos, véase ~a;- 25) (Dunn et al, 1978)!. Di-­

chos tiempos resul~aron ser de 15 minutos para ácido oxolíni­

co y 90 minutos para novobiocina. 

Concluyeron que la inhibic1ón de la esporulación por inhi 

bidores de girasa :to estaba correlacionada con su efecto so-­

bre síntesis de 0:~~; 1 es decir, con la terminaciiSn de la repli 

caci6n del cromosc=a. Presentaron evidencia de que la inhib! 

ci6n de la esporulaci6n resultaca del efecto sobre síntesis -

de proteínas, al medir la síntesis total de proteínas. Esta­

se veía bloqueada parcialmente. También ~ostraron que el 

efecto de los inhi.bidores de girasa sobre la aparición de en­

zimas individuales :igadas al proceso (serina-proteasa, fosfa 

tasa alcalinar &~ilasa) era errático pero reproducible, y 

existía inhibici6n preferencia: de la síntesis de algunas de­

esas enzimas pero no de otras, :o que sugería que la activi-­

dad de la girasa era necesaria para la transcripci6n de algu-

nos genes pero no de otros. 

Finalmente, Vázquez y Mandelstam {1982} especularon con­

la posibilidad de. q".;.e ambas sci::~~i.dades de la girasa tuvieran 

diferentes funciones en la espc:::-:ilaci6n, i·a que los dos inhi­

bidores de girasa utilizados afectaban de forma diferente a -

la síntesis de en~:L.~as ligadas al proceso y de que el tiempo­

de escape de la espcr~laci6n para cada inhibidor fuera nny -­

distinto. Así, ur. ge~e cuya tra~s=ripci6~ ~~era seria::.e~te 

decrecida por un i~~ibidor podr~3 ser insensible al otro. 
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Existe mucha evidencia que apunta hacia el involucra..-:;ien 

to de la girasa en la transcripci6n. 

En E. ,S2lir existe modulación de la expresi6n genética -

con in.~ibidores de girasa, utilizando genes catabolito sensi-

bles como modelo de estudio {Sanzey 1979). 

Smith, Kubc e Imamoto (1978) han estudiado transcripción 

in vitre en presencia de inhibjdores de girasa, y han obteni-

do evidencia de que la girasa está comprometida en la trans--

cripción del oper6n trp utilizando como sistemas a E. co1Li y-

a $680 trp. 

Lang-Yang et al (1979), estudiando la sensibilidad dife-

rencial de la exoresi6n genética in vitro en E. coli a i.n.hibi - - - -
dores de girasa también mostraron que el superenrollamiento -

del DNA puede incrementar la transcripción en ciertos promot~ 

res. 

G6mez E, C. (1981), observ6 en minicélulas de E. co!i 

conteniendo pBR322, que la síntesis de algunos po1ip~ptidos -

fue reducida en presencia de inhibidores de girasa, mientras-

la síntesis de ot::os fue incrementada. Allí se dec!a qlie los 

inhibidores de g~rasa aparente.~ente modificaban la i.ntera~- -

ci6n de la R..~A polimerasa ccn algunos promotores ya sea decr~ 

ciendo la densidad. de superh.elicidad del DNA del pláswid.:: o -

alterando la constante de as:;ciación de la gü:-asa al D~;.;;.. 
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P~~sley et al ~1981) reportaron que la ~ranscripción del 

oper6n cia-lacz se estimul6 inhibiendo la act.:ividad de girasa­

con ácido nalidíxi.co, aunque esto no ocurri~, con novobiccina. 

Costra et al «1981) mostraron que es requerida una gira­

sa funcional para :a síntesis de Ri.~A, en E. coli. La esti...üula 

ci6n para la síntesis de RNA requería aparen.!:emente otra pro­

teína aparte de la girasa. 

Herrero et al (1982) mostraron que al i~activar la sub-­

unidad B de la girasa en !· coli, ya sea con inhibidor o uti­

lizando una cepa g}tTB-ts, la divisi6n celular era inhibida, -

así como reducida !a velocidad de síntesis de la proteína ex­

terna de membrana. 

Ginsberg y Keyn.an {1976) así como Gottfried et al (1979) 

mostraron que la novobiocina inhibe la germi~aci6n de esporas 

de Bacillus subtilis, un proceso que es independiente de la -

síntesis de DNA, lo que también sugiere un efecto sobre trans 

cripci6n. 

Ogasawara et al U.979) mostraron el efe::-;:.o que tiene la­

novobiocina sobre la iniciaci6n de la replicación en Baci:lus 

subtilis. Ol:servaron que la síntesis de DNA era casi ins~a~­

táneame~te bloqueada por la presencia del inh1bidor a u~~ ~is 

: rncia de algunas bases del origen de replicac.i6n. 

Spe::k et al {19,92)) reportara~ la inhibic:.~n de s'.:nte:s:.s-
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=e DNA acompa.;ada de la estimulaci6n de síntesis de proteínas 

e.~ células en desarrollo de erizo de mal tratadas con novobio 

cina. Esto constituye una de las primera'S evidencias de inhi 

=ici6n de síntesis de DXA inducidas por novobiocina en un eu-

~ariete superior. 

En general, la evidencia sugiere que la inhibición de la 

esporulación por inhibición de la DNA girasa puede ser debida 

a la parcial transcripción de genes asociados al proceso. 



4. MATERIAL Y METODOS 

4.1. Microorganismos. 

Bacillus subtilis Niir deriva¿a de la cepa 168 trpC2 -

fue utilizada en todos los experime~tos. Es acxotr6fica para 

timina y triptofano y lleva un fagc PBSX defe~~so integrado­

en su gencma el cual no induce lisis celular. 

4.2. Crecimiento del cultivo bacteriano v resuspensién 

e~ ~edio de esporulaci6n. 

Las bacterias fueron crecidas en un medio cQnteniendo 

{por litro},: Hidrolizado de caseína 8.6g; ácido ~-glutámico 

3.16g; DL-alanina 2.14g; L-asparagina monohidrato 1.2g; KE 2Po4 

1.36 g; Na 2so4 0.107 g; FeC13 .6H
2

0 0.6 mg; NH4~1 0.535g; 

~::H 4No3 0.096g; MgS04 .7H2 0 0.0986g; CaC12 .6H20 O.D2g; MnS04 .-

4H20 0.022g; L-triptofano 0.02g;t.imidina 0.02 g. El pH fue -

ajustado a 7.: con NaGH. 

El medio de hidrolizado de caseína (CE) se ir.~cu16 con -

una col~nia de la cepa correspondien~e proveniente de un me--

.:S.io sólido ·~Agar nutritil!O + timidina + triptofan:)I·, incuban-

¿o con agitaci.6n a 37ºC por t:Jda la noche (aproxi:::.aa:amente 1.:: 

~rsJ. A ~a ~añana siguiente se diluY"5 ese cultivo en matra--

=es c~n CE ~~e~o y se incubé en las mis:as condi=~=~es hasta-
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;::.:: z~¡;;¡ento, se .:::;:;:,.·;.ri::uqS el cultivo a 3000 rpm por 5 minu--

:::.s, :r las cé:.,..:.:.2s :.:le res:lspendieron en medio de esporulaci6n 

(Sterlini y M=.r:.de.:.stam 1969) que contenía (por litro}: 

~-

FeCl3.6H2:J 0.023 mg; MgS04 4.8 g; l"..:.'1.C12 12.6 mg; NH4Cl-

0.535 g; Na 2s~4 0.106 g; KH2Po 4 0.068g; NH4N03 0.0965 g; CaCl: 

~.219 g; ácido L-glutámico 2g; L-triptofano 0.02 ~; timidina-

C.C2.g; El pH se ~justó a 7.1 con NaOH. 

Se incuh6 a 37~c en agitación y se midió la incidencia -

de esporas a :as 5, 7 y 8 horas de resuspensión. 

~a inciden~ia de esporas fue medida, fuera por tinci6n -

ce Gram. sin sa::ranina, o por cuenta de esporas refráctiles en 

u~ ~icroscopio ce contraste de fases con filtro verde. Se 

co~taron 400 cé:ulas para cada determinación. 

4.3. Síntesis de DNA. 

Esta fue sequida midiendo 13.. inccrp:)raci6n de t3:a:)metil--

~i~id~na al DN~. Las células f~eron crecidas en medie de CE-

o de esporulación contenido ::imidina radiactiva {0.5 UCi/::nl~-

y ti:::iidina acarreadora {2.0 µg/ml}, para medir la s!:r.t.o:;:sis en-

creci..~iento vegecativo o en esporulaci6n respectivamen=e. 

?ara. cada case se toma:::0n ~uestras ::1 mll a in(';e!"'"J:llos. 
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hielo/agua y fueron filtradas con succi6n, por ~iltros de fi-

bra de vidrio (Whatman GF/A 2. 4 cm, l. 2 micras de poro). Los 

filtros fueron lavados con TCA (10 ml, 5% p/v) y con etanol -

(10 ml, 96%), secados por una hora a 80ºC y transferidos a --

viales de vidrio conteniendo líquido de centelleo (Permafluor 

en tolueno, 5 ml) . La radiactividad se contó en un contador-

de centelleo líquido Packard TriCarb 3255 utilizando el módu-

lo para tritio. 

Síntesis de R:."\¡A. 

Esta fue seguida de una manera similar a la anterior, ut~ 

!izando O. 5 µ Ci/ml de 3H uridina en uridina acarreadora 

(20 µ#ml, , ya sea en ::H o en ME. 

Síntesis de proteínas. 

Fue llevada a cabo similarme::te, utilizando ( 3H)-metioni 
. -

1.11 
na (O. 5 l..I Ci/ml} en metionina acarre3.dora ( 20 i; g/ml) y { -e)--

:eucina en leucina acarreadora (20 i., g/ml}, tanto en CH co:n.o -

en ME. 

4.4. Síntesis de DNA en células toluenizadas. 

El m~todo es el descrito por ~~a!:sushita y Sueaka (1.9"741. 

El cultivo (10 ml) de célula~ a estudiar ce~ 

tativo o en proceso de esporulac~~~, 



dió en solucién amortiguada de fosfatos (1 ml,, 70 nM pH = 

7 .4) y se le agregó tolueno (10 µ 1}. La suspensi6n de cél~--

las se agitó levemente por 10 minutos y se dejó reposar 5 ~i-

nutos a 4ºC .. 

Con estas células así tratadas se estudió la replicaci,5n 

del DNA en presencia del inhibidor, colocando C.! ml de la --

suspensión celular en 0.4 ml de mezcla de reacci6n, quedando-

la mezcla final en soluci6n amortiguadora de fosfatos (70 ~~, 

pH = 7.4); MgS04 .7H20 (13 mM); ATP {1.3 mM); dGTP, dCTP, 

d.~TP {33UM); 2-mercaptoetanol {2mMi y 2µCi/ml de ~H)dTTP. 

El sistema se utiliz6 tomando ~uestra (5C ~icrolitros) -

cada 10 minutos por 30 minutos. 

La reacci6n se par6 agregando D~;A de espe::::::-.a de sal:ra.ó:!l -

~200 mg) y de TCA frío {2 ml, lO't p/v) • Se dejó reposando en 

hielo por 30 minutos y cada muestra =ue filtrada con succi6n-

por filtros de fibra de vidrio (Wha~ GF/A). Se lavaror. --

los filtros con TCA {5 ml, 5%) y etanol (5 ml, 96%) • Se se;::a 

ron los filtros a 80ºC por 60 minutes y se ccr:;:aron por ra- -

:iiactividad en viales de ;ji.drio que contenían .?er:nafluc,r e:: -

tolueno {5 ml), utilizando el contad;:ir de cer.teileo líc,:::.:i:::'.:: -

Packard TriCarb 3225, utilizando el =6dulo para tritio. 



4.5. Obten~~cn de Bac~l~us subt1lis resistecte a 

novobi.::::~ina. 

Se inoculó u,.,a colonia de Bacillus subtilis ~~i·:: en BHIB-

~3 ml!; y se i.ncul:S a 37ºC ce::: agitación hasta obtener una den 

s.:..:lad 6ptica {a 60el nm) de 0.8 y se le a...~di6 ento::'!ces EMS --

€45 ~:D. Se dej5 incubando a 37ºC con agitaci6n por 2 horas. 

E: c:;.lt.ivo se centrifugó a 3C<?ü rpm por 10 minutos,. se lav6 -

c~:-J. ME (3 ml) y se resuspendi.6 en nuevo ME {1 ml} que conte--

n!a gl~cosa (0.2%). 

Se incubó pcr 3-4 horas a 37ºC y posteriormente alícuo--

tas de esta resuspensi6n fueron plaqueadas {0.1 mlp en cajas-

petri. con Agar nutritivo con.teniendo triptofano (21'.;; "P:g/ml) , 

ti."":licina (20 u g/ml} y novobiccina (10 µ g/ml). Las cajas se 

i~cuharon por 48 horas a 37°C. Las colonias obtenidas se re-

se.~braron en cajas con Medio Mínimo (ME + 0.2% glucosa + 2% 

agar),. Medio mí.ni;:::¡ con triptcfano (20 µg/ml) y ti.r:lidi.J1a 

{2ü µg/ru} y Agar Nutritivo ce;¡ novobiocina (lU 11g/=:.), para-

pr~bar los marcadores auxotr~ficos de la cepa silvestre. 

~as colonias ~Je crecieren en medio mínimo con a..":ilios fac 

tores de crecimiento, en Agar ~utritivo con novobic=ina y que 

no cre~ieron en Medio M!niE-o sin aditamentos, fuere~ ?robadas 

en su capacidad de esporular y se seleccionaron las q-,,.¡e mos--

traron alto índice de espor .... .t=i.ci6n en presencia de: i.::hibidor. 

Dichas cepas fuer~::. liof iliza.:!3.s. 



4. 6. Métca.:: C.e trans~::.=::.ión med.:i..::.~a por el =a=,.:i PBS-1. 

Los lisados transducta~tes se prepararon co~o se report6 

en Ccote {l.972),. adaptado ·=.-: Karamata y Gross (197C~.. Para 

la t:ransducciór.. se emple6 e.:. ~étodo de 'Iakahashi f1963) . 

i) Obtencié~ de lisa==s .. 

Se sembró u:::::a coloni::; ::.9' la cepa a analizar e:: BHIB (10-

olri,. se dej6 cre=er toda la :::~che en agitaci6n a 37ºC. A -

!a ma6ana siguie:::t:e se obse::-:ó al micr:::.scopio hasta que pre--

sentaron movil.idz:::i las bac~s!'.'ias.. Se tomó una porción del 

cultivo (O. 3 mlji ~- se incu:t= en nueve 3EI ( 1 o ml 2 a 3 7 ºe, 

con agitación p::;:,r :.ma hora; se añadió entonces ur..a soluci6n -

del fago (O.OS r:;:.: incuba!'tC::: por 6-8 h:::::as con ag:".taci6n para 

::inalmente dejar :=:eposar a t:.."':lperatura :!.-nbiente hast:a el día-

sig-J.iente. Entc::=es se cent=ifug6 1.0 ~inutos a 3000 rpm, se-

tcmó el sobrena:ia::-::e al que se le agre;;é clcrofo:::r:::; : O. 5 ml) -

y se alm.acen6 en el refrige=a=or h~sta su uso. 

4.7 Mapeo ge::aético pe= -t.=ansduc~::.~n mediada¡;.;:::::- el 

fago PES-1. Cep~s ~e Bacill~s subtil1s ~~ili-

zadas: es 944 

GSY H'.2:. !~ .h.is 3). 

-..~ .. - ... ~-: ... ...,... 
"""'" __ ,.__,c:.. .. •.J 



: ~l), y se le agregó el lisadc de:~ cepa 
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a analizar ---

,'Q.2 ::-J.}, tomando además otra porción de:. cultivo (2 ml) como -

~estigo de esterilidad y de marcadores auxotróficos. 

Se incubó en agitaci6n por 30 mi~~tos a 37ºC, se centri-

=ugó y lav6 2 veces con ME (3 ml cada vez) . Se resuspendió -

e.: bot6n en ME (1 ml} y se plaqueó en ~ajas de medio m1nimo-

(0.1 ml) con los factores de crecimiento adecuados para la se 

lec~i6n. Las cajas se incubaron por 24-48 horas a 40ºC. Las 

colonias obtenidas se volvieron a rese....-:brar en el medio míni-

mo con los mis~os factores, para comprobar su estabilidad ge-

nética; se volvieron a incubar las cajas 24 horas a 40ºC y se 

resembraron en Agar nutritivo contenie:]do novobiocina (104µg/ 

ml). Se incubaron las cajas por 24-48 horas a 4o~c y se con­

t6 el número de transductantes resistentes a novobiocina, pa-

ra determinar el % de cotransducci6n entre los marcadores se-

leccionados y la resistencia a la novobiccina, en el cromase-

ca de las cepas ~esistentes. 

Inhibidores. 

Se utiliz6 novobiocina de la marca Sy-gma. El ácido oxo-

:.!".nico fue donado por Warner Larr.bert Ce. ::.S.A. 

4.8. Preparación de extractos protéicos radiactivos 

de Bacillus subtilis en esporu:~ción. 

{Adaptado de Jenkinson, 1981) • 

~na p~rci~n de un cultivo esporulanteicon y sin i~hiti--



bidor, (1 !nl) se incub6 a 37ºC en agitación con ~35 S}-meti.o-

nina \10 microCi) por 15 m~nutos en :~s períodos de 10-25 :mi-

nutos, de 60-75 minutos y 120-130 minutos después de la resus 

pensi6n. Las células fueron centrifuqadas, lavadas con NaC2 

lM y resuspendidas a 40°C por 20 minutos en buffer de lisis -

(O. 08 ml) que contenía Tris/HCl ( 50 :r.~·!, pH-8. 2: ED:'A (2mM) ; --

PMSF (0.3 r.:ig/ml}; lisozi.ma {2 mg/ml) .. La suspensi6n fue en--

tonces calentada a 80ºC por 15 minutos agregando ncracking --

buffer" (0.012 ml) con CHES/NaOH (S~·!J'pH :::: 9.8), SDS (2%,p/v], 

2-mercaptoetanol ( 60 mM) , glicerol (1.5%, v /v) y azul de brc:r:.c-

fenol (0.005%, p/v}, se centrifugó a 3000 rpm por 3 minutes y 

una porci6n (5 ml) fue contada por radiactividadJ' mientras --

que se determin6 la cantidad de proteína presente a una por--

ci6n (10 µ 1) del extracto por el m~tcdo de Lowry i=.odificado. 

4.9 El.ectroforésis en gel de SDS-poliacrilanida y 

fluorografía. 

Las proteínas fueron separadas :;:~r electrof ore"sis ve::-t.i-

cal en g~l de SDS-poliacrilamida p~r el m~todo ce Laernmli y -

Favre {1973}. El gel separador conte::lía 15% ~P/'-·~ de acri.la-

~ida y 0.4% de N, N-metilenbisacrila.~i5a, el ge: concentrae== 

contenía 5% y 0.13% respectivamente. Las mues~~as =ueror. =~-

!entadas a 60 ºC por 1 mir.uto antes =e ser colcca~as en el --

ge:. rp.::ira la cantidad de nuestra agre;;ada, se :l:.::ual6 l.a 

muestra!!. 
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El gel concentrador fue preparado con Tris/HCl (62 mM, -

pH = 6.8), el gel separador con Tris/HC1 (187.6 mM, pH = 8.8). 

El buffer de electrodo contenía Tris (0.6%). L-glicina 

{0.288%) y SDS (0.1%) p/v. La corrida se llev6 a cabo por 12 

horas a una intensidad de 2 mamp/carril. Se utilizaron como-

est~ndares de peso molecular, Albúmina sérica bovina (67000), 

Inhibidor de Tripsina {24000}, pepsina(34700) y Lisozima -:. -

(14000). Los geles fueron teñidos y fijados con azul brillan 

te de Coomasie (0.25% p/v) en metanol (45.4% v/v) y ácido acé 

tico glacial (9.2% v/v) en agua destilada, por l hora y deste 

ñidos toda la noche en etanol ( 3 0%) y ácido acético y {10%) en-­

agua. 

Las bandas protéicas marcadas con 35s-metionina, se oh-­

servaron por fluorograf ía utilizando Película de Rayos X (Ko­

dak X-Ornat K xK-1) colocando el gel secado en contacto con la 

pel!cula por 1 semana o más cuando fue requerido. La pelícu­

la fue revelada y fijada con líquido para revelado ée pelícu­

las de Rayos X {Kodak}. 
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5.- RESULTADOS 

Los experimentos de Mandelstam y calaboradores {1971) -­

con bacterias aux6trofas a ti.mina, establecieron la relaci6n­

existente entre replicación del DNA y la inducción a la espo­

rulaci6n. Mostraron que, en células inducidas a esporular, -

la replicación cro..111osomal debe completarse para permitir que­

la esporulación prosiga. 

Después Dunn et al (197S} mostraron que el HPUra, inhibí 

dor específico de DNA polimerasa III, detenía la esporulaci6n 

si el inhibidor se agregaba en el tiempo en que la esporula-­

ci6n era inducida, y la población celular escapaba progresiva 

mente del efecto del inhibidor al tiempo en que las células -

terminaban la replicación del cromosoma {a los 35 minutos de­

inducci6n). 

Se utilizaron posteriormente otros inhibidores que habían 

mostrado un efecto preferencial sobre la síntesis de DNA, los 

inhibidores de la DNA girasa. 

En estudios comparativos de estos in~ibidores y EPUra en 

la esporulaci6n de Bacillus subtilis, los resultados roostra-­

ron que la inhibición de la esporulación por inhibidores de -

girasa no era debido a su efecto sobre síntesis de D~A. En -

cambio, se sugirió que la inhibici6n era resultado de: efecto 

sobre síntesis de proteínas, al medir la s~~tesis general de-



proteína y la actividad de ciertas enzi~as ligadas al preces~. 

Debido a la inhibici6n preferencial de la aparición de algu--

nas enzimas pero no de otras, se sugirió que la actividad d€-

la girasa era necesaria para la transcripci6n de algunos ge--

nes pero no de otros (Vázquez y Mandelstam 1982) • 

Por tanto, la evidencia sugiera que la inhibici6n de la-

esporulación causada por los inhibidores de girasa podía ser-

debida a un bloqueo parcial de la síntesis de RNA y como con-

secuencia, de la síntesis de proteínas. Ello podría explicar 

que la esporulaci6n sea detenida al no proseguir la secuencia 

bioquímica de eventos. 

Partiendo de estos antecedentes, se continuaron los est~ 

dios del efecto de la novobiocina sobre el crecimiento veget~ 

tivo y la esporulación de Bacillus subtilis, principalmente -

sobre síntesis de RNA. 

5.1. Efecto de la novobiocina sobre el crecimiento 

vegetativo y en esporulaci6n. 

Células en crecimiento exponencial en Medio de CH fuer~~-

expuestas a novobiocina (lO~g/rnl) cuando se encontraban a~~~ 

n.o. de 0.1 (a 600 nm) • Se tornaron ~uestras a intervalos =e -

45 minutos por 4 horas. Los resulta¿os revelaron una drás~~~~ 

inhibici6n del crecimiento celular e~ el cultivo tratado. E:-

cultivo sin inhibidor mostr6 una curv~ logar!t.~ica de cre=i- -
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::;iento con un tiempo de ge::::eración de 33 minutos. (FIGURA 1). 

Las células tratadas, obser:adas al microscopio, tenían una -

apariencia deforme, con pl.iegues y alargamiento notorio. 

Al agregar novobiocina. (lOµg/ml) a un cultivo resuspen-

dido en ME, y midiendo la o.o. del cultivo a intervalos de 1-

hora por 8 horas, se obse~ó en las células tratadas una muy-

!eve disminuci6n del crec.ioiento en relaci6n al control. (FI-

GURA 2) • Al observar el C"~ltivo tratado al microscopio, las-

células exhibían alargami~to notorio, pliegues y deformida-­

des, as! como agrupamientos irregulares. Las células del cul 

tivo control mostraban a las 8 horas de resuspensión en ME un 

indice de esporulación del 20%. Las células tratadas nomos-

traban presencia de esporas. 

Se procedió a estudiar el efecto de la novobiocina sobre 

la síntesis de ácidos nucléicos y proteínas en el crecimiento 

~egetativo de la cepa NiI. 

5.2. Relaci6n entre el efecto de la novobiocina y las 
s!ntesis de DNA, P.NA y proteínas en crecimiento 

vegetativo de Bacillus subtilis. 

Células en creci.~iento exponencial en CH fueron e.~puestas 

a novobiocina (10 µ g/ml) • Para medir s!ntesis de DNA se aña­

~!6 al cultivo ( 3s)-metil ti:zlidina (0. 5 u Ci/ml) en tirnidina --

.3.carreadora (20 µ g/ml) • 
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Para medir síntesis de RNA, se añadi6 C
3a> uridina 

(0.5 µ Ci/ml} en uridina acarreadora {20 µg/ml). 

Para medir síntesis de proteínas, se añadi6 ( 3H)(metioni 

na (O. 5 µ Ci/ml} en metionina acarreadora ( 20 µ g/ml) • 

Los marcadores se añadieron al momento de agregar el in-

hibidor y se tomaron muestras cada 15 minutos midiendo cada -

vez la n.o. de los cultivos. 

Se relacion6 así la actividad específica del inhibidor 

contra el tiempo (en forma de porcentaje de incremento de -

cpm/incremento en crecimiento celular}, en crecimiento expo--

nencial para cada síntesis medida. 

La Figura 3 muestra que la síntesis de DNA es la más - -

afectada por la presencia de la novobiocina en relaci6n al --

crecimiento celular, date que corrobora los reportes de novo-

biocina como inhibidor preferencial de la síntesis de DNA.. -­

Las s!ntesis de RNA y proteínas se ven menos afectadas en re-

laci6n al crecimiento celular. Las c€lulas tratadas con el 

inhibidor son incapaces de dividirse aunque llevan a cabo -

cierto grado de sintesi.s de proteí."las .• 

. 5.3. Efecto de la !lovobioci:na en síntesis de DNA,, P.NA, 

y proteínas en esporulaci6n de Bacillus· subtilis. 

El efecto de la ~~vobiocina ~arnbi~n se determin6 en cé!u 
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las inducidas a esporulación. Cuando se agreg6 al inicio del 

pr~=eso esporulatorio, se observ6 que la cinética de síntesis 

de D~A era sólc retrasada, llegando a niveles de cuentas simi 

lares el cultivo tratado y el control después de 3 horas (FI­

GcR.;;, 4 ) • 

La cinética de síntesis del control fue más activa desde 

el principio y decreci6, mientras que el cultivo tratado mos­

t!:'ó una cinética menor inicial, la que después se increment6. 

Este resultado es similar al obtenido anteriormente por Váz-­

q--iJ:ez y Mandelstam (1982). 

Midiendo síntesis de &"iA en las mismas condiciones, se -

observó una inhibici6n parcial aunque muy notoria después de-

3. 5 horas. La cinética de síntesis del control decreci6 des­

pués de 3 horas. La curva del cultivo tratado muestra que la 

sí!>itesis fue afectada desde su inicio (FIGURA 5~ 

La síntesis de proteínas en esporulaci6n se vi6 menos -­

afectada que la síntesis de RNA. Existió un bloqueo parcial­

en la síntesis lo que podrra explicar que la esporulaci6n sea 

detenida al no proseguir la secuencia de eventos. {FIGURA 6). 
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En los estudios realizados por Vázquez y Mandelstam 

'.f1982) se había determinado el efecto de HPUra, ácido oxolíni 

co y novob.iocina sobre la s!ntesis de proteínas en esporula-­

ci6n, agregando los inhibidores al inicio de la inducci6n de­

L..a esporulación o en los tiempos de escape del proceso a cada 

inhibidor (ya definidos en la Introducción) • 

Ellos reportaron que la síntesis de proteínas se vi6 me-

~os afectada según se agregaban los inhibidores a tie.~pos más 

=ercanos a sus tiempos de escape respectivos. Particularmen­

te, al agregar novobíocina a t 0, la síntesis de proteínas se­

ve1a inhibida fuertemente, en cambio al agregarla a t 90 , el -

efecto había desaparecido. 

Para complementar esos estudios, se efectu6 un experime!!_ 

to de medici6n de síntesis de RNA en esporulaci6n, agregando-

la novobiocina a 0 1 30, 60 y 90 minutos de inducida la esporu-

laci6n y midiendo en cada caso la síntesis por 90 minutos, to 

mando muestras a intervalos de 15 minutos. 

Los resultados revelaron que, conforme se agreg6 el inh! 

bidor a tiempos más cercanos al tiempo de escape, la inhibi--

ci6n de la s!ntesis de RNA fue cada vez menor, desapareciendo 

el efecto de inhibici6n pr~cticamente desde t 60 • Esto se ob-

serva claramente en la Figura 7 a) b) e} en la que se puede -
:::::::::.parar la inhibición de la síntesis de R...~A a +- con las c.i-........ 

V 

n~ticas de síntesis de t30 y t60ª La curva de ""' !10 se mues '-90 
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tra por ser muy simi:ar a la de ~60 • El c~:tivo coctr=: y el 

cult~vo tratado llegaron a mostrar cantidades similares de 

cuentas a t 60 y t 90 • Estos res~tados indi=aban que el esca­

pe al efecto de la ncvobiocina te~día al cc=portamie~t= ~or--

mal de las células. 

Para probar que esta dismi~~=i6n del efecto de :a ~ovo--

biocina no era debida a un efecto causado p~r cambios ce per-

meabilidad de las células durante el proceso esporulat'.::lrio, 

se utilizó un sistema de síntesis de DNA se:::~ in vitror con 

celulas permeabilizadas por trataniento con tolueno. 

5.4. Efecto de Novobiocina e~ síntesis de DNA de 

Células en esporulacié~ tratadas con tolue~o. 

El tolueno disuelve a los !fpidos de la membrana celular, 

::r~andc y pe:;:¡¡¡itienda el ?aso libre de moléculas en --

las c~lulas. 

Este sistema utiliza la ma::;r~inaria celular de repl~ca-

ci6n del DNA, cuando se añaden C.esoxiribonuc1e6tidos,. A-::? y 

iones Mg, y permite evaluar el e=ecto del i~~ibidor dentro de 

la célulae En este tipo de sist~~s s6lo p:..::e:ien hacerse estu 

dios sobre síntesis de DNA, ya ;:..:.e las macr::::::oléculas :.::!~~olu-

~radas no salen de la célula. !;= es efect.:..~ .. ~.~· para s::::~esis -

de F;!;A y proteínas C~atsushi ta ~· :=:ueoka 197' 4 '..' ª 
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Tomando c~lulas de O, 30 y 60 minutos de inducidas a es­

porular, tratándolas con tolueno y agregándolas a una mezcla­

de reacción conteniendo dTTP tritiado, se determinó que el -­

efecto de la novobiocina era menor según transcurría el tiem­

po de la inducci6n, independientemente de la permeabilidad ce 

lular {Figura 8). 

Puede observarse en células de t 0 una inhibici6n total -

de la síntesis de DNA en relaci6n con el control (Sa} que sí­

mostró actividad sintética. Con células de t 30 y t
60

,, exi.s-­

ti6 una cinética de síntesis muy similar, a juzgar por las -­

pendientes ascendentes en ausencia y presencia del inhibidor­

y una notoria diferencia con las células de t 0 • 

Para poder estudiar los posibles cambios en la composi-­

ción protéica de las células tratadas con inhibidores de gir!. 

sa, y con fines de comparaci6n, se buscó la manera de aislar­

mutantes de la cepa silvestre resistentes a la novobiocina. -

Ello podía ayudar a ampliar nuestra informaci6n sobre la posi 

ble función de la girasa en la esporulaci6n. 

Por tanto, el trabajo se dirigi6 a la obtenci6n de evi-­

dencias más claras de que la DXA girasa podría estar involu-­

crada en la transcripci6n de genes, algunos de ellos esencia­

les al proceso de esporulación, utilizando para ello una téc-

~i~a indirecta, cc~o seria la e!e=troforés!s de extrac~~s pro 

tsicos de la cepa silvestre y de n~tantes resistentes a ia no 



"" 1 o -);( 
JE .. 
u 
~ 
¿s .. 

4 • .... 
t-

FIGURA 8 SIHTESIS IE DHA EN CEUftlS HI 1 TOLUEllZADAS A O, 31 Y 60 mln DE 
INICIADA U ESPORULACIH. EFECTO DE MOYOBIOCIJ(l. 

---------------·----.----------------..----------~-----. 

A • 

TIEMPO DE INCUIAGJOH {mi n ) 

e 

.... CONTROL 
A..4tmv 



58 • 

vobiocina derivadas de la ceFa silvestre, inducidas a esporu­

lar en ausencia y presencia del inhibidor. 

5.5. Obtención de mutantes resistentes a novobiocina 

y su sele::::ción. 

Esta parte del trabajo experimental, así como la de ma-­

peo ger.ético (vista más adelan~e} se hizo en colaboración con 

la Profra. Biserka Sveshtarova Pekarkova. 

La obtención de mutantes resistentes a novobiocina a PªE. 

tir de la cepa NiI se realizó poniendo en contacto un cultivo 

de ésta con el agente mutagénico EMS (Etil-metil sulfonato) ,­

·agente alquilante de bases nitrogenadas. Posteriormente, se-

lavaron las células y fueron transferidas a ME con 0.2% de -­

glucosa para permitir la expresi6n del nuevo fenotipo. Final 

mente se plaqueó de una suspensi6n de esas células er. Agar Nu 

tritivo adicionado de novobic::ina (10 µ g/nU • 

Se obtuvieron varias colc~ias resiste~~es a novobiocina. 

Esas colonias también creciera~ en medio ~.:.nimo adicic~ado de 

timidina y triptofano (20 µ •J/::::2.)) y no crec:'.an en medio :nínimc 

sin esos factores. 

Se seleccionaron varias c:;:..onias por .:::. ,:::ritericis p::-inci­

pales: 

1' :ndice de espor~lacié:r. S1..1111lar -3. .i. -=·=::trol per~ e:: p~c 
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sencia de novobiocina (Control = cepa si:vestre} • 

2) Síntesis de DNA en crecimiento vegetativo en presen­

cia de novobiocina. 

Finalmente se seleccionaron a 2 de las mutantes aisladas, 

p::es fueron las de comportamiento más estable considerando 

les criterios anteriores. Se denominaron Ni.I-5 y NiI-9. 

Esas cepas mostraron una velocidad de crecimiento simi-­

lar al control, en CH sin inhibidor (33 minutos tie.~po de ge­

neración) . Su tiempo de generaci6n se vio retrasado en pre-­

se~cia de novobiocina (lO~g/ml) siendo en estas condiciones­

de 45 minutos. Ambas cepas, al ser inducidas a esForular er.­

p=esencia del inhibidor presentaron índices de esForulaci6n 

de 15% contra 20% reportado ya para NíI sin inhibidor. 

La presencia de ácido oxolínico {100 µ g/ml) inhibió la -

es~orulaci6n de la cepa silvestre y de las mutantes resisten­

tes a novobiocina en forma total, viéndose las cél::.las al mi­

c=~scopio en agrupamientos irregulares y lisadas, en los tres 

C3:i:;)S • 

La resistencia a la novobiocina y la sensibilidad al ~e~ 

de oxolínico comprobó la especificidad de acción de cada inhi 

b.::..5..:Jr de giras a. 



5.6. Estudio del efecto de la novobiocina sc!:re la 

síntesis de DNA, RNA y prote!nas de las nutantes 

resistentes a novobiocina, en crecimie:::t::: 

veqetativo. 

Este estudio, comparativo con el realizado ce~ la cepa -

Ni! fue efectuado de igual manera (ver página44 ¿e Resulta--

dos) . 

Las curvas de síntesis de DNA, R...~A y proteínas en prese~ 

cia de novobiocina en las mutantes resistentes a :a novobioc~ 

na fueron diferentes a las observadas en la cepa s~:vestre, 

esto es, la inhibici6n fue mucho menor en las muca~tes. 

En la Tabla I se muestran los % de inhibicié~ de la sír.-

tesis de DNA, R~A y proteínas de la N:i.I, NiI-5 }.? !;i.I-9. 

S. 7. Efecto de novobiocina sobre síntesis de D!~A, RNA V' 

proteínas en esporulaci6n, ce las ñ!l.ltantea resiste.11tes. 

La cinética de s!ntesis de DNA se vio simila::::::ente af ec-

tada en la mutante NiI-5 y en el control {NiI). 

NiI-9 no mostró ningún efecto sobre síntesis de 

cia del inhibidor. (Figura 9). 

mutante -

en orese:: - -

En síntesis de RNA, las mutan~es presentare~ ~~a inhib~-

ci5n parcial pero no tan se,rera a la s~:::rida pcr :a cepa si:-

vestre, en presencia de novcbiocina. ~Figura lG. • :.a mutar:.~:. 

NiI-5 mostró una pequeña inhibición d~rante el i~i=io 



TABLA 1. 

Yo DE IHHIBICIOH POR NOVOBIOCINA EN SINTESIS 
DE PROTEINA, RMA , Y DNA EN CREClr/llEHTO 
EXPONENCIAL DE Ni 1 , Ni 1 ·- 9 nov Y NH - 5 nov 

PROTEINA RNA DNA 

Mil 56.9 59.2 91.0 

Nil-5nov 37.6 23.7 <10 
1 

Nil-9nov 27.7 21.3 29.9 

61 
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esporulación, y la cepa ~:iI-9 pareció recuperarse aproxiinada­

mente a partir de los primeros 60 cinutos. 

En cultivos en esporulación de las mutantes resistentes, 

el control NiI mostr6 mayor sensibilidad al inhibidor que las 

mutantes, en sínuesis de proteínas (Figura 11), siendo simil~ 

res estas gráficas a las obtenidas p~ra síntesis de RNA en -­

las mismas condiciones (Figura 10). 

Se decidió probar que la resistencia al inhibidor en las 

mutantes no era debida a posibles carn.bios en la permeabilidad 

celular, o sea, a una mutación en la permeabilidad. Por esto, 

se realiz6 una vez más, el. estudio de síntesis de DNA en pre­

sencia de la novobiocina en células toluenizadas, ahora de -­

las mutantes resistentes creciendo vegetativamente. 

Los resultados, ilustrados en la Figura 12, mostraron 

una clara resistencia de las mutantes a la novobiocina. 

Con esto se tenía un indicio muy bueno de que la resis-­

tencia de las mutantes seleccionadas era una resistencia cor.s 

titu.tiva expresada por el gene codif icante para la subunidad­

B de J.a girasa. Esto habría de comprobarse por medio del :na­

peo genético de la resistencia a novobiocina de las muta~~es­

(véase más adelante) • 

Para mostrar que la r:.~vobiocina ~t el ~ci::lc o!-:ol:lni::o - -

afectan diferentemente la a=tivida~ ~e la girasa, se e:e~~~a-
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ron algunos ex~erimentos usando el ácido oxolínico. 

Ya mencic~..amos el efecto que sobre la esporulaci6n de la 

cepa silvestre y las mutantes tiene el ácido oxolínico. En -

todas ellas, se observó u..~a inhibici6n total del proceso esp~ 

rulatorio. 

La s1ntes~s de RNA en crecimiento vegetativo fue drásti­

camente inhibi.éa por el ácido oxolínico {10 µ g/ml} en la cepa 

Ni!. En cambie, en esporulaci6n, la síntesis de RNA se vio -

s6lo parcialme~te inhibida. 

En síntes.=.s de DNA en esporulaci6n de la NiI y 1a NiI-9-

se observó el e.i.smo grado de inhibición, mayor al 50%, después 

de 3 horas. (N-.:;: se muestran gráficas}. Estos resultados in­

dican que la s:.:bunidad A de la girasa y la subunidad B apareg_ 

temente tienen funciones diferentes en crecimiento vegetativc 

y en esporulac:i5n. 

5.8. Mapeo genético por transducción mediada por 

el 5ago PBS-1. 

Uno de les métodos más utilizados para el mapeo gen~tic~ 

de ~acterias es el que aprovecha el fen6meno de transducci6n, 

as! llamado ~~es involucra el transporte de DNA de ::n organi~ 

mo a otro por ~= agente intermediario. 

Algunas cepas de bacteri6fagos, co~o el ?BS-: e~ 3ac~:~~ 
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subtilis producen una transducción generalizada en la cual -­

puede ser transferido C"~alquier gene bacteriano. 

La célula donadora es infectada y lisada por el fago. 

En algunos casos la cápside del fago engloba parte del cromo­

soma bacteriano, generalmente del mismo tamaño del cromosoma­

del fago. Esta parttcu1a transductora se libera junto con -­

la demás progenie del fago y es. capaz de infectar a una seguB_ 

da bacteria. El DNA de esa part!cula, que comparte una se- -

cuencia hom61oga con una porción del cromosoma de la célula 

infectada (receptora) puede ser insertado en el cromosoma re­

ceptor. Por tanto, la transducción generalizada permite a g~ 

nes de la cepa donadora reemplazar genes en el cromosoma de -

la cepa receptora. 

Si 2 marcadores son cotransd.ucidos (transportados) con -

alta frecuencia, se considera que están cercanos en distancia, 

en cambio si nunca cotransducen e lo hacen con mínima frecuen 

cia, están separados probablemente por una longitud de DNA -­

tan larga como el cromosoma del =aqo o mayor. 

La frecuencia de cotransducci6n está inversamente rela-­

cionada a la distancia entre los genes. As!, si los marcado­

res están cuy cercanos, serán transducidos juntos casi siem-­

pre y su frecuencia de cotransd~::::::i6n se aproximará al 100%.­

Si, por el contrario 2 ~arcadores no son inc:oidos en el mis-

~o frag:::.er.~= del D~A t=ansduct~~~e, su fre::~e~::ía de cotrans-
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ducci6n será de 0%. (Goodenough 1980). 

El gene novA, que codifica para la s~bunidad B de la DNA­

girasa, ha sido mapeado en la regi6n del c=cmosoma de Bacillus 

subtilis entre los genes cysA y nurA. (Ca~~si, U-Mazza G. 1974r 

referido por Sugi.~o et al 1980 y Vázquez-Y..andelstam 1982). - -

(Figura 13) • 

Se efectu6 la transducci6n con las n~tantes NiI-5 y NiI-9 

como donadoras y cepas receptoras aux6tra=as para los marcado­

res ciste!na y purina {en los genes cysA y purA) para determi­

nar aproximadamente la distancia entre la =utaci6n sufrida en­

el gene novA y es~s marcadores, si es q-~e la mutaci6n se loca 

lizaba en el gene novA. 

El mapeo conf irm6 que la resistencia a la novobiocina en­

las mutantes estaba localizada en el gene ~ovA, que ccdif ica 

para la subunidad B de la girasa, la que debía haber sufrido 

una modificaci6n que la hac!a resistente al inhibidor. 

La Tabla II resu.~e la informaci6n de cepas utilizadas co­

mo donadoras y receptoras, la selecci6n F~r marcadores y los -

valores de cotransducci6n obte~idos. La =igura 14 m~estra las 

distancias aprox~adas aproxir.adas dete::::-:::inadas para e: gene 

novA resistente de las mutantes. 
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CEPA 
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TABLA II 

RECEPTORA 

Q B 944 <cvsA, PURA 
TRPC2) --

Nxl-5 BD 112 (cys A) 

(THY-TRP-NovR) GSY 1021 (PURA 

HISB) 

Q B 944 
(cvsA, PURA, TRPC2) -- --

NrI-9 
BD112 CcvsA) 

( THY-TRP - NOVR) 

GSY 1021 
(?URA HISB) 

SELECC!ON % 
DE ~ARCADORES COTRANSDUCCION 

PUR+ NovR 18 

+ + . 
PUR CYS NOVR 97 

+ + 50 CYS NOV 

PUR+ NOVR 20 

PUR+ NOVR 21 

CYS+ NOVR 45 

PUR+ NOVR 18 



§.~. Obtenci6n de patrones electroforéticos de la cepa 
NiI y la mutante NiI-9 a diferentes tiempos de 
inducci6n de la esporulación en ausencia.y 

presencia de novobiocina. 

Para poder estudiar los posibles cambios en la composi--

ci6n protéica de células en esporulaci6n tratadas con novobio 

cina, se hicieron extractos protéicos de las cepas NiI y NiI-9 

a diferentes tiempos de inducida la esporulaci6n mediante pul 

sos de 10-15 minutos con 35s-metionina. Los pulsos fueron en 

tre los períodos 10-20, 60-70 y 120-130 de inducida la espor~ 

laci6n, en ausencia y presencia de novobiocina {10µg/ml). 

Se buscaba la aparici6n o desaparición de alguna o algu-

nas proteínas preferencialmente afectadas por la presencia de 

la novobiocina en la cepa silvestre, sensible al inhibidor. 

La Fotografía 1 contiene las siguientes muestras por ca-

rriles: 

a) NiI 10-20 

b} NiI + NOV 10-20 

e) NiI 60-70 

d) NiI + NOV 60-70 

e) NiI-9 10 - 20 

f) NiI-9 + NOV 10-20 

g) NiI-9 60-70 

h} NiI-9 + NOV 60-70 

El carril d) muestra la desaparición de por lo menos 5 

prote1nas que se encuentran en todos los demás carriles del -

mismo tiaT.po y la aparición de una doble banda q~e se ve muy-

tenue en el ~arril e}. 



FOTOGRAFIA 1 

Patrones proteicos de N.I. y N.I-9, de 10-20 y 60-70 minutes 

de inducción de la esporulación, en ausencia y presencia de-

Carril cepa Inhibidor Tiempc 

a) N.I 10-20 
b) N .. I + NOV 10-20 
c} N.:r 60-70 
d) N.I + NOV 60-70 
e) N.I-9 10-20 
f) N.I-9 + NOV 10-20 
g) N.I-9 60-70 
h) N.I-9 + NOV 60-70 
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La Fotografía 2 muestra en los carriles las siguientes -

muestras: · 

a) NiI 10-20 

b) NiI 120-130 

e) NiI + NOV 120-130 · 

d) NiI-9 120-130 

e) NiI-9 + NOV 120-130 

f) NiI 60-70 

g) NiI + NOV 60-70 

El carril a} muestra varias proteínas que no fueron sin-

tetizadas 2 horas después (comparando con el carril b), pero-

no tiene varias proteínas que son sintetizadas en gran canti-

dad posteriormente. (Proteínas que deben ser esporulaci6n es 

pecíficas, ya que tambi~n se presentan en los carriles d} y -

e}. El carril e) de células bloqueadas para la esporulaci6n, 

muestra la falta de algunas proteínas y la menor síntesis de-

otras. 

El carril f) muestra varias proteínas que no se ven en -

b), por lo que puede pensarse en proteínas que aparecen en la 

Etapa I que despu~s ya no se sintetizan, asimismo el carril -

g) muestra la ausencia de proteínas, lo que podría explicar -

que no puedan proseguir el proceso esas células • 

. 
Se intent6 un c~lculo aproximado de los Pesas Molecula--



Fotograf :ía 2 

Patrones protéicos de N.I y N.I-9. Comparaci6n de diferen­

tes tiempos de inducción a la esporulación 10-20, 60-70 y-

120-130 minutos, en ausencia y presencia de novobiocina-

Carr;.1 Cepa Inhibidor Tiempo 

a) N.I 10- 20 

b) N.I 120-130 

e) N.I + HOV 120-130 

d) N.I. 9 120-130 
e) N.I. 9 + NOV 120-130 
f) N.I 60- 70 
g) N.I + NOV 60- 70 
f.) N.I 60- 7 O (ma::ror ~ngulo 
g') N.I + :sov 60- 10 clinaci6n) 

( " 11 

Ce i::;i-

) 
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res de las proteínas q-.:e :nás coI::Ú!"..::::ente desaparecían en las -

células tratadas con ncvobiocinar utilizando estándares de pe 

sos moleculares. conocidos. 

i) 430000; ii] 370000; iii~ 294000; ivJ 165000 

V) 79000; ~~) 47000 

Debido a probl~as técnicos r..o se puco establecer más e~ 

tegóricamente el P.M. de proteínas que aparecen o desaparecen 

durante el transcurso d.el proceso esporulatorio. 
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6. DISCUSION 

Se ha visto que la síntesis de DNA es un requerimiento -

esencial para que la esporulaci6n se lleve a caco. Esto se 

ha demostrado en células aux6trofas a timina inducidas a espo 

rular, privadas de ésta (Mandelstam et al J.971}, y utilizando 

HPUra, inhibidor específico de síntesis de DNA {Dunn et al --

1978) • 

Para ampliar el estudio del efecto de otros inhibidores­

de síntesis de DNA, Vázquez y Mandelstam utilizaron a los in-

hibidores de girasa. 

En su estudio del efecto de estos inhibidores sobre la -

esporulaci6n, mostraron que la inhibici6n del proceso debida-

a estos inhibidores no estaba relacionada con el bloqueo ee -

síntesis de DNA. La evidencia a¡;.untaba haci<l U."l efecto en la 

s!ntesis de RNA, es decir, sabre \:ranscripci6n. 

Este trabajo experimental sugiere un mecanismo similarº 

La síntesis de RNA se vi6 bloqueada parcialnente al agr~ 

gar la novobiocina desde el inicio de la esporulaci6n, a: - -

igual que la síntesis de proteínas. Esto explicaría el e:=e:::~ 

to inhibitorio sobre la esporulación, ya que no permitir!a la 

continuaci6n de la secuencia prinaria de eventos bioquí:ni~~Sq 

al afectar al azar proteínas espec!=icas del prcceso~ 



Sin er..h3.rgo, al agregar el inhib.idor a diferentes tiei:r.--

p:;s de inducida la esporulación, se observ6 una progresiva r~ 

sistencia a su efecto sobre la síntesis de RNA y proteínas. -

Es~o no era debido a alguna alteraci6n de permeabilidad cel~-

lar, ya que se obtuvo similar resultado con células de dife--

re~tes ti~~pos de inducción tratadas con tolueno. 

La evidencia obtenida de que conforme transcurre el pro-

ceso las cél~las son menos sensibles a los inhibidores de gi-

rasa sugiere que 1) la funci6n de la DNA girasa es diferente 

e;:; células en creci.miento vegetativo y en c€lulas en esporula 

ci6n, al comparar los diferentes efectos de los ir..hibidores -

e:: cada caso 6 

2) Podría existir una girasa diferente a la encontrada -

e~ células vegetativas, menos sensible al inhibid~r, que pu--

et.era ser sintetizada en las etapas iniciales del proceso es-

pcrulatorio, lo que sugerir!c:t. un mecanismo por el cual la ac-

t1vidad de girasa estuviera implicada en la regulaci6n de la-

esporulaci6n .. 

La obtención de mutantes resistentes a la novobiocina 

~er.niti6 la comparación de los resultados ohtenid~s con la ce 

p3 sensible. Estas mutances sirvieron tambi~n para la ccmpa-

?:'3.ci6n de les cambios en composición protéica sufridos por e! 

!.;;:as en es¡;::rulación er: ?=esencia y ause:-:cia de ::::~:obiccin.::l. 

Se conpr::b6 que las ~~tantes resistent~s a r.~~~bio=ina -
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debían su resistencia a la modificación de la subunidad B de­

la girasa (Proteína "blanco" del inhibidor) al mostrarse que 

1) La síntesis de DNA en células en fase vegetativa per­

meabilizadas con tolueno no sufría ninguna inhibici6n en pre­

sencia de novobiocina y 

2) El gene que confería la resistencia a la novobiocina­

en las mutantes estaba localizado en la regi6n del cromosoma­

de Bacillus subtilis en donde se ha reportado la posici6n deL 

gene nov A codificante para la subunidad B de la girasa. 

El mapeo genético realizado, modifica ligeramente los re 

portes anteriores de la localizaci6n del gene nov A, ya que 

aquí se reporta más cercano al gene marcador ~ que a pur A. 

La ap~rici6n de proteínas específicas del proceso espors_ 

latorio tanto en c~lulas silvestres como en mutantes induci-­

das a esporu1aci6n, y la no aparici6n de esas proteínas en cé 

lulas silvestres tratadas con novobiocina refuerzan la suge-­

rencia de que la girasa está involucrada en la transcripc~6n­

de genes esenciales al proceso. Esto indicaría la posible -­

funci6n de regulaci6n de expresi6n genética por la DNA girasa 

en las etapas iniciales de la esporulaci6n. 
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