UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

EFECTO DE LOS INHIBIDORES DE LA DNA GIRASA
DURANTE 1.AS ETAPAS INICIALES EN LA
ESPORULACION DE Bacillus subtilis

r B § 1 3§

DAVID  GOVEZENSKY KRUTIT

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

19 8 3



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



-~
]
P

L) by o
* .

&

XDICE

ISTZ DE ABREVIATURAS

CBIETIVO

INTRODUCCIRN

GENERALIDADES

3.1, Induccidn experimental de la esporulacisdn

3.2, Etapas Zde la es;“rulacvén

3.3. Biogufmica de la esporulaciin

3.4. Relaci®n de la induccién de 1z esporulacifn
con la replicacifn del DNA vy el ciclec de di
visidn celular

3.5. La DNAR girasa y su ralacifn con la esporala
cifn -

MATERIAL ¥ NETODOS

4.1. Micrcorganismos

4.2, Crecimiento del cultivo bhacisrianc y resus-
pensidn en medic Zde espor:lzcidn

4.3. Sintesis de DNa, 23& y proueinas

4.4, Sintesis de DNR e c8lulas =olusnizadsz

4.5. Obtencidn de Bacilius subhtilis resms:ente a
novobizzina

4.6. Métcdr de transduccidn medizidz por el fago-~
PBS-L

4.7. Mapeo genético

4.8, Preparacidn de extractos protficos radiacti
vos de Bacillus subtilis en esporulacifn

4.8. Electroforé&sis en gel de SDE-Pcliacrilamida
v flurcgrafia

RESULTADCS

2.L. Efectoc de la novokiocina scire el crecimien
to wvegetativoe vy en esporu”a::f

5.2. Relacisn entre el efecto dz2 novsbhiscina - -
la sintegis de DN&, RNA v zroteinas en o-re-
cimients vegetative de Bac:llugs subkllis

5.3. Efectz de la novchkiocina en =intesis < NI,

RNR v protefnas en esporuizziin de BEaczllas

subk l_...S.

v/
fin
)

|9

sy

WM hygtu

[N

[¥3 )
2}

(VAR YRR Y]

O

[X3]
i

(23}

1]



5.4. Efecto de novobiocinz en sintesis de DNA de
c€lulas en esporulacifn tratados con tolue-—
no

5.5. Obtencidn de mutantes resistentes a novobkic
cina v su seleccién

5.6. Efecto de novobiocina en sintesis de DNA, -
RNA vy proteinas de las mutantes resistentes
en crecimiento vegetativo

5.7. Efecto de novobiocina sobre s
RNA y proteinas de las mutantes
en esporulacidn

5.8. Mapeo genético por transduccifn mediada peor-—-
el fago PBS~1

5.9. Obtencifn de patrones electrofcr&ticos de ~-
Nil y XiI~9, a difersntes tiempcs de esporu-
lacidn en ausencia y presencis 2= novobioci-
na,

intesis de DNA,
rasistentes,

6.0 DISCUSION

7. REFERENCIAS BIBLICGRAFICAS

31

P4g.

55

58

60

68
67

~1
t

~3
~J



Sps -
CH -
ME -
BHIE -
TCA -
HPUra-~
NOV -
EMSs -
EDTH -
PMSE -
cpm -
CHES -~
Trig -
n.g -
mamp -
uCci -
nm -
rpm -
Hg -
1 -

LISTA DE ABREVIATURAS

Dodecil sulfato de sodio
Hidrolizado de caseina

Medio de esporulacidn

Caldc Ze infusidn cerebro corazin
Acidc mricloroac@tico
6-(p~hidroxifenilazo)-uracilc
Novebizoina

Etil metil sulfonzato

Acidg etilén diamino tetraacétizo
Plucrurc de fenil metil sulfomilco

cuentas por minuto

Acide Zi{N-ciclohesilamino)etancsulfénico

Trig{hidroximetil;-anino metand

nanSmetro
revoluciones por minuto
micrcgramos

micrclitros

1 7%



Ho creo en ningln investigador hasta que lo he oido

i

ecir tres veges "lo duda”™ y dos veces "no lo se®.

Albert Einstein.

"Nz puede existir vida sin cambio, asi como no puede
= s

axigtir des in cambio. Temer a lo gue es -

[il}

diferente ¢ Zdesconocido es temerle a la vida®

Expeosicifn impresionista
1913.



1} OBJETIVC

Se pretenis estudiar =i efecto de inhibidores de 1la DNA

gizasa sobre 1z sintesis de macromoléculas durante la esporu

lazifin de Bazillas subt;l: . A la vez, tratar de relacionar
la inhibicifz Z=) procesc =sporulatoris debida & los agentes

-
3

guimicos con zcambios cualitativog en ios patrones vrot€icos-

a Siferentes tiempos de Lz esporulacidn.

=t

INTRODUCIICZN

b3

La esporulacidn es un ejempleo de diferenciacifn celular
primitiva gque =s llevada a cabo por cisrtos géneros de bacte

T

rias Gram positivas, coma Bacillus v Clostridium, en condi--

ciznes inadesuzdfas de nutrinidn.

Las endzzporas son fcommas latentas, cglulas especializa

razteristica zrincipal es la de resistir agentes exiternoes, -

ks

a2les como 1z Jesecacidn, sustancias tizicas, las radiiagio--

nes y el calcr.

La esperz Zifiere de la c€lula madre en morfcligfa - oo
zonstituyentes bioguimicos. La longevidad de L2z eszgurss -
s szan resisz:sencia a condiciones adrersas aestén azopl-lar -

e, Y T S Z -] R - PRGN O -
cITmoLa capac::.;;.s de germiinIX uy ragpiliamente en an arsaonios



6.

adecuado. E1 hecho de gue algunas especies esporulantes sean
patogénicas, mientras que otras causan la putrefaccidn de ali
mentos, las han khecho de interés médico v ern la industria ali

menticia.

La formacidn de esporas es vista como una forma primiti-
va de diferenciacidn celular dado gue presenta ciertos puntos
en com@n con el desarrollo celular de organismos primitivos -
tales ccmo levaduras, mohos, Acetobularia y erizos de mar (re-

visados por Mandelstam, 1871).

Zn condicicnes adecuadas, casi cada c&lula en la pobla--
cidn produce una espora, pero Jeneralmente el indice obtenids

experimentalmente estd lejos de ser cuantitativo.

3] GEXERALIDADES

Bl modelo m&s utilizade para el estudic de la esporula--

cidn ha sido Bacillus subtilis, aunque se asume gue gran par-

te de las caracteristicas del proceso son comunes a muchos o-

guizds a todos los formadores de esporas.

3.1. Induccibn experimental de la esporulacidn.

La formacidn de esporas es iniciada pzxr inanicifn de un
fuernte de carbons o nitrdgenc v a veces, de fosfatos. Exper:

- -

- PR - o s - ‘
mentazlmente se uiilizan dos métsdos para inducir la espor
&



cifn. En el primero, un procedimients de agotamiento de nu--
trientes, en el cual las bacterias crecen hasta gue alglin nu-
triente se vuelve limitante y entcnces esporulan. El tiempo-
al cual el crecimiento cesa su fass exXponencial es considera-

o como el tiempo de induccién Ltoﬁ v perfodos e una hora --

3espuds de &1 son dencminados trty, ete.

El m&todo de agotamiento tiene la ventaja <e la simplici
3ad pero tiene desventajes considerables. EL t@ no estéd cla-
ramente definido v €l crecimiento vegetativo puede avanzar —-
lentamente por algln tiempo. Ademis cuando las células empie
zan a esporular, se encuentran en un ambiente guimico comple—
so que sufre cambio continuo, va gue existirdn metabolitos re
siduales de la primera etapa gque complican la medicidn e in--
terpretacidn de los cambics bioguimicos que accmpafan a la es

porulacidn.

a )

Para evitar algunas de sestas dificultades, Sterlini y --
Mzndelstam (1969) introdujercon una té8cnica de resuspensifn. -~
Tn cultivo en crecimiento exponencial en un medioc rico sin --
sluccosa es centrifugado ¥ las células son transferidas a un -
zmedio de resuspensidn que contiene un sustratc carbeonado aprc
siado, cono glutamatoe {no ficilmente aprovechads por la c€liu-

e~
e

- %
-.:i -

Egte métode elimina grandemente lasg complizaciones de ke

ner presenites en el medic de cultivo un gran nizers de meiabks
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lar contiene
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{Zentidades v concentracicnes son desconocidas. -

-

tismpo precisc para to ¥ una major

la esporulacidn. AGn asi, existen dificultades-

1 tiempo de la resuspensidn la poblacidn celu—-

cromosomas en todos los estados de replicacidn, -

1o gue causz una asincronia celular inevitable. Este método-
pesar de ellc, es el mis apropiadc para experimentcos de nar

czde radiactive dado gue 32 desarrollz en un medls definido.

El métciz de agotamiente es mis conveniente para experi-
mentos a larzos plazo y es nds gomparakle al procssc tal y co-
mo ccurre naturalmente o en medio sdlids.

Aungue el orden general de los eventos de iz esporula- -

-

cifn es igual con ambas t&cnicas, el zirempo precisc al cual -

»

sucede un evento particular puasds

Incubkandeo a 37°C Bacillus subtilis, s ha -—-
Tisto que arzrecen esporas reszishentes 21 calor J= 7 oz 8 ho--

-

ras despugs del punte de induccidr {(Zawes st al

3.2. Etzpas de la esporulacidn

La secuencia de

iz formacifn de una espsrz se ha elucidado por mizrossoLin <=




gicos han sido estuiizdos por diversos aufcores. Lasg Iltimas-

revisicnes que han sido publicadzs al resg=sts son las Ze

[
~
-

Piggot v Coote {187%' w ¥Young 7 Handelstam (1328

ros eventos soa reprasentades en un dizgrama basado en -

los estudios realizaios por microscopia electrdnica (Fig. I).

Aungue el procssc es continus, por acuerdo se ha dividi-
do en eizpas, las cuzles fueron <efinidas ¢or Ryter, [1353] y

son representadas psr nimeros rImanos.

Egaza § v I (L. - k&, G).— Zz etapa ¢ se refiere & Ia cé-

lula vegetativa. IZsiz contiere £ o més horz:iillas de reglicz
cidn del cromoscma 25 CromoSITSS Se Ven II0Te Cuerpos

cretos, compactos v _igeramente esféricos en el citoplasmz. -

g
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-
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Después Zde
nan ésios para formar un filamentc axial a2l zue se desizna ~-
por conveniencia, oo etapa I ds esporulaciZn. Estos fila--

mentos axizales pusdan sS&r vistos en especies sacheriiias no -

esporulaniess, enr coniiscionses adversas de nutrigidn, por 1o -
gue se plensa que rezresenta une respuest2 oo especifica del-
ONA cuands las células se eneousniran en un =:z2Zc pobre.

Los cromosomas S2 Separan sibsesusntensize v uno de ellzz

hond 3 ad o E - a =4 . -
Tn microsrafias elecirfnicas pusien verse perisiss MESISITLE~



FiIGURA I

MADURACION

CORTEZA

SEPTO ENGLOBAMIENTOC

FILAMENTO

CELULA
YEGETATIVA

CUBIERTA LIBERACION

PRE~ESPORA

AXIAL

Tiempo j=
thes) O



Los cambios fisicos gue se han ZIlevado a c<caizz v los czz-—

bios biogquimicos que los han causads son criticcs en el senti
do que han coclccado a los cromosemas en la posici3n correcta-~

para la divisiln asimétrica de la c&lula, por medio de la Iz

macidn del sepnto v que es ia base d=l desarrollc zctal subkss
cuente (Mandslstam, Steriini yv Ray, 1%71: Dawes, #2v y Mandelsz
tam, 1971). Miyvakawa et al, (1982}, han reportzi3c gue iz —--

iciacidn &= la formaciZn del septs requiere 1z terninaciin-

o
»

de la replicacifn del DN& del ciclc celular previc.

Etapa II itl 0" t, 5).- FormaciZn del Serz=. Un septc-

membranoso se Zorma en una posicifn subpolar ¥ st posicidn es
determinada por el hechs de que el cromoscma se nzslla en un -
extremo de la c€lula con su mesoscma acompalante. El septc -
es formade gcor la invaginacidn de la membrana celular en una~—
manera similar =z la que normalments se lleva a ozbo durante -
ia divisidn celular {(Mivakawa et =l 1982,) perc 3ifiere del -
septo de divisifn en dos aspectos Imzortantes: srimero, es --
subpolar, no geantral. Seagundo, tisne consigo material de lza-
pared celular, aunque despuds ya nc presente J3Sezosicibn d= -
material de la pared al crecer el septo. Existzs evidenciz Zs
la presencia del peptidcglicanos en €L septo, cIsiblements =2
ra dirigir el crecimientc de la me—mrana al formarse el s=sz:iz,

adends la penicilina inhibe la formzrzidn del sezso.

?.- Ensiobamients. &l kermiric -
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la etapa II hay dos cE€lulas de desigual tamalz. La célula ma
wor englckz a la mEs peguefa. Los dos puntcs de cercania del
septo a la zared celulsr parecen meoverse haciz el polo. Apa-
rentemente es necesariz la sintesis de membrara en la célula-

madre para Llevarla a zabo.

Etapa 7T (t2 s ~ &y 0).-- El englobamients culmina en la
fusidén membranal en el zolo de la cé&lula y la estructura com-
cletamente englobada se desprende de la membrana de la c&lula

madre. EL proplastc d= espora se forma en sste momento.

Btapz IV {t t4; Tormacidn de la coriteza.- Para formar

3
ILa corteza s= depositz peptidogiicano entre las membranas del

crotoplasto. La enzic= ﬁiamino?imelato ligasz aparece duran-—
te la espcrulacidn, y sarece sintetizarse er 1z célula madre-
solamente. Esto impiica que la biosintesis de la corteza se-
lieva a cabo en la membrana externa de la espcra vy que es &i~-

rigida por el cromoscza de la cflula madre.

En estz etapa, las esporas se vuelven wisibles como - -~
Areas refrictiles de la c&lula al verse en microscopioc de @Il

traste de fase.

Btaga vV (t, - t; ). Formacifn de la cublerta. Se depziy

- -

tan capas sucesivas de proteina alrededor de la corteza, gran
Jes cantidades de cistefna se incorporan dentrzt de ella v la-
23p0ra se Tisive resistente al cctanol ¥ a otrIs scolventes I

s4%nicos.
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Etapa VI (tS.S - t7) Maduracifén.- La espcra s2= encoge -
ligeramente y se vuelve resistente & temperaturas altas y --
otras condiciones fisicas adversas. Se ha demosiradoc gue ocu
rre una deshidratacién de la espora, gue la hace mis resisten
te al calor (Bradbury et al 1981, Beamon et al 1982). Esta -

etapa representa el fin de la diferenciazila.

-

Etapa VIL. Liberacifin de la espora.- La célula madre se-

lisa y se libera la espora madura. N¢ =5 ya una etapa de la-

esporulacidn realmente.

3.3. Bioguimica de la esporulacién.

Las actividades bicguimicas que aparecen durante la espc
rulacifn pueden ser necesarias y especificas para el proceso-

QO no serlo.

Mandelstam {1969, 1971, 13768}, Piggot y Coote (1976) ¥ -
Young y Mandelstam {1980} entre otros han dividido los even—-

tos bioguimiccs en cuatre categorias:

l.- Eventos gque son esenciales y especificos de la espz-
rulacifin. Aparicidn de componentes gue no surgen en el asta-
do vegetativo de crecimiento vy que se encuentran dnicaments =

— ez

Ra

¥

an cBlulas esporulantes vy gue son nesesarias para la fo

-

¢ifn de la espora.



2.- Eventos que son especificos de la esporulacidn pero~
no son esenciales. Serian los efectos colaterales disparadcs
por la secuencia primaria de eventos pero gue no tienen una -

Ffuncidn en el proceso.

3.~ Eventos que son esenciales pero no especificos de es
porulacién. Cambios en funciones vegetativas gue son necesa-
rias para la esporulacién, como el aumento de actividad de --
las enzimas del ciclo de los dcidos tricarboxilicos, lo cual-
mantiene niveles adecuados de ATP bajo las condiciones de Ina

nicidn que promueven al proceso.

4.~ Eventos irrelevantes. Cambios gque suceden debidc a-
la variacidn nutricional utilizada para inducir la esporula--—

cidn pero gue no estén conectados con ella.

El estudic de mutantes asporbgenas (Spo-) ha sido muy --

£il para intentar colocar los eventos bicquimiccos en alguna-

Y

e las categorias anteriores. Mutaciones en eventos no nece-
sarios no afectan la espoerulacibtn y mutaciones en eventos - -
esenciales si lo hacen. Si el evento es especifico del prcee
sc no afectard el crecimiento vegetativo. Anflcgamente, even
tos bioguimicos asociados cecn la esporulacifn no deberian ex-—

oresarse en mutantes incapaces de esporular.

v Mandelstam (1975} sugirieron un criterio adicios

-

Dancer
n2l para distinguir eventos de la primera y la segunda catess

-

rfas de otrosg sventos. Cono se verd mis adelante la induc- -
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=zZn de la esporulacidn depende de la replicacién =1 DNA., --—
Partiendo de ese hecho ellos propusiercn que s8lo los eventos
blcgqueados en su aparicifn por la inhikicidn de sintesis de -
CNA fueran considerados parte de la secuencia primaria de es-

ccrulacién o como efectos colaterales del procesa.

Actualmente se acepta gue la espcrulacidn consiste de --
una secuencia ordenada de cambios estructurales acoplados a -~
=na secuencia ordenada de eventos biogquimicos, en la que la -
aparicidn de cualquier evento depende de la aparicidn exitosa

Zz aquellos eventos gue suceden en primera instancia.

La esporulacidn puede verse, entonces, CoOmc una secuen—-—
zia dependiente de eventos, esto es, una secuencia en la cual

una falla en cualquier punto causard el fracasoc de toda la se

cuencia. Este fendmeno se define como pleioctropia.

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 siguiente. Desa—-
fortunadamente, ninguno de estos efectores se han podido ais-

lar © identificar. Cualguiera gue sea su identidad, algunc -

[N

e esos efsctores primarios inducird&n la produccién de otras-
sustancias que no forman parte de la secuencia principal. Es
tas sustancias producidas colateralmente estin relacionadas -
con la esporulacidn v son fitiles ceomo eventoas marcadores. - -

-

(Fig.II}.



FIGURA IX

SECUENCIA PRIMARIA DE EVENTOS Y SECUENCIA COLATERAL

PR2(I) oAB (1) _#ASL(III) 4DPA (1V) PIGM (VI)
¥id——y PRI (1) ——»T0{I) ——9 ———p FA ———o REF———= OCT" ————a @F (VI)
2(III) (I11) (V)
RNasa (I) = g1uann
(III)

fad - Induccién

Marcadores de Etapa I (I) PR 1 * gSerina proteasa

PR 2 * Metaloproteasa

TO * Recambio de proteinas

AB * produccién de antibibtico
Marcadores de Etapa IIX FA * TFosfatasa alcalina

?{se duda gue sea parte esencial del proceso}
ASL * Acido sulfoldctico
Glu DH* Glucosa deshidrogenasa

Marcadores de Etapa 1V REF * Refractilidad de la espora
BPA * Apcido dipicolinico
r o«

Marcadores de Etapa V coT Resistencia a octanol

*

Marcadeores de Etapa VI ) Resistencia al calor
Produccidn de pigmento
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e
£
T
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=l estudic Ze las mutantes asporfzenas ha dexostrado la-
pleiotropia del proceso. Lz morfologfa y la bicgufmica son -
interdependientes. Si la etapa en la cual una mutante es blgo

™

tueada se determina por microscopia electrdnica, se encuentra

-

gue los eventos bioquimicos estdn blogueados en el punto co--

rrespondiente.

Al trabajar con una dckle mutante aspordgena, una cepa -
que contenia 2 mutaciones de diferente etapa del proceso, e -
inducié&ndola a esgorular, =1 fenotipo cobkservado en sse orga--—
nismo indicaba gue la secuencia de eventcs se expresaba nor--—
malmente hasta llegar a la etapa de la primera mutacifn, dén-
dole a la cé&lula el comportamiento de esa etapa. La etapa --
donde se encontraka la siguiente mutacifn no llegaba a2 expre-

sarse (Coote y Mandelstam 1973}. Esto demostraba el modelo -

pleiotrdpico del proceso.

Una de las preguntas gus con mis insistencia sz kacen --
respecto de la esporulacibdn es <Cuil es 1z senal metabBlica -
que desencadena el proceso? va gue debe de existir un sistema
que altere el metakolismo celular completamente, reestructu--

rando por tanto la expresidn de la informacifn gen&tica.

No existe duda de que la ssporulacifn as una reszgussta a
una privacién nutricional. Con una buena Zfuente de caricno v
s>rul

nitrSgeno, las bacterias crecen vegetativarmente y la eszpozula

cidn estd reprimida. La deficiencia en cualzuiera de =llos ~
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Los estudios actuales han sugerids gue la probabilidad
de gue una c€lula siga la via de la esporulacién de preferen-
cia al crecimiento vegetativo estd gohbernada por dos factores

diferentes:

Uno, el estado nutricional del cultivo, lo que esti pre-
umiblemente reflejado en la concentracifn de un efector bio-
guimico intracelular y é&sto a su vez determina la proporcidn-
de c8lulas en la poblacifn que serén inducidas a esporular. -
Otro, es la prababilidad de que en cualguier momento una célu

la estard en lLa condicién fisiolSgica correcta para responder

al efectos biczuimico,

Los estufios de Schaeffer y sus coalaboradores (1965) han
sugerido la hirZtesis de que la esporulacidn es reprimida por
metabolitos nitx genados {derivados del metabolismo de gluco-
sa} cuyas concentraciones dependen dJde la velocidad del meta-
bolismo de las Ifuentes de carbono y nitzrSgeno. Como la espo-
rulacifn puede tanmbién ser iniciada psr inanicién de fosfatos,

se sugirié que los metabolitos represocres podrian estar fosio

rilados.

Donohue ¥ Bernlohr (18%78) mostraron gue ni la concenira=
ciZn de iones a—cnio, ni la glutamina, ni Ia glutamina sinte-
tasa tienen una funcidn directa en el control de la esperula-

cifdn, al estudiar la relacilin entre resrasifn catakfilica de -
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fuentes de carbono y nitrSgeno con la esporunliacién de Bacillus

licheniformis.

Existen reportes(Ochi et al 1981, Dhariwal et al 1982 y -
Ikehara et al 1982), en los que se planted la relacidn de meta

bolitos fosforilados y la induccidn de la esporulacifn en Baci

llus subtilis.

Ikehara (en 1982) mostrd que la desaparicidn de poGpp - -
(guanosina tetrafosfato ), estd relacionada con la iniciacién-
de la esporulacibn, al trabajar con decoyinina, un antikbidtico
inhibidor de la sintesis de GMP, que inducia la esporulacidn -

en cultives tratados.

En contradiccidn con el reporte anterior Ochi, (1981) en-
un estudio en el cual se trabajd con privacidén parcial de ami-
nodcidos, observd gue la iniciacién de la esperunlacidn en Baci

llus subtilis era debida a una respuesta rigurocsa a la falta -

parcial de aminodcidos. Reportd gue los niveles de ppSpp se -
elevaban en condiciones de falta de amino&cides y bajaba 1a --
concentracidn de GTP, al inducirse la esporulacifn (datos gque-

confirmaban evidencias anteriores).

Dhariwal (1982) reportdS asimismo, gque la limitacién par--
cial de nucledtidos induce a la fosfodiesterasa I v a la 3-nu-

cleotidasa en Bacillus subtilis. Estc provoca gue al existir-

limitacidrn de guanina, la esporulaci®fn se induzca, lo gue zcu-

rre similarmente con adenina., Al existir limitaci®fn de urazi-
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lo, la =sperulacién no se inicia.

Esta evidencia ha ido mostrando una interrelacidn entre-
niveles &e aminodcidos y niveles de nucledtidos en la induc—-
cidn de la esporulaciZn y una participacidn notoria de GTP y-
metabclitos relacicnados como ppGpp en la induccifn a la espo
rulacidén lo gue concuerda con el modelo de metabolitos nitro-
genados Zosforilados como efectores positives o negatives del

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

Dawes y Mandelstam (1970} mostraron, en cultivos zonti--

nuos de Bacillus subiilis en guimicstato, gue existia un ran-

go continuo de prcbhbabilidad de gue se produjera formacidn de-
esporas, v que la incidencia de formacidn de esporas estaba -
en funcibn de la velocidad de ecrecimiento utilizando para - -

ello diferentes limitantes nutriciocnales.

La incidencia de esporas fue mdxima en las velocidades -
de crecimiento m&s bajas perc en todas las velocidades se en-

contrd cierto gradc de egporulacidn.

Los resultados fueron consistentes con ia hipStesis de -
gque la esporulacifn es un fendmeno represikble y que el repre-
sor esti® en altas concentraciones cuande las c&lulas crecen-—
en un medic conteniendo buenas fuentes de carbono y nitrfgeno.
Ain asf, hasta gue se sepa a ciencia cierta si el control de-

La esporulacidn es positivo o negative, y hasta que se hava -

elucidado el funcicpnamiento del primer operin concerniente -—-



21 -

con la esporulacisn, es diffcil que el efector catabSliico sea

identificado (Young y Mandelstam 1980).

De cualquier forma, es razonable suponer que el estimulo
de desnutricifn resulte ya sea en la produccidn de un induc--

tor o la remocifn de un represor de la esporulacibn.

3.4. Relacidén de la induccidén de la esporulacién con la

replicacidén del DNA v el ciclo de divisidn celular.

La induccién de la esporulacidn regquiere replicacifn del
DNA. Este hecho distingue claramente a la esporulacién de --

otras funciones controladas por represidn catabblica de Baci-

lius subtilis.

Cuando Bacillus subtilis fue cultivado en un guimiosta-

to con fuentes de carbono o nitrdgenco limitante, se produjo -
una poblacidn mixta de cé&lulas vegetativas, cé€lulas esporulan
tes v esporas (Dawes y Mandelstam 1970). Si cé€lulas crecien-
do ripidamente se exponian a periodos repetidos de inanicibn-
(al cambiar la velocidad de dilucidn del medio de cultivo, de
ripida a lenta, por una fraccidn del tiempo de generacifn) sé
lo una proporcidn de la poblacién celular era inducida Suran-—
te cada etapa de inanicifn. Por ello parecfia gue algunas cé-
lulas en la poblacifn eran sensibles al estimulo de inanicidn,

mientras que otras no lo eran.

Ellos concluyveron gue las cé&lulas adguirian sensibilidad
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para eszorular sdlo en una etapa especifica del ciclo celular.

Cuando células vegetativas de Bacillus subtilis son - -

transferidas al medio de esporulacidn, las c&lulas hermanas -~
tienden a permanecer unidas. Dawes et al (1971) estudiando -
ese sistema, reportaron que ambas células siguen, ya sea un -
ciclo de crecimiento wvegetativo juntas o proceden a esporular
casi en perfecta sincronia. Estas cbservaciones tanbi&n su--
gieren gue el estimulo de induccidn es efectivo s6lo en un pe

riodo critico durante el ciclo celular.

El hecho de gue una divisi&n celular debe ocurrir después
de 1la induccién a la esporulacidn tambi&n explica por gué& es-
poras germinandoe no pueden reesporular hasta gue un segundo -
ciclo de replicacidn se ha iniciado, esto es, hasta que el po
tencial de replicacifn del DNA de la espora en germinacidn --
fuera suficiente para generar dos células hijas, cada uma con

teniendc dos cromosomas (Keynan et al 1976).

Estos experimentos sugirieron gue la esporulacidn en Ba-

cillus svbtilis no ccurre en las c¢&lulas inducidas sinc gues -

es expresada en la siguiente generacidn:

Existen evidencias muy claras de que:

1) Las c&lulas sflo pueden ser inducidas a esporular Zu-
rante un tiempo muy limitado del ciclo de crecimiento v zste-

-

periodo parece ser doterminade por 2l estado de la replizz- -



cifn del cromoscma {(Mandelstam v Hicgs, 1974).

2) Afin cuando la esporulacidn hava sido inducida (y las-
cé€lulas estandc en cualguier etapa de la replicacifn cromosc—
mal son capaces de expresar eventos teopranos de esporula- --
cifn} la secuencia de eventos se detendri en el mcmento en --

gue se impida la terminaci&n de la replicacidn &el cromosoma-—

Dunn et al 1978, Clarcke v Mandelstam 13890).

Mandelstam, Sterlini y XKay (1971} trabajandc ccon una ce-

pa de Bacillus subtilis auxStrofa a timina observaron que si-

células de esa cepa eran transferidas a un medic de esporula-
cidn y eran privadas de timina la espcrulacidn no ocurria. Re
portes posteriores indicaban gue aln el evento m&s temprano -
asociado a la esporulacidn como es la produccién de serina---
proteasa extracelular era blogueada a menos gue se suplementa
ra el medioc con timina (Dancer v Mandelstam 1975). Esto ocu-

rrid en esa cepa particular de Bacillus subtilis.

Por tanto, se concluyl gue era reguerida la sintesis de-~
DNA, pues los ciclos de repiicacidn del cromesoma debian ser-—

terminados para permitir gue la esporulacidn prosizuiera.

Presumiblemente, la secregacidn de los cromsscmas de la-—
cé€lula madre y de la presunta preespora, depende de la termi-
nacifn del cromosoma como sucede con la segregacifn del croms

scma durante la divisidn celular normal (Mivakawa et al 1982;.
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La induccién de la esporulacidn parece ccurrir solamen-
te mientras una regidn critica del genoma, bastante cercana -
ail origen, esti siendo replicada, en condiciones inadecuadas-

de putricidn {Mandelstam vy Higgs, 1974). Ellos usaron una mu

tante de Bacillus subtilis (ts-134} gue era sensible a la tem

peratura para la iniciacifn de la replicacidén del DNA, para -
chtener cultivos en los cuales la poblacifén llevara a cabs an
ciclo sincrdnico de replicacibén del DN¥A, en medioc rico. A in
tervalos durante esa replipacidn se transfiriercn muestras de
c&lulas a un medio pobre para inducir la esporulacién. Los -
resultados mestraron gue l1a capacidad de esporular fue baja ~
en las muestras iniciales, llegd a2 un pico a los 15 minutos -
después de que la sintesis de DNA habfa empezadc y después de
clind. La esporulacifn llegd a un ruevo pico de induccidn si
1o hasta el siguiente ciclo de replicacibn, a leos 15 minutos-

Jde iniciado.

En estos experimentos la frecuencia de esporulacibén fue-
baja, v se pensd que guizds los resultados fuercn artefactos-
debidos a los cambios de temperaturas utilizados para obtener
Ia sincronfa. Por ello, se abordd el problema Zesde otrc puzn

to de vista.

Cuandc se agreqd HPUra, inhikidor especifico de 1o LR~

'
©
o]
[l
Fh
ki
L7
4

i

rolimerasa ITI (replicasal y por tanto, inhibidecr es
de sintesis de DNA, a intervalos, & fsrciones de un cultzivzs -

asincrénico inducido a eszorular, la poblacién celular emzec
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a escapar del efecto inhikitorio de la droga en ME (Dunn et -
al 1978). Dado gue el tiempo de replicacidn del cromosoma de

Racillus subtilis bajo estas condiciones de cultivo era de 55

minutos, y las cé&lulas escapaban del efecto a los 35-40 minu-
tos de inducidas a esporular, esto implicaba que las primeras
céiulas gue esczpaban habfan completade los primeros 15-20 mi
nutos de la replicacidn del cromosoma al momento en que la --
falita de nutrientes fue impuesta. La afirmacibn de que la es
porulacibén nc puede ocurrir sin la terminacidén del crcmosoma-
fue confirmada por ané&lisis de frecuencia de genes gue corro-

beraba estudics genéticos anteriores de Oishi et al(1964).

Los resultados cobtenidos por Dunn et al (1978) confirma-

pan por medic de un mé&todoc totalmente diferente, que existia-

»

un punto critico en la regitn del cromosoma situade a los 15-

20 minutos del origen de replicaciébn.

3.5. La DNA girasa vy su relacidn con la esporulacibn.

.

El reguerimiento de sintesis de DNA& para la esporulacién
fue estudiado m&s profundamente al utilizarse inhibidores de-
la DNA girasa, enzima necesaria para gue se lleve a cabo la -
replicacibn cromosomal. A la vez, la funcidn de esta enzima-

en un procesc tan especializado como la esporulacién fue con-

siderada.

La enzima DNA girasa es una topoiscmerasa, esto es, afec
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ta directamente la superhelicidad del DNA (Gellert et al, - -
1976a) . Entre las actividades gue se han encontrado gue efec

tfia la girasa estén:

1) Cataliza el superenrollamiento del DNA de doble h&li-
ce en presencia de ATP (Gellert et al, 1976a, Sugino-

2t al, 1978).

2} Cataliza el relajamiento del DNA enrcilado en ausen-—-
cia de ATP, por medio de una reacciZn de rompimiento
v unién (Sugino et al, 1977; Gellert et al, 1977, -~ -
Liu y Wang, 1978; Peebles et al, 197%; Sugino v Bott,

1980) .

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

unidn especifica de sitio al DNA.(Peekles et al 1979).

4) Efectfia ruptura de la dcble hé&lice del DNA inducida -
por Acido oxolinico en presencia de SBS (Snyder v - -

Drlica, 1979; Peebles et al, 1979).

lL,a DNA girasa debe ser, por tanto, una enzima esencial ~
para la replicacidn, recombinacidn, reparacifn y transcrip- =

cidn del DNA, a juzgar por sus actividades.

En E. coli la girasa consta de 2 subunidades, laz & 7 la-

B, codificadas por los genes nal B vy cou, de pesg 103002 y —-=

22700 respectivamente (Peehles et al, 1979j).

En Bacillus subtilis, la suvbunidad &, ccdificada mzz 2l-
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gene nall, tiene un peso de 1030022 y la subunidad B, codifica

da por el zene DOV A de 85000. {Orr y Staudenbauer, 1982).

La holoenzima de girasa se considera gue existe como un-
tetrimers & Bz (Peebles et al, 1979; Suginc v Bott, 1980; Orr

v Staudenkauer, 1982).

La proteina Gyr A, constituye el blanco para &cido oxoli
nico (XKi = 10 mM) y &cido nalidixico (Gellert et al, 1977; Su
gino et a2l 1977), mientras que la proteina Gvr B es el blanco
para novcbiocina (Ki = 0.002 M} v coumermicina (Ki similar) -
{Gellert =t al, 1976; Mizuuchi et al, 1978; Sugino et al ——

1978; Peebles et al, 187%).

La cgirasa se ha aislado de E. coli (Gellert et al 1976;-
1977), de B. subtilis {Sugino y Bott, 1980; Orr y Staudenbauer,
1982) y ¥. luteus ({Liuy Wang, 1%78), siendo enzimas con -
caracteristicas estructurales similares, funciones y activida-
des especificas comparables, asi como similares reguerimien--

tos de cofactores (ATD, Mg2+} ¥ la misma sensibilidad a los an

utilizados. Una similitud muy noiable es la espe-

(1‘

cibistic

U

ificidad de los sitios de uniSn con el DNA, ya gue la especi

{1

ficidad de los sitios de corte de la girasa de E. coli y la -
de B. sukbtilis, inducidas por &cido oxolinicc fue casi idénti

ca. {Suzgino vy Bott,1880).

In witro, la girasa convierte a un DNA circular cerrado-

relajadc en DNA sugperenrolladc negativamente, 1o cual es gna-
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actividad dependiente dSe ATP, estadc que facilita la unidn de
un nimerc de enzimas al DNA (Wang, 1978). Aderx&s, la girasa-
puede aliviar la tensi&n de enrollamiento gue es generadz por
el desenrollamientc de una doble h&lice durante la sintesis -~
de DNA. EI guitar el superenrollamiento positivo es una Zun-
clién deseable para una topoisomerasa. El superenrollamiento—

positivo se genera en ZNA forzadeo rcotacionalmente por la ra-—-—

plicacidn y ello preverndria la continuacidén de la sintesis.

Al estudiar el efecto de los inhibidores de la DNA gira-
sa sobre c&lulas de B. subtilis en esporulacidén y comparar -
los resultados obtenidos con HPUra, VAzquez y Mandelstam ——-
{1982) mostraron que la inhibicidn r&pida y completa de ia --
sintesis de DNA en c&lulas creciends exponencialmente debida-
a los inhibidores de la girasa no ccurria en c#£liulas induci--
das a esporular en ME. Alli la sintesis de DNA& no era deteni

da sino que s8lo era retrasada por icos inhibidores, aungque la

esporulacibén fuera totalmente inhibida.

Ellos efectuaron la medicifn de los tiempos de escape de
la esporulacifn a los efectos de los inhibidores. El tiemps—
de escape, es definido como el tiempo al cual, a pesar de - =
agregar el inhibidor, las cé&lulas inducidas a esporular texTl

nan el prcceso en forma normal.

Los tiempos de escape medidocs para los inhikidores &z i

DNA girasa fueron diferentes al tiempos de escape obtenids I
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HPUra (35-40 minutcs, véase pag 25) (Dunn et al, 1978). Di--

e 15 minutcs para &cidc oxolini-

£

chos tiempos resultaron ser

co ¥ 90 minutos rara novobiccina.

Concluyeron gue la inhikicidn de la esporulacidn por inhi
bidores de girasa ns sestaba ccrrelacionada con su efectoc so--
bre sintesis de DX&, es decir, con la terminacidn de la repli
caciér del cromoscma. Presentaron evidencia de que la inhibi
cibn de la esporulacisn resultata del efecto sobre sintesis -
de proteinas, al medir la sintesis total de proteinas. Esta-
se veia bloqueada parcialmente. Tambi&n rmostraron cue el -~ ~
efecto de los inhibidcres de girasa sobre 1a aparicifSn de en-
zimas individuales ligadas al proceso (serina-proteasa, fosfa
tasa alcalina, amilasa) era err&tico perc reproducible, ¥y -~ -
existifa inhibicidn rzreferencial de la sintesis de algunas de-
esas enzimas perc nc de otras, 1o gque sugeria que la activi--

dad de la girasa era necesaria para la transcripceidn de algqu-

4]

nos genes pero no dg otros.

Finalmente, V&zguez y Mandelstam (1982} especularcn con-
la posibilidad de gue ambas subunidades de la girasa tuvieran
diferentes funciones en la espsrulacibn, va cue los dos inhi-
bidores de girasa utilizados afectaban de forma diferente a -

la sintesis de encimas ligadas al procesc v de que el tiempo-

de escape de la esgcrulacidn parz cada inhibidor fuera muy --
distintoc. Asi, un gene cuya Eranscripeifn fuera serizmente -

decrecida por un inkibidor pocdriz ser insensible al oiroc.
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Existe mucka evidencia gue apunta hacia el invelucramien

to de la girasa en la transcripcidn.

En E. coli, existe mcdulacidn de la expresifn genética -

con inhibidores de girasa, utilizando genes catabolito sensi-

bles como modelo de estudic {Sanzey 1979).

Smith, Kubc e Imamotc (1978} han estudiado transcripcidn
in vitro en presencia de inhihidores de girasa, ¥ han obteni-
do evidencia de gue la girasa estf comprometida en la trans--
cripeidn del operén trp utilizando como sistemas a E. coli y-

a @g8¢ trp.

Lang-Yang ek al {(1979), estudiando la sensibilidad &ife-
rencial Ge la expresién genética in vitro en E. coli a inhibi
dores de girasa tambifn mostraron que el supersnrollamiento -
del DNA puede incrementar la transcripcidn en ciertos promoto

res.,

GSémez E, C. {1981), observ6 en minicé&lulas de E. coli --

conteniendo pBR322, gue la sintesis de alguncs polip8ptidos -
fue reducida en presencia de inhibidores de girasa, mientras-
la sintesis de otros fue incrementada. Allf se decfia gue los
inhibidoras de girasa aparentemente mcdificakan la interazc- -
cién de la RNA polimerasa ccn algunos promotores ya sea decre

ciendo 1z densidad de superhelicidad del DNa del pl&smidz o -

alterandc la constante de asceiacidn de la girasa al Dx=.
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Pugsley et al (1881) reportaron que la transcripcidn del
operdn cia-lacZ se estimuld inhibiendo la actividad de girasa-

con &cido nalidixico, aungque estc ne ocurrif con novobiccina.

IS

Costra et al {1981) mostraron gque es rezuerida una gira-
sa funcicnal para la sintesis de RNA, en E. coli. La estd imula
cién para la sintesis de RNA regqueria aparentsmente ctra pro-

teina aparte de la girasa.

Herrero et al {1982) mostraron que al inactivar la sub--
unidad B de la girasa en E. coli, ya sea con inhibidor ¢ uti-
lizando una cepa gyrB-ts, la divisién celular era inhibida, -
asi como redﬁcida ta welocidad de sintesis de la protefina ex-

terna de membrana.

Ginsberg y Kevnman {1976) asi como Gottfried et al (1979}
mostraron gue la novobiocina inhibe la germinacidn de esporas

de Bacillus subtilis, un proceso gque es inderendiente de la -

sintesis de DNA, lc gue también sugiere un efecto sobre trans

cripcisn.

Ogasawara et al (1979) mostraron el efesztc gue tiens la-
novobioccina sobre la iniciacidn de la replicaci®n en Bacillus
subtilis. Observarcn qgue la sintesis de DNA era casi inscan-
t&neamente bloqueada por la presencia del inhibidor a unz dis

sincia de algunas bases del origen de replicacifn.

Speck et al {1382] reportaror la inhibic:iln de sintesis-
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Ze DNA acompaiiada de la estimulacién de sintesis de proteinas
en células en desarrcllc de erizo de mal tratadas con novobio
cina. Esto constituye una de las primeras evidencias de inhi
icidn de sintesis de BNA inducidas por novobiocina en un su-

zariote superior.

En general, la evidencia sugiere gque la inhibicidn de la
asporulacidn por inhibicidn de la DNA girasa puede ser debida

a2 la parcial transcripcidn de genes asociados al procesoc.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. Microorganismos.

Bacillus subtilis Nir, derivada de la cepa 168 trpl2Z -

fue utilizada en todos los experimentos. Es auxotréfica para
timina v triptofano vy lleva un fagc PBSX defectarso integrado-—

en su gencma el cual no induce lisis celular,

4.2. Crecimiento del cultivo bacterianc v resuspensifn

en medio de esporulacidn.

Las bacterias fueron crecidas en un medic conteniendo -
{por litro): Hidrolizado de casefina 8.6g; &dcidc Z-giutémico -
3.16g; DL-zlanina 2.l14g; L-asparagina monohidrato 1,.2g; Kﬁzgoé
1.36 g; Na2504 0.107 g; FeCl3 .6H2@ 0.6 mg; NH431 0.535g; --

¥H N03 0.0%26g; MgSO4.7520 0.0986qg; CaClZ.GHZO 0.22g; MnS@é.-

4
4H,0 0.022g; L-triptofanc 0.02g; tirilina 0.0Z g. EZI pH fue -

ajustadoc a V.1 con NalH.

El medic de hidrolizadc de caseina (CH) se incculd con -

una colonia de la cepa ccorrespondiente provenients de un me——

- -~

e (aproximadamente 12

i

3o con agitacisdn a 37°C por tsda la noc
araim k4

Zrsi. A la mzafbana siguiente se diluyd ess cultiveo en matra--

s mismas condisiones hasta-—

fu

-
Fa

Civ

=)

5]

zes oon CE nueve v se incub

-

la densiZad Eptica del cultive (a 6C0nm) llecX a2 0.8. Ex

AR
2l
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gz= momente, s sznorifucg el cultivo a 3000 rpm por 5 minu--
2T, ¥ las ¢&£lulzs se resuspendieron en medio de esporulacidn

{Sterlini y Mandelistam 1963) gue contenia (por litro;}:

o

@

FeCl3.GH?® 2.023 ng; Mg504 4.8 gy MnCl_ 12.65 mg; NH401-

g; Nazsu, 2.106 g; KFqPO 0.088g; NH4N03 0.0%65 g; CaCl,

o
1]

t
V3]
tn

2.21% g; fcidc L-~glutdmico 2g; L-triptofano (.02 7; timidina-~
G.223; ELl pH se =zjustd a 7.1 con NalH

Se incubd a 37°C en agitacidn y se midid la incidencia -

Ze esporas a 1as 5, 7 v 8 horas de resuspensién.

La incidenzia de esporas fue medida, fuera por tincidn -

e Gram sin safranina, o por cuenta de esporas refrictiles en

{h

un microscopic de contraste de fases con f£iltro verde. 8Se --

contaron 490 c&lulas para cada determinacidn

1.3. Sintesis de DNA.

ue seguida midiende 12 incocrporacidn de 13 Tmetil~-—

(51

sta

tu

+imidina al DKA. Las cé&lulas fueron crecidas en medic de CH
o de espcorulacilfn contenido timidina radiactiva (0.5 ulismi)-
v timidina acarrsadora {20 ugs/ml), para medir la sintesis en-

crecimiento vegetativo o0 en esporulacisdn respectivaments.

Para cada casc se tomaron muestras (1 ml) a intervzlos.

ks - £ = e B R BT b e m

Cizhas musstras fuerorn fitadas en fzido triclarsacic o=
. 2 + 5o, 5 5 - ; ; . .
TTRY Ll mi, 127 £ v, se deraron Yeposar sIr 30 ninuscs o -



hielo/agua y fueron filtradas con succidn, por filtros de fi-
bra de vidric (Whatman GF/A 2.4 cm, 1.2 micras de poro). Lcs
filtros fueron lavados con TCA (10 ml, 5% p/v}i v con etancl -
(10 ml, 96%), secados por una hora a 80°C y transferidos a --
viales de vidrio conteniendo liguido de centelleo (Permaflucr
en tolueno, 5 ml). ILa radiactividad se contd en un contador-
de centelleo liguido Packard TriCarb 3255 utilizando el m&du-~

io para tritio.

Sintesis de RNA.

Esta fue seguida de una manera similar a lz anterior, uti
lizando 0.5 yCi/ml de °H uridina en uridina acarreadora - -

{20 yy/ml,, va sea en TH o en ME.

Sintesis de proteinas.

Fue llevada a cabo similarmente, utilizando (SH)—metiong
na {0.5uCi/ml) en meticnina acarrs=adora (20 i g/ml) vy s R
lsucina en leucina acarreadora (20 ug/ml), tantc en CH como -

an ME.

4.4. Sintesis de DNA en c&lulas toluenizadas.

El mé&tcdo es el descrito por Matsushita vy Suecka (1374).

El cultive {10 ml) de c&lulas a2 estudiar fen estado vate

tative o en proceso de esporulaciin’ se centriIuzb, se suspen
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316 en sclucifn amortiguada de fosfatos (1 ml, 72 m4 pH =
7.4) v se le agregd teclusno (10pl). La suspensidn de c&ly--—
las se agitd levemente por 10 minutos y se dejd reposar 5 zmi-

nutos a 4°C.

Con estas c8lulas asfi tratadas se estudif 1z replicacisn
del DNA en presencia del inhibidor, ceclocandoe C.1 ml de iz --
suspensidén celular en 0.4 ml de mezcla de reacciln, guedando-
la mezcla final en solucifn amortiguadora de fosfatos {70 mi,
pH = 7.4); Mg804.7H20 (13 mM); ATP {(I.3 mM); &GTp, dCTP, =~ -

GATP (33uM) ; 2-mercaptoetanol (2mMj ¥ 2uCi/ml ae myare. -

-

El sistema se utilizd tomando muestra (5C microlitros) -

cada 10 minutos por 30 minutos.

La reaccién se pard agregando DNA de espsrma de salmsSn —
£200 mg) vy de TCA frio {2 ml, 10% p/v}. Se deid reposandc en
hielo por 30 minutos y cada muestra Zue filtrada con succifn-
sor filtros de fibra de vidrio (¥hatman GF/A}. Se lavarcn -——
tos filtros con TCA (5 mi, 5%) y etansl (5 mi, 263). Se s=cz
ron los f£iltros a 80°C por 60 minuteos y se conzaron por ra- -
diactividad en viales de vidrio gue contenian Permaflucr en -
+tplueno {5 mi}, utilizando el contador de centelleg licuilz -

Packard TriCarb 3225, utilizando el m&dulo para tritio.



2.5, Obhteno:®n de Bacillus subtilis resistents a2

novobicoina,

Se inoculd mzna coloniza de Bacillus subtilis NiT en BHIB-

1" v se incub® a 37°C con agitacidén hasta obtener una den

3 mil
sidad Sptica {a 629 nm) de 2.8 y se le afiadib entcnces EMS --
3 Se deis incubandc = 37°C con agitacidn por 2 horas.
B2 cultivo se centrifugd a 3020 rpm por 10 minutos, se lavd -

e

con ¥E (3 ml) v se resuspendid en nueve ME (1 ml) gue conte--

»

nfz glilucosa (0.2%].

IR

Se incubd pcr 3-4 horas za 37°C y postericrments alicuo--
tas de esta resuspensidn fuersn plaqueadas (0.1 mi} =n cajas-
petri con Agar nutritivo conteniendo triptofano {(2& ¥g/ml), -
timidina (20 pugs/ml} y novebiccina (10 ugsml). Las cajas se -
incubkaron por 48 horas a 37°C. Las colonias obtenidas se re-
sembraron en cajas con Medioc ¥Minimo (ME + 0.2% glucosa + 2% -
agar) , Medio minimo con triptefano (20 pg/ml) y timidina -~ -
{28 pgs/ml} ¥y Agar Nutritive con novobiccina (10 ug,/m=l), para-

-
i

prohar los marcadores auxctrfficos de la cepa silvestre.

Las colonias gue creciercn en medio minimo con ambos fac
tores de crecimiento, en Agar Nutritivo con novobicoina y gue
no crecieron en Medio Minimo sin aditamentos, fuercn orobadas
en su capacidad de esporular v se seleccicnaron las gue mos——
trarcn alto fndice de esporul=zcidn en presencia del iIzhibidor.

Dichas capas fuercn licfilizzz=zs.
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2.6. MBtodc Je transiuzzidn medizda por el fazc PBRS-1.

Los lisades transductantess se prepararon Come s reportd
en Ccote {1872}, adaptado 2= Xaramatz v Gross (197¢). Para -

la transduccidn se emple& =1 método &= Takahashi {1363).

1) Cbtencifn fe lisaizs.

Se sembrd una coloniz Z=2 la cepza a analizar en BHIB (10-
nilY, se dejs crezer toda la noche en agitacifn a 37°C. A~
iz mafiana siguiente se obsserT5 al microscopic hastz gue pre—-—

-

sentaron movilidzZ las bactsrias. Se tord una porcifin del --—
cultivo (0.3 ml} v se incuk® en nueve BEI (10 ml) a 37°C, —-—
con agitacidn por una horz; se afiadid sntonces una solucidn -
del fago (0.03 1" incubandz por 6-8 horas con agitacidn para
finalmente dejar reposar a ts=mperatura ambiente hasta el dia-
siguiente. Entonces se centrifugd 10 minutos a 3650 rpm, se-
tomS el sobrenafznie al gue se l¢ agrest cleoroformzs (8.5 ml)

-

v se almacend en el refrigeraZor hastaz su usoc.

0y

4.7 Mapeo cendtico por transducsiin mediada rox ol

fago PBS-1. Cepzas I2 Bacillus subtilis wuwtili-
zadas: B 944 (Cvsd purd trrl2) BD 112 {cvsl:

fios -y —

GSY 1C2I f{purd his Z).

——— o= -,

Se hizo crecer cualesguiera de las czepas en BEIB (3 mil-

temands una coloniz a partir Ze agar BEI, se «nfukf 2 3778 ==

(3 1
I
[$.43
'j
W
fu
n
[1]]
o
by
[}
i}
8}
<

- >
con agritzeidn por

-

— e e e S - ;> Sm?
gue presentara morilidad. 2= o<oamf unz porsidin del Zulsl
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) ; se Le agregdb el lisade de 1z cepa a analizar ---—

r X -

2 m1), tomande ademéds ofra porcibn del cultivo (2 ml) ccmo -

testigo de esterilidad y de marcadores auxotrdfiicos.

Se incub®& =n agitacidn por 30 minutos a 37°C, se centri-
fugd y lavd 2 veces con ME {3 ml cada vez). Se resuspendif -
el botdén en ME {1 ml) y se plaqued en czajas de medic minimo-
{0.1 ml) con los factores de crecimiento adecuados para la seg
lecoibén. Las cajas se incubaron por 24-48 horas a 40°C. Las
colecnias obtenidas se volvieron a resembrar en el medio mini-
mo con los mismos factores, para comprebar su estabilidad ge-
nética; se volvieron a incubar las cajas 24 horas a 40°C y se
resembraron en Agar nutritivo conteniendc novobiocina (104ug/
ml}. Se incubaron las cajas por 24-48 horas a 40°C y se con-
£% el nlmerc de transductantes resistentes a novobiccina, pa-
ra determinar el % de cotransduccibn entre los marcadores se-
leccionados y la resistencia a la novobiccina, en el cromoso-

ma de las cepas resistentes.

Inhibidores.

Se utilizd novobiocina de la marca Sygma. E1 Scide oxo-

1fnico fue donadce por Warner Lambert Co. T.S.A.

i e &

4.8. Preparacidén de extractos prot€icos radiactivos

de Bacillus subtilis en esporu.zcién.
{Adaptado de Jenkinson, 1981).

-

Una pcreoifn de un cultive esporulantecon v sin iznhibi--
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bidor, {1 mi} se incub8 a 37°C en agitacidn con (33 8)-metio-
nina (10 microCi) por 15 miInutos en 1zos pericdos e 10-25 mi-
nutos, de 60-75 minutos y 120-130 minutos despu&s de la resus
pensidn. Las cé&lulas fueron centrifugadas, lavadas con NaCl

1M y resuspendidas a 40°C por 20 minutos en buffer de lisis -
{0.08 ml) gue contenia Tris/HC1 (50 =¥, pH-8.2; E07a (2w ; —
PMSF (0.3 mg/ml}; lisozima (2 mg/ml}. La suspensisn fue en--
tonces calentada a 80°C por 15 minutcs agregando "cracking --—
puffer" (0.012 ml) con CHES/NaOH (5=,pH = 9.8), 5DS (2%,5 v},
2-mercaptoetanol (60 mM), glicerol (15%, v/v)y azul de brocmo-
fenol {(0.085%, p/v), se centrifugd a 3000 rpm por 3 minutcs v
una porcién (5 ml) fue contada por radiactividad, mientras --
gue se determind la cantidad de proteina presente a una por--

cibdn (10 u1l) del extracto por el méicdo de Lowry modificadc.

4.9 Electroforésis en gel de SDS-poliacrilamida vy

flnorografia.

Las proteinas fuerorn separadas por electroforesis vesti-~
cal en gel de SDS-poliacrilamida por el método ée Laemmli v -
Favre {(19272}). El gel serarador contenia 15% (p/) de acrila-
mida vy 0.4% de N, N-metilenbisacrilamida, el gel concentragcr
contenia 3% ¥ 0.13% respoctivamente. Das mueasiras fueron oz-—
lentadas a 62 °C por 1 minuto antes 3= ser colczadas en el ~-
gel i(para la cantidad de muestra agregada, se iguzld la ezntl

4z2d de 2w oor mueskral.
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El gel concentrador fue preparade con Tris/HCI {62 mM,

pE = 6.8), el gel separader con Tris/HBHCI (187.6 mM, pH = 8.8).

By

El buffer de electrodo contenia Tris {0.6%). L-glicina
{€.288%) y SDS (0.1%) p/v. La corrida se llev§ a cabo por 12

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

(4]

est&ndares de peso molecular, AlbGmina sérica bovina (67000),
Inhibidor de Tripsina (24008), pepsina(34700) y Lisozima -’ -
(14000). Los geles fueron tenidos y fijados con azul brillan
te de Coomasie (0.25% p/v) en metanol (45.4% v/v) y &cido acé
tico glacial (9.2% v/v) en agua destilada, por 1 hora y deste
fiidos toda la noche en etanol (30%)y &cido acético vy {10%) en—-

agua.

Las bandas prot&icas marcadas con 35S—metionina, se ob-~-

dak X-Omat K xK-1) colocandc el gel secado en contacto con la
pelfcula por 1 semana o mds cuando fue requerido. La pelicu-
ia £fue revelada y fijada con ligquidc para revelado &s pelicu-

las de Ravos X (Kodak).
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5.— RESULTADOS

Los experimentos de Mandelstam y coiaboradores {1971) --
con bacterias auxStrofas a timina, estaklecieron la relacibn-
existente entre replicacidn del DNA y la induccidn a2 la espo-
rulacifn. Mostraron que, en c€lulas inducidas a esgorular, -
la replicacidén crcmosomal debe completarse para permitir que-

la esporulacidn prosiga.

Después Dunn et al (1978) mostrarom gue el HPUra, inhibi
dor especifico de DNA polimerasa III, detenia la esporulacidn
si el inhibidor se agregaba en el tiempc en gue la esporula--
cién era inducida, y la poblacién celular escapaba progresiva
mente del efecto del inhibidor al tiempe =2n que las células -

terminaban la replicacién del cromosoma {a los 35 minutos de-~

induccidn) .

-e  «

Se utilizaron posteriormente otros inhibidores gue habian
mostrado un efecto preferencial sobre la sintesis de DNA, los

inhibidores de la DNA girasa.

En estudios comparativos de estos inkibidores y EPUra en

la esporulacién de Bacillus subtilis, los resultados mostra-—-—

ron que la inhibicidn de la esporulacién por inhibidores de -
girasa no era debido a su efecto sobre sintesis de DNA. En -
cambioc, se sugirif gue la inhikicifn era resultadc del efecto

sobre sintesis de proteinas, al medir la sintesis general de-



148
()

proteina y la actividad de ciertas enzimas ligadas al procesc.
Debido a la inhibicién preferencial de la aparicidan de algu--
nas enzimas peroc no de otras, se sugiril que la actividad de-

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

nes pero no de otros (Vizquez y Mandelstam 1982).

Por tanto, la evidencia sugiers gue la inhibicidén de la-
esporulacidn causada por los inhibidores de girasa podia ser-
debida a un blcgueo parcial de la sintesis de RNA y como con-—
secuencia, de la sintesis de proteinas. Ello podria explicar
gue la esporulacién sea detenida al no proseguir la secuencia

bicguimica de eventos.

Partiendo de estos antecedentes, se continuaron los estu
dios del efecto de la novobiocina sobre el crecimiento vegeta

tivo y la esporulacidn de Bacillus subtilis, principalmente -

sobre sintesis de RNA.

5.1. Efecto de la novobiocina sobre el crecimiento

vegetativo v en esporulacifn.

Células en crecimiento exponencial en Medio de CH fuerao=
expuestas a novobioccina {10 u g/ml} cuando se encontraban a unz
D.0. de 0.1 (a2 600 nm). Se tomaron muestras a intervalos Je -
43 minutos por 4 horas. Los resultadcs revelarcon una dr&st-c:z

inhibicidn del crecimiento celular en el cultiveo iratado. EI-

cultivo sin inhibidor mostr$ una curva logarftmica de cregzi- -
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miento con un tiempo de generacidn de 33 minutos. (FIGURA 1).
Las c&lnlas tratadas, observadas al microscopio, tenian una -

apariencia deforme, con pliegues y alargamiento notorio.

Al agregar novobiocina (10u g/ml) a un cultivo resuspen-
dido en ME, ¥y midiendo la D.0. del cultivo a intervalos de 1-
hiora por 8 horas, se observé& en las c&lulas tratadas una muy-
ieve.disminuciﬁn del crecimiento en relacidn al control. (FI-
SURA 2). Al observar el cultivo tratado al microscopio, las-
cé#lulas exhibfan alargamiento notorio, pliegues v deformida--
des, asi como agrupamientcs irregulares. Las c&lulas del cul
tivo contxrol mostraban a las 8 horas de resuspensisn en ME un
fndice de esporulacidn del 290%. Las células tratadas no mos-

traban presencia de esSporas.

Se procedid a estudiar el efecto de la novobiocina sobre
ia sintesis de &dcidos nucl&icos y proteinas en el crecimiento
vegetativo de la cepa NiI.

3

5.2. Relacidn entre el efecto de la novobiocina y las

sintesis de DNA, ENA v proteinas en crecimiento
vegetativo de Bacillus subtilis.

C&lulas en crecimients exponencial en CH fueron expuestas
2 novobiccina {10ug/ml). Para medir sintesis de DNA se aRa-
216 al cultivo { Hlmetil timidina {0.5uCi/ml) en timidina --

acarreadora {20 u g/ml).
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Para medir sintesis de RNA, se anadid G uridina - -

{0.5uCi/ml} en uridina acarreadora (20 ug/ml).

Para medir sintesis de proteinas, se anadid CBH)(metiong

na (0.5 3 Ci/ml) en metionina acarreadora (20 ug/ml).

Los marcadores se anadieron al momentc de agregar el in-

hibidor v se tomaron muestras cada 15 minutos midiendo cada -

vez la D.O. de los cuitivos.

Se relaciond asfi la actividad especifica del inhibidor -
contra el tiempo (en forma de porcentaje de incremento de - -
cpm/incremento en crecimiento celular), en crecimiento expo-—-

nencial para cada sintesis medida.

La Figura 3 muestra que la sintesis de DNA es la m&s - -
afectada por la presencia de la novobiocina en relacifn al -~
crecimiento celular, dato que corrcbhora los reportes de novo-
biocina comoc inhibidor preferencial de la sintesis de DNA. ~-
Las sintesis de RNA v proteinas se ven menos afectadas en re-
lacifn al crecimiento celular. Las células tratadas con el -
inhibidor son incapaces de dividirse aungue llevan a cabo - -

cierto grado de sintesis de protefinas.

5.3. Efecto de la novobiocina en sintesis de DNA, RNA,

¥y proteinas en esporulacifn de Bacillus subtilis.

El efecto de la nvobiocina también se determin® en cSlu
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las inducidas z esporulacifn. Cuandc se agregd al inicio del
proceso esporulatorio, se cobservd gue la cingtica dz sintesis
de DNA era s8lc retrasada, llegando a niveles de cuentas simi

larses 21 cultiveo tratado v 21 control después de 3 horas (FI-

La cinética de sintesis del control fue mids activa desde
el principic y decrecid, mientras gque el cultivo tratado mos-
tr%d una cinética menor inicial, la gue después se incrementSs.
Estes resultade es similar al obtenido anteriormente por V&z--

guez v Mandelstam (1982).

Midiendoc sfntesis de RNA en las mismas condicicnes, se -
cbserv$ una inhibicidn parcial aungue muy notoria después de-
3.5 horas. La cinética de sintesis del control decrecis des-
pués de 3 horas. La curva del cultivo tratado muestra gue la

sintesis fue afectada desde su inicio (FIGURA 5)

La sintesis de proteinas en esporulacibn se vi& menos —--—
afertada que la sintesgsis de RNA. Existid un bloguec parcial-
en la sintesis lo gue podria explicar gue la esporulacidn sez

detenida al no proseguir la secuencia de eventos. {FIGURA §6).
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En los estudios realizados por V&zquez y Mandelstam -~ -
{1982) se habia determinado el efecto de HPUra, &cido oxolini
<=0 y novobiocina sobre la sintesis de proteinas en esporula--—
£idn, agregando los inhibidores al inicio de la induccidn de-
Ia esporulacidn o en los tiempos de escape del proceso a cada

Inhibidor {ya definidos en la Introduccidn).

Ellos reportaron gue la sintesis de protefnas se vis me-
nos afectada segfin se agregaban los inhibidores a tiempos mis
cercanos a sus tiempos de escape respectivos. Particularmen-
te, al agregar novobiocina a tO' la sintesis de proteinas se-
veia inhibida fuertemente, en cambio al agregarla a t90’ el -

efecto habfa desaparecido.

Para complementar esos estudios, se efectuS un experimen
to de medicibén de sintesis de RNA en esporulacifn, agregando-
la novobiocina a 0,30, 60 y 90 minutos de inducida la esporu-
lacidn y midiendo en cada caso la sintesis por 90 minutos, to

mando muestras a intervalos de 15 minutos.

Los resultados revelaron que, conforme se agregd el inhi
idor a tiempos m&s cercanos al tiempo de escape, la inhibi--
2idén de la sintesis de RNA fue cada vez menor, desapareciendc
el efecto de inhibicidén préacticamente desde t60' Esto se ob-
serva claramente en la Figura 7 a) b} ¢} en la gue se puede -

zzmparar la inhibicidn de la sintesis de RNA a t, con lzg zi-

n8ticas de sintesis de t30 v tSO' La curva de t9@ no se muas
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El cultivo contrxzl ¥ el

~50" 2

cultivo tratado llegaron a mostrar cantidades similares de -~

tra por ser muy similar a la de =«

cuentas a t Estos resuitados indizaban que &1 ssca-

60 ¥ Tog-
pe al efecto de la ncvyobiocina tendia al comsortamientz nor—-

mal de las cé&lulas.

Para probar gue esta dismirucidn del sfecto de a novo--
biocina no era debhida a un efects causado por cambios e per-—
meabilidad de las c&lulas durante el proceso esporulatoric, -

se utilizd un sistema de sintesis de DNA sexi in vitro, con -

ciélulas permeabilizadas por tratamiento con toluenc.

5.4. Efecto de Novobiogcina sn sintesis de DNA de

células en esporulacifn tratadas con toluenc.

El tolueno disuelve a los 1fpidos de Ia membrana celular,
crzandec huccos y permitiendo &€l paso libre de mol&culas en —-

las cé&lulas.

Egte sistema utiliza la maguinaria celular de replica- -~
cidn del DNA, cuandc se ahaden Sescxiribonuclesdtidos, 272 y -
iones Mg, ¥ pernite evaluar el efecto del inhibidor dentwo de
la célula. En este tipo de sistsmas sflo pueden hacerse estu
dios sobre sintesis de DNA, ya zZ=2 las macrcooléculas -nvolu~
cradas no salen de la célula. XNz es efectivo para sintesis -

T &

£

[
99

de INA vy proteinas (Matsushita y Suecka Y
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Tomando cé€lulas de 0, 30 y 60 minutos de inducidas a es~
porular, trat&ndclias con tolusnc y agregidndolas a una mezcla-
de reaccifn conteniendo 4TTP tritiado, se determind gue gl --
efecte de la novobiocina era menocr seglin transcurria ei tiem-
po de la induccifn, independientemente de la permeabilidad ce

lular {Figura 8).

Puede observarse en células de to una irhibicidn total -
de la sintesis de DNA en relacidSn con el control (8a) gue si-
mostrd actividad sintética. Con células de tBD Yy tG@’ exis—--—
tid una cinética de sintesis muy similar, a juzgar por las --

pendientes ascendentes en ausencia y presencia del inkhibidor-

¥ una notoria diferencia con las c&lulas de to.

Para poder estudiar los posibles cambios en la composi--
cidn protéica de las c&lulas tratadas con inhibidores de gira
sa, y con fines de comparacidn, se buscé la manera de aislar-
mutantes de la cepa silvestre resistentes a la novobiscina., =~
Elic podia ayudar a ampliar nuestra informacidén sobre la posi

ble funcidn de la girasa en la esporulacién.

irigid a la obtencidn de evi--

£

Por tanto, el trakajo se
dencias mis claras de gue la DNA girasa podrfa estar invelo—-

crada en la transcripcifSn de genes, algunos de ellos esencia-

=

.es al proceso de esporulacidn, utilizando para ellc una t8c-

]

¥

ndirecta, como seria la electroforésis de extracios pro

2

1
§tr
Fedo

xoa

teicos de la cepa silvestre y de mutantes resistentes 3 ia n

A
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vobiocina derivadas de la cerz silvestre, inducidas a esporu-

lar en ausencia y presencia del inhibidocr.

5.5. Obtencidn de mutantes resistentes a novobioccina

v su seleccidn.

Esta parte del trabajo exserimental, asi como la de ma--
peo genético (vista mis adelante) se hizo &n colaboracidn con

la Profra. Biserka Sveshtarova Pekarkova.

La obtencidn de mutantes resistentes a novobiocina a par
tir de la cepa NiI se realiz?d rconiendo en contactce un cultivo
de é&sta con el agente mutagénico EMS (Etil-metil sulfonato), -
‘agente alquilante de bases nitrogenadas. Posteriormente, se-
lavaron las c@lulas v fueron transferidas a ME con §.2% de -~
glucosa para permitir‘la expresidn del nuevo fenotipc. Final
mente se plaqued de una suspensidn de esas células ern Agar Nu

tritivo adicicnade de novobiccina (10 ugimld.

- » =

Se obtuvieron varias colonias resistentes a noveckiocina.
Esas colonias tambidn creciercn en medic minimo adicicnado de
timidina y triptofano (20ugs/xml}) v no crecian en medic minimo

sin esos factores.

=
X!
=3
1
o
Q
©
o
®
i

sporulacidn similar 2l zoantrcl pers an pr
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gsencia de novcbiocina (Control = cepa silvestre).

2) 8Sintesis de DNA en crecimiento vegetativoc en presen-

cia de novobiocina.

Finalmente se seleccionaron a 2 de las mutantes aisladas,
rues fueron las de comportamiento m&s estable considerando —--

Ics criterios antericres. Se denominaron MiI-3 y¥ NiIi-9.

Esas cepas mostraron una velocidad de crecimiento simi--
Iar al control, en CH sin inhibidor (33 minutos tiempo de ge-
neracidn). Su tiempo de generacifn se vio retrasado en pre--—
sencia de noveobiocina {10 ¥ g/ml) siende en estas condiciones-—
de 45 minutos. BAmbas c¢epas, al ser inducidas a esctorular en-
presencia del inhibidor presentaron indices de eszorulacidn -

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

La presencia de 8cido oxolinico {100 yg/mil) inhibid la -
escorulacisn de la cepa silvestre y de las mutantes resisten-—
tes a novebioccina en forma total, viéndose las c&lulas al mi-

croscopio en agrupamientos irregulares v lisadas, en los tres

La resistencia a la ncvobiocina y la sensibilidad al &ci
dc oxolinico comprobd la especificidad de accidn de cada inki

bidor de girasa.
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5.6. Estudio del efectc de la novcbiocina sckre la
sintesis de DNA, RNA v proteinas de las mutantes

resistentes a novgbiocina, en crecimisnto

vegatativo.

Este estudio, comparativo con el realizadec con la cepa -
Nir fue efectuado de igual manera (ver piginad4 <= Resulta--

dos) .

-

Las curvas de sintesis de DNA, RNA y proteinazs en prese:z
cia de novobiccina en las mutantes resistentes a Ia novobiocl
na fueron diferentes a las observadas en la cepa silvestre, -

esto es, la inhibicidn fue mucho mencr en las mutantes,

.

En la Tabla I se muestran los % de inhibicifn de la sin-

tesis de DNA, RNA y proteinas de la NiI, NiI-5 y NiI-9,

5.7. Efecto de novobiocina sobre sintesis d= TNA, RNA v

prcteinas en esporulacidn. de las mutantes resistentes.

La cinética de sintesis de DNA se vioc similarmente afec-—
tada en la mutante NiI-5 vy en el contrel (NiI). = mutante =
NiI-9 no mostrd ninglin efecto sobre sintesis de IXN& en presez

cia del inhibidor. (Figura 9).

En sintesis de RNA, las mutantes presentarcn una inhikbi-
i%n parcial perc no tan severa a la suirida por .2 cepa sii-
vestre, en presencia de novebiocina. (Figura 10 . Za mutanz:

NiI-5 mostrd una peguefia inhibicidn Surante el inicios de 1z -



TABLA 1.

7> DE INHIBICION POR NOVOBIOCINA EN SINTESIS

DE PROTEINA, RNA ,Y DNA EN GRECIMIENTO

EXPORENCIAL DE Kil, Nil — 9nov Y Nil— Snov

. PROTEINA

RNA DNA
Nit 56.9 59.2 91.0
Nif- 5 nov 37.6 23.7 <10
Nil-9nov 277 21.3 29.9
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esporulacidn, y la cepa XNiI-9 parecid recurerarse aproximada-

mente a partir de los primeros 60 minutos.

En cultivos en esperulacidn ée las mutantes resistentes,
el control Nil mostrd mayor sensibilidad al inhibidor gue las
mutantes, en sintesis de proteinas (Figura 11), siendo simila
res estas grdficas a las obtenidas para sintesis de RNA en —-

las mismas condiciones {(Figura 10).

P ']

Se decidid probar gue la resistencia al iInhibidor en las
mutantes no era debida a cosibles cambios er la permeabilidad
celular, o sea, a una mutacidén en la permeabilidad. Por esto,
se realizd una vez mds, el estudio de sintesis de DNA en pre-
sencia de la novobiocina en células toluenizadas, ahora de --

las mutantes resistentes creciendo wvegetativamente.

Los resultados, ilustrados en la Figurz 12, mostraron --

una clara resistencia de las mutantes a la novobiocina.

Con esto se tenfa un indicio muy bueno de gue la resis--
tencia de las mutantes seleccionadas era una resistencia cong
titutiva expresada por el gene ccdificante para la subunidad-
B de la girasa. ZEsto habria de comprobarse por medic del ma-
peo genético de la resistencia a novcbkbiocina de las mutantes-~

{v8ase mis adelante) .

Para mostrar que la novobiocina v el &cidzs coxolinics - =

afectan diferentemente la actividad s la girasz, se efechua-
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ron algunos excsrimentos usando el &cido oxolinico.

-

Ya mencicnamos el efecto gue sobre la esporulacitn de la
cepa silvestre w las mutantes tiene el &cido oxolinico. En =
todas ellas, se cbservd una inhibicidn total del proceso espgc

rulatorio. .

La sintesis de RNA en crecimiento vegdetative fue dridsti-
camente inhibida por el &cido oxolinico (10 pg/ml} en la cepa
NiI. En cambic, en esporulacidn, la sintesis de RNA se vio -

s&lo parcialmente inhibida.

En sintesis de DNA en esporulacién de la NiI ¥ la NiI-9-
se observd el mismo grado de inhibicidn, mayor al 50%, después
de 3 horas. {No se muestran grédficas}. Estos resultados in-
dican gue la subunidad A de la girasa y la subunidad B aparen
temente tiener funciones diferentes en crecimiente wvegetative

y en esporulaciin.

5.8. Mapes genético por transduccién mediada por

el £ag0 PBS-1.

Uno de ics m&todos mds utilizados para el marpes genéticc
de racterias es 21 gque aprovecha el fenSmeno de transduccidn,
asf{ liamadc rues involucra el transporte de DNA de un organis

aT

mo a otro por = agente intermediario.

Algunas ceras de bacteribSfagos, come el PBS-1 en Bacill..

S
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subtilis producen una transduccidéz generalizada en la cual --

puede ser transferideo cualguier gene bacteriano.

La célula donadora es infectada y lisada per el fago. -
En algunos casos la cipside del £ago engloba parte del cromo-
scma bac¢teriano, generalmente del mismo tamafiic del cromosoma-
del fago. Esta particula transductora se libera junto con --
la demis pregenie del fago y es capaz de infectar a una segun
da bacteria. El1 DNA de esa partificula, que comparte una se- -
cuencia homdloga con una porcidén del cromoscma de la cé&lula -
infectada {(receptora} puede ser insertado en el cromosoma re-
ceptor. Por tanto, la transduccidn generalizada permite a ge
nes de la cepa donadora reemplazar genes en el cromosoma de —

la cepa raceptora.

Si 2 marcadores son cotransducidos (transportados) con -
alta frecuencia, se considera que estin cercancs en distancia,
en cambio si nunca cotransducen © lo hacen con minima frecuen
cia, estan separados probablemente por una longitud de DNA --

tan larga como el cromesoma del fago © mayor.

La frecuencia de cotransduccidn estid inversamente rela--
cionada a ia distancia entre los genes. Asi, si los marcado-
res estdn muy cercancs, serin transducides juntos casi siem--
pre y su frecuencia de cotransduccifn se aproximard al 100%.-
Si, por el contraric 2 marcadores no son inclinidos en el mis-

s

mo fragmenitc del DNE transductan<e, su frecuencia de cotrans—
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duccidn seri de 0%. {(Goodenouch 1980).

El gene novAdA, gue codifica para la subunidad B éde la DNA-
girasa, ha sido mapeado en la regidén del cromosoma de Bacillus

subtilis entre los genes cysA v purdA. (Camnosi, U-Mazza &. 1974,

referido por Suginc et al 1980 ¥ Vézquez-Mandelstam 1582). -~ -

{(Figura 13).

Se efectud la transduccifn con las mutantes NiI-5 y NiI-9
como donadoras y cepas receptoras auxbtrofas para leos marcado-

res cisteina y purina {(en los genes cysZ ¥ purA) para determi-

nar aproximadamente la distancia entre lz mutacibdn sufrida en-
el gene novA Yy esos marcadores, si es gue la mutacifén se loca

lizaba en el gene novA.

El mapeo confirmb gque la resistenciz a la novckiccina en-~
las mutantes estaka localizada en el gene novA, gue codifica -
para la subunidad B de la girasa, la que debfa haber sufrido -

una modificacifén que la hacia resistente 2l inhibidor.

La Tabla IT resume la informacibn de cepas utilizadas co-
mo denadoras v receptoras, la seleccifn ror marcadores v los -
valores de cotransduccidn obtenidos. Lz Zigura 14 muestra las
distancias aproximadas aproximadas determinadas para 2. gene -

novad resistente de las mutantes.
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FIGURA 13

CROMOSOMA DE BaciiiLus suBTILIS: REGION DONDE SE MAPEA A NOV A,

FIGURA 14
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TABLA I

CEPA SELECCICN 4
DONADORA RECEPTORA DE MARCADCRES COTRANSDUCCION
Q B 944 (cysA, PurA PUR" NovR 18
TRPC2)
pur’ cys® novR 97
NiI-5 BD 112 (cys A ) cvs® nov' 50
(THY"TRP™NOVD) 55y 1021 (PurA PUR" NOVR 20
H1sB)
@ B 944
(cysA, Purf, TRPC2) PURT NoVR 21
pURT cyst novR 97
N1I-9
BD112 {cysA)
cysT  novR 45
(THY TRP NOV®)
sy 1021
PURT NovR 18

(purA H1sB)
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5.%. Cbtencifn de patrones electroforéticos de la cepa
NiIl v la mutante NiI-9 a diferentes tiempos de

induccién de la esporulacidn en ausencia.y

presencia de novobiocina.

Para pcder estudiar los posibles cambios en la composi-—-—
cidn protéica de células en esporulacidn tratadas con novobio
cina, se hicieron extractos proté&icecs de las cepas Nil y NiI-%
a diferentes tiempos de inducida la esporulacién mediante pul
sos de 10-15 minutos con >°S-metionina. Los pulsos fueron en

tre los periodos 10-20, 60-70 y 120-130 de inducida la espora

lacifn, en ausencia y presencia de novobiocina (10 upg/ml).

Se buscaba la aparicidn o desaparicidén de aiguna o algu-
nas proteinas preferencialmente afectadas por la presencia de

ia novobiocina en la cepa silvestre, s=nsible al inhibidor.

La Fotografia 1 contiene las siguientes muestras por ca-—

rriles:
a) NiI 10-20 e} Nir-g 10 - 20
b) NiI + NOV 10-20 £} NiI-9 + NOV 10-20
¢y NiI 60-70 g} NiI-9 60~70
d} NiI + NOV 60-70 h} NiI-§ <+ NOT &80-70

El carril d) muestra la desaparicidn de por 1o menos 5 -
croteinas que se encuentran en todes los demds carriles del -
mismo tiempo v la aparicifn de una dgkle banda gue se ve muy-

tenue en el carril <.



FOTOGRAFIA 1

Patrones proteicos de N.I. y N.I-%, de 10-20 y 60-70 minutcs
de induccifn de la esporulacidn, en ausencia ¥y presencia de-

Carril cepa Inhibidor Tiempoe
a) N.I 10-20
b) N.I + NOV 10-20
c) N.I 60-70
d) R.I + NOV 60-70
e) N.I-9 10-20
£) N.I-9 + NOV 10-20
q) N.I-9 60-~-70

h) N.I-9 + NOV 60-70




T& .

La Fotografia 2 muestra en los carriles las sigulentes -

muestrass: -

a) NiI 10-20

b} NiI 120-130

c) NiI + NOV 120-138-
d) NiI-9 120-130

e) NiI-9 + NOV 120-130
£) NiI e0-70

g) NiI + NOV 60-70

El carril a) muestra varias proteinas que no fueron sin-
tetizadas 2 horas después (comparandc con el carril b), pero-
no tiene varias proteinas que son sintetizadas en gran cankti-
dad posteriormente. (Proteinas que deben ser esporulacifn es
pecificas, ya que tambi&n se presentan en los carriles 4) y -
e&}. El carril c) de c&lulas blogueadas para la esporulacidn,
muestra la falta de algunas protefnas vy la mencr sintesis de-~

otras.

El carril f£) muestra varias proteinas gue nc se ven en -
b}, por lo que puede pensarse en proteinas gue aparecen en la
Btapa I que después ya no se sintetizan, asimismo el carril -
g} muestra la ausencia de proteinas, lo que podrfa explicar -

gue no puedan proseguir el proceso esas cZlulas.

Se intentd un cdlculc aproximado de los Pesos Mocleculza--
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Fotografia 2

Patrones protéicos de N.I y N.I-9. Comparacisn de diferen-
tes tiempos de induccibn a la esporulacidn 10-20, 60-7C y-
120-130 minutos, en ausencia y presencia de novobiocina.

Carril Cepa Inhibidor Tiempo
a) N.I 10- 20
b} N.I . 120~-130
c) N.T + ROV 120~-130
a) N.I. - 9 120-130
e) N.I. - 9 + WOV 120-130
£) N.I 80~ 70
g}l N.I + NOV €0~ 70
£ N.ZI 60—~ 70(mayor 4nguloc de in-

g') N.I + NOV 50— 70(c31naciéni )
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6. DISCUSION

Se ha wvisto que la sintesis de DNA es un reguerimientc -
esencial para que la esporulacidn se lleve a caks. Esto se -
ha demostrado en células auxdtrofas a timina inducidas a espo
rular, privadas de ésta (Mandelstam et al 1971}, v utilizando
HPUra, inhibidor especifico de sintesis de DNA {punn et al --

1978).

Para ampliar el estudio del efecto de otres inhibidoxes-—
sintesis de DNA, Vizquez y Mandelstam utilizzron a los in-

de
hibidores de girasa.

En su estudio del efecto de estos inhibidores scobre la -
esporulacidn, mostraron que la inhibicidn del proceso debida-
a estos irnhibidores no estaba relacionada con el blogueo €& -
sintesis de DNA. La evidencia apuntaba hacia un efecte ez la

sintesis de RNA, es decir, schre cranscripcién.
Este trabajo experimental sugisre un mecanismo similzar.

La sintesis de RNA se vid blogueada parcialmente al agre
gar la novobiocina desde el inicic de la esporulacidn, al -~ -
igual que la sintesis de proteinas. Esto explicarfa el efzsc-
to inhibitorio sobre la esporulacidn, va gque no permitirfa lz
continuacifn de la secuencia primaria de eventos bioguimi-zs,

al afectar al azar proteinas especificas del prozeso.
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Sin emkbargo, al agregar el inhibidor a diferentes tiem—--
zos de inducida la esporulacidn, se observd una progresiva re
sistencia a su efecto scbhre la sintesis de RNA y proteinas. -
Esto nc era Sebido a alguna alteracidén de permeabilidad celu-

Ia», va que s2 obtuvo similar resultadec con cé&lulas de dife--

rentes tiempos de induccidn tratadas con tolueno.

La evidencia obtenida de que conforme transcurre el pro-
caeso las c€lulas son mencs sensibles a los inhibidores de gi-
rasa sugiere gque 1) la funcidn de la DNA girasa es diferents
ex células en crecimiento vegetative y en células en esporula
cidn, al comparar los diferentes efectos de los inhibidores -

e~ cada casc 8

2} Podria existir una girasa diferente a la encontrada -
en células vegetativas, menos sensible al inhibidsr, que pu--
Giera ser sintetizada en las etapas iniciales del procesoc es-
perulatorio, lo que sugeririd un mecanismo por el cual la ac-
tividad de girasa estuviera implicada en la regulacifn de la-

esporulacidn.

La obtencidn de mutantes resistentes a la novohiccina --
permitid la comparacidn de los resultados ohtenidos con la cg
za sensible. Estas mutances sirvieron también para la ccmpa-
racidn de los cambios en composicidn protéica sufridos por cé

lulas en espcorulacién en presencia y ausencia e nivobiczinz.

Se comprzkf que las mutantes resistentes a ncvzbiccina -

W3
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Sebfan su resistencia a la modificacidn de la subunidad B de-

la girasa f{Proteina "blanco" del inhibidor) al mostrarse gue

1) La sintesis de DNA en cé€lulas en fase vegetativa per-
meabilizadas con tolueno no sufria ninguna inhibicibn en pre-

sencia de novobiocina ¥y

2) E1 gene que conferfa la resistencia a la novobiocina-~
en las mutantes estaba localizado en la regién del cromosoma-—

de Bacillus subtilis en donde se ha reportado la posicidn del

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

El mapec genético realizado, modifica ligeramente los re
portes anteriores de la localizacisn del gene nov A, ya que -

aqui se reporta mis cercano al gene marcador cysA gque a pur Z.

La apgricibn de proteinas especificas del proceso esporu
latorio tantoc en c&lulas silvestres como en mutantes induci--
das a esporulacifn, y la no aparicidn de esas preoteinas en ¢
Ilulas silvestres tratadas con novchbiocina refuerzan la suge-—
rencia de que la girasa estid involucrzda en la transcripcién-
de genes esenciales al proceso. Esto indicaria ia posible -~

funcidn de regulacidn de expresidn genética por la DNA girasa

en las etapas iniciales de la esporulacidn.
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