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INTRODUCCIOMN



Los grandes avances en la Genética, Bioquimica y Bio-
logfa Molecular se deben, en gran parte, al empleo de los mi -
croorganismos como sistemas experimentales o modelos biolSgi -
cos de estudio, a trav8s de los cuales, se ha intentado esta -
blecer un sinnfimero de correlaciones con los fenfSmenos que se
presentan en los organismos macrosc8picos. Este planteamiento
se justifica, si consideramos que las estructuras bioquimicas
b&sicas y los mecanismos necesarios para la replicacién celu -
lar han evolucionado a partir de un estado unicelular. De he -
cho, los mecanismos que codifican para los fenSmenos de trans-
cripcibén y traduccibn, asi como los de varias rutas biosintét:i
cas y degradativas son muy parecidos, aunque en algunas rutas
alternas y complejos enzim&ticos se producen ciertas variacio-

nes.

Trat&ndose del fenfmeno de diferenciacibn, no es uti-
lizado usualmente el concepto anterior de unificacién, quiz8§ -
debido a que los tejidos diferenciados que constituyen los 6r-
ganos de las especies superiores presentan apariencias comple-
tamente distintas. Indudablemente, la diferenciacibén en los te
ji1dos "altamente diferenciados” requiere de eventos bioquimicos
muy espec{ficos, los cuales se presentan on determinados grupos
celulares. Sin emhbargo, los sistemas de rogulacién de las reac-

ciones iniciales, que convierten a una cflula en crecimiento a



célula diferenciada, pueden ser iguales en macroorganismos y en
microorganismos, por lo que es factible el uso de estos Gltimos
en el estudio de la diferenciacibn. Entre los microorganismos -
mas sencillos que cumplen con este postulado se encuentran las
bacterias, que son sin duda, los sistemas experimentales mas em
pleados actualmente. Presentan varias ventajas sobre los orga -
nismos macrosc6picos, entre las que podemos mencionar: tiempo -
de generacifén reducido, alta frecuencia de potencial mutagé&nico
durante la exposicién a agentes mutfgenos, facilidad de conser-
vacién de cepas, habilidad de crecer en medios de cultivo senci
llos, etc., y como consecuencia de estas ventajas, la Bioqufmi-
ca, Fisiologfa y Genética de estos microorganismos son mas cono
cidas y por lo tanto, en ellos es posible regular y manejar ma-
yor n@mero de variables que influyan sobre la obtencién de al -

gln resultado.

Entre las bacterias existe un proceso de diferencia -
cibén llamado esporulacién, como su nombre lo dice, la célula ve
getativa se transforma en espora. No todas las bacterias son ca
paces de llevar a cabo este fenfmeno, s6lo existen dos géneros
que lo realizan, éstos son Bacillus y CLostridium adem8s de al-
gunas especies aisladas de Sporosarcina.

La espora es la estructura mas compleja formada por u-

na bacteria, es un caso especial de adaptacibn celular a los --

cambios peri6dicos que se presentan en un medio ambiente. No es



un evento necesario en el ciclo de desarrollo de la bacteria y

su formacifn ocurre normalmente despuls de la fase de crecimien
to logarftmico, es decir, cuando el tiempo de generaci8n se pro
longa debido a la limitacién de algfin nutriente del medio de -
crecimiento (51), ésto puede ocurrir incluso, durante la fase -
de crecimiento logarftmico, pero la probabilidad de esporula --
cién es inversamente proporcional a la velocidad de crecimien -
to, asf que este fenfSmeno se presenta en cultivos forzados a -

crecer lentamente.

En la actualidad no se sabe con certeza la funcién de
la espora. Debido a que un organismo bacteriano forma sflo una
espora y ésta a su vez se convertirf en una célula vegetativa,
no se puede considerar que se trate de una forma de multiplica-
cién de la especie, caso contrario el de los hongos y plantas -
superiores, donde la esporulacifén es un fenémeno de reproduccibén
(74). En hipStesis mas recientes se ha tratado de asignarle a la
espora un papel en la distribucfn aerea de las especies (132);-
sin embargo, las evidencias que apoyan este punto de vista son
completamente especulativas, ya que las especies formadoras de
esporas, tanto aerobias como anaerobias, no crecen expuestas di
rectamente a la atmé8sfera en todos los casos, asi la oportuni -
dad que tienen de ser transportadas por corrientes de aire es -
azarosa, ademfs se ha visto que las cBlulas vegetativas también

pueden ser transportadas por el aire fScilmente.



La opinifén mas aceptada sobre la funcifn de las espo-
ras bacterianas es la de considerarlas como formas de resisten
cia y consecuentemente de sobrevivencia, pues soportan condi -
ciones adversas de temperatura, presién osmbética, radiaciones
y humedad. Estas propiedades las convierten en un factor que -
requiere de especial cuidado durante los procesos de esterili-
zacién (27); as! la mayorfa de los procesos cinéticos de la es
terilizacién se han hecho con esporas de Bacilfus stearothermo
philus que son las formas de vida mas resistentes a la tempera

tura que se conocen a la fecha.

La esporulacién presenta una gran importancia en el &
rea de la microbiologfa aplicada, ya que se le ha relacionado
con la produccifén de algunos antibi8ticos cuya utilidad médica
es de un valor incalculable. Este es el caso de las bacitraci-
nas, gramicidinas, tirocidinas, que son antibiftico de utili -
dad para combatir microorganismos Gram positivos y el de las -
colistinas y polimixinas que actdan contra Gram negativos (ver
la Tabla I). Diversas enzimas microbianas involucradas en la -
esporulacibébn han adquirido una importancia creciente en la in-
dustria alimenticia, en la medicina, etc. Entre las enzimas de
mayor utilidad pr&ctica podemos citar a las amilasas, amplia -
mente utilizadas en la industria de los cereales, produccibén -
de jarabes, modificaci6n de almidén, etc.; se han encontrado -

las actividades de diversas proteasas itlies en la fabricacifn



de detergentes, desmanchadores, ablandadores de carne, antiin-
flamatorios, etc., asf como penicilinasas, pectinasas, ribonu-
cleasas (ver la Tabla II) que presentar gr&n interes en las &£-

reas b8sica y aplicada.

También en la microbiologfa de alimentos las bacterias
esporulantes han sido ampliamente estudiadas, &sto se debe a -
que algunas de ellas, el género Clostridium, son toxigénicas ,

caracterfstica que adquieren durante la formacifn de esporas.

En el presente trabajo, s6lo se incluir$ la descrip -
cién del fen6meno en el género Bacillus por ser en el que ex-
isten mayor cantidad de logros a la fecha y consecuentemente -
presenta un panorama mas completo del fenfmenn, ademfs de con-
siderarlo como un proceso diferente del que sucede en el géne-
ro Clostridium pues el metabolismo de ambos es diferente, sus
requerimientos nutricionales también y asf los eventos y efec-

tores de la esporulacién pueden ser diferentes.



Tabla I

Antibibtico

Microorganismo

Actividad

Bacitracinas
(10 conocidas)

®listinas

Gramicidinas
lineales

Polimixinas
(9 conocidas)

Tirocidinas

Tirotricinas

B. &icheniformis
B, subtilis
B. cereus

B. colistinus

B. brevis

B. polymyxa

B. circulans

B, brevdis

B. brevis

Bactericida contra
Gram positivos.

Bactericida contra
Gram negativos.

Bacteriost&tico con
tra Gram negativos.

Bactericida contra
Gram negativos.

Bactericida contra
Gram positivos y al
gunos Gram negati-
vos.

Bacteriostdtico a ba
jas concentraciones

y Bactericida a alta
contra Gram positivo
y negativo, activo
tambi8én contra hongos.

Principales antibiSticos que aparecen durante la espo
rulacibn, por lo que se les ha atribuido funciones en ella co-
mo posibles reguladores, a la fecha no hay nada demostrado.



Tabla II

Enzima Microorganismo Aplicacién
Amilasas 8. amilolyticus Hidr6lisis de cereales @
R. caldolyticus tiles en fermentaciones
8. coagulans alcoh6licas, produccibén
B. Licheniformis de jarabes para alimento.
B. macerans modificacién de almidén
B. stecarotheamophifus en la industria de papel.
B. subtilis
B. cenreus (/'
B. megatenium
B. polymyxa
Proteasas B. Lichenifoamis Detergentes, desmanchado
B. subtilis res, elaboracién de pro-
B. amifoliquefaciens ductos f8ciles de fermen
B. cereus tar, aumento de sabor, a
B. megaterdium blandador de carnes,en -
B. thuringiensis juagues bucales, antiin-
B. pumilfus flamatorior, recupera -
cién de plata en fotogra
ffa. -
Penicilinasas B. anthrac<s Destruccibn e identifica
B. cereusd cién de penicilina, tra=
B. Lichenifoamis tamiento contra alergia
B. megaterium a penicilina, modifica -
B. subtitis cibn de penicilina para
sfntesis de derivados.
Rectinasas B. circulans lanufactura de céfiamo y
B. polymyxa de hilo. Fabricacién de
B. pumilus jugos.
B. sphaenicus
B. steanrothermophilus
B. subtilis
B-glucanasas B. circulans Ayuda en la utilizacibn
B. polymyxa de cereales no malteados
B, subtilis en cerveceria.
Ribonucleasas B. amifofiquefaciens Producci6bn de nuclebti-
B. ceneus dos como sahorizantes,
B, subtilis disminucién del conteni
8. pumilus do de RNA en alimentos
de origen microhiano.
Desoxirribo~ B, am{loliquefaciens flerramientas de investi-
nucleasas B. ceneus gacibn en Bioquimica y -
B, subtildis Ganética.
B, pumilus
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El género Bacillus estS constituido por bacilos gran-
des Gram positivos, formadores de esporas y con crecimiento 62
timo en condiciones aerobias. La mayor parte de las especies -
son saprofitas y se encuentran abundantemente distribunidas en
la vegetacifn, suelo, agua y aire. La Gnica especie francamen-
te patfgena para el hombre es Baciflus anthracis, productor -

del antrax.

Las especies saprofitas encontradas con mayor frecuen
cia son Bacillus subtilis, Bacillus megaterium y Bacillus ce -
neus. Estas especies se encuentran en abundancia en infusiones
de heno, por lo que comfinmente se les conoce como bacilos del
heno. Por ser formadores de esporas termorresistentes, frecuep_
temente aparecen como testimonios molestos de una esteriliza -

ci6n insuficiente.

Pertenecen, junto con el género Clostral{dium a la fami
lia Baciflaceae que son por lo general bacilos rectos y mbvi -
les debido a la presencia de flagelos peritricos. Algunas espe
cies como Bacillus subtilis, Bacillus mesenteroides y Bacillus
anthracl{s presentan una estructura capsular compuesta por poli
D-glut8mico, aminofcido no presente en las protefnas, se orde-
nan por lo general 400 residuos monoméricos formando cadenas de

50 a 100 a-péptidos unidos por pequeiias cadenas de y-péptidos.
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La pared celular est§ compuesta por cuatro fracciones

predominantes:

1) Un polipéptido que consta de 3 a 8 residuos de ami
no&cidos.

2) El1 aminoazfcar N-acetil glucosamina y su derivado
3-carboxietflico, el &cido N-acetil murémico gene-
ralmente unido por enlaces B(1-4) 6 8(1-6) vy en -
algunos casos galactosamina.

3) Diversas cantidades de polisac&ridos.

4) Polimeros de ribitol o de glicerol fosfato llama -

dos &cidos teicoicos.

Por los estudios en el microscopio electr8nico (63),
se han identificado varias capas componentes de la pared celu-
lar, generalmente presentan una capa externa compuesta por par
tfculas globulares, salvo los casos de Bac{ilfus macroides, Ba-
cillus fastidiosus y Bacillus stearotheamophilus donde se han
observado estructuras en forma de redes. Bajo las estructuras
globulares mencionadas, se ha visto la presencia de multicapas
morfolégicamente similares a la exterior que se encuentran 1li-

mitadas interiormente por una capa de estructura uniforme.

Bajo la pared celular, se encuentra la membrana plas-
mitica, separada de ésta por un espacio de material soluble --
(50) interrumpido por estrechos conductos que parecen ser ex-

tensiones de esta memhbrana. La membrana plasmitica estd forma-
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da por dos capas, la externa que tiene un grogsor considerable-
mente mayor a el de la interna pero aparentemente constituidas
por el mismo material. Su estructura es irregular y ondulada -
para todo el g8nero Baciflus a excepcién de Bacillus subtilis
donde la membrana plasmitica es uniforme y se localiza parale-
lamente dispuesta con respecto a la pared celular. En algunas
regiones se han observado capas periféricas en el citoplasma,
probablemente formadas por proliferaciones defectuosas de 1la

membrana.

El citoplasma de las especies de Baciflus es de con -
sistencia granular, existen evidencias de la presencia de ele-
mentos membranosos y fibrilares dispuestos en posicién perifé-
rica que en algunos casos presntan continuidad con la membrana

plasmitica (50).

El material nuclear ocupa la regién central de bacilo
presentando estructuras fibrilares compuestas por material cro
matinico orientadas al azar, aunque en algunas ocasiones se -
han visto orientadas en forma paralela y se les ha involucrado
en el arreglo del genoma para la divisifén celular, 8sto no se
ha demostrado. Se ha observado que pequeiias regiones de mate -
rial membranoso similares al del citoplasma, en ocasiones se -
encuentran estrechamente asociados a este material fibrilar, -
sin embargo, no se han detectado cambios considerables en la -

naturaleza de este material durante el proceso de divisién.
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La estructura esporal es mas compleja como se ve en la
Figura 1 presenta una gran cantidad de estructuras distribuidas
en un volumen menor, el tempo de formacibn de la espora puede -
tomar varias veces el tempo de generacifn de la c8lula vegeta -

tiva pues por lo general dura de 6 a 8 horas.

A continuacifn 'se describen los principales componen -

tes de la espora.

Figura 1

Diagrama de un corte de una espora mostrando las
principales estructuras como el exosporio (a), la cuhierta de
la espora (b), la corteza (c), la pared celular (d) y el ma -

terial nuclear (e).
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EXOSPORIO

El exosporio es una membrana dzlgada y flexible que -
cubre a algunas esporas de especies bacterianas, considerf&ndo-
lo la primera barrera fisiolégica entre la espora y el medio -
ambiente, se le han atribuido funciones de resistencia contra

diversos tipos de enzimas hidrolfticas (1249.

Se origina en el extremo no polar de la preespora y
gradualmente rodea a la espora sin encontrarse asociado a mem-
branas esporales ni a membranas de la célula madre (95). Es u-
na estructura dispensable para la espora (49) diffcil de dis -
tinguir en un microscopio de luz o en uno de contraste de fa -
ses, sin embargo, con el uso del microscopio electrfénico se ha
podido conocer con mas detalle la estructura de esta membrana
(49). Se han observado diferentes exospo!&os, uno formado por
una estructura irregular similar a una cfpsula y el otro forma
da por fracciones laminadas compuestas por secciones estriadas
descrita para Bacillus sphaericus, Baci{llus megaterium, Baci -
LLus anthracis y Bacillus cereus ( 3). Esta consta de una mem-
brana basal y una zona periférica pilosa, lleg&ndose a presen-

tar en algunos casos, un exosporio doble (73).

Algunas cepas de Bac{ffus megaterium presentan inclu-
siones planares que distienden al exosporio angularmente, es -

tas inclusiones se encuentran unidas a la membrana hasal pare-
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ciendo que ahf se originan.

En observaciones al microscopio electrSnico, el exos-
porio presenta una perindicidadhexagonal donde las inclusiones
son f&cilmente diferenciables ( 8). Se ha construido un modelo
hipotético para explicar los patrones de tincién de la membra-
na basal del exosporio cuando 8sta se observa en el microsco -
pio electrfnico y se analiza por Rayos X (49)en donde se obser
va también la presencia de unidades hexagonales como se mues -

tra en la figura 2.

Se han hecho medidas de permeabilidad del exosporio -
en esporas intactas, indicando que se trata de una superficie
heteroporosa con orificios distribuidos al azar que permiten -
el paso de moléculas con diSmetro de difusifén de 180 A (48) ,
resultados que no concuerdan con los mencionados anteriormente
por lo que quiz8 estosdltimos se deban a rupturas ocasionadas

durante la manipulacifn y lavado de las esporas.

La composicién qufmica del exosporio es variable se -
g6n la especie, cualitativamente es similar a la de la pared -
celular de la célula vegetativa. Asf la composicibn qufmica del

exosporio de Baci{llus cereus es como se presenta en la Tabla -

III.



Interpretacifn diagram8tica de la ultraestructura de
la membrana basal del exosporio. Los hex&gonos oscurns repre-
sentan orificios cuyos centros distan 68A-86A entre sf. Cada
nidad hexagonal est8 compuesta de 48 fracciones con forma de
paralelepfpedo cuyas aristas mayores miden 11.8A-12.0A (c) Yy

las aristas menores 7.5A-7.8A (a) Referencia (:y).

e



TABLA III

Componentes

Cantidad (medida en ug/ml)

15 amino&cidos
glucosamina
carbohidratos
lfpidos

8§cidos teicoicos
Scidos orgénicos
8cido dipicolfnico
§cidos nucleicos

no hidrolizables

Recuperacién Total

373
113
104
174
20
21

12
180

987

C omposicién quimica

cia (132).

del exosporio de Baciflus cereus. Referen
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CUBIERTA DE LA ESPORA.

Bajo el exosporio se encuentra la cubierta de la espo
ra que llega a ocupar el 50% del volumen de la espora constitu
yendo hasta el 408%-60% del peso de la misma ( 35), es la que -
confiere la apariencia a la espora. Por lo general se campone
de tres capas sobrepuestas f8cilmente visibles en el microsco-

pio electrbnico (63).

La capa externa est8 constituida de un material fibro
80 producto de la unién de fracciones laminares cada una de las
cuales se forma por fibras yuxtapuestas ordenadas linealmente.
Est8 compuesta por polipéptidos homogeneos a los que se les -
han insertado restos de cistefna en diferentes posiciones per-
mitiendo variedad en las caracterfsticas estructurales de las
capas que forman esta cubierta ( 4), existen reportes que indi
can la presncia de diversos polip@ptidos (61,77), ésto quiz& -
se deba a que durante los procesos de extraccién, se produzcan
rupturas inespecfficas que den lugar a polipéptidos de tamafo

variable.

La capa intermedia presenta composicifén similar a la
externa pero su estructura es diferente, no tiene fracciones -
laminares y est§ interrumpida por orificios que constituyen el
408 de la superficie de @sta ( 4), se cree que los cambios en

la conformacifn de esta membrana se deben a la diferencia del



19

contenido de cistefna que permite un estado de agregacién dife

rente.

La capa interna es homogenea y delgada, en algunos ca
808 no se encuentra, cuando est8 presente, es f&cil de confun-

dirla con estructuras de la corteza (/).

Se ha postulado un modelo de ensamble de la cubierta
de la espora en el que se relaciona la incorporacifn de ciste-
fna segin sea la estructura que se forme, en este modelo la -~
cistefna no se incorpora para formar la capa interna, Gnicanog
te lo hace para la capa media y exterior, como se indica en la

figura 3.
4{~l_..( kembrana
interna
Polisorcs % >.._..-
con m3INA de
la cubierta QHQ h l m«m-

r Membrrna me:ia

(PR Y4 3 TR
oy Ve «,

Membrana externa

ci:tefna —_——

Modelo para la formacibn de las diferentes capas de la

cubierta de la espora en Baci{llus cereus.
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La composicifén de la corteza ha sido analizada para
varias especies de Baci{llus mostrando una composicifn muy pa-
recida (Tabla 1V).



Componente B. megaterium B, subtilis B. coagulans B,s8tearothermo-

philus
«,e-diaminopimélico 1.00 1.00 1.00 1.00
DL-glutamato 1.18 1.00 0.98 0.82
DL-alanina 2.20 2.40 2.50 2.60
hexosamina 2.10 2,50 4.7 1.90
glicina 0.20 0.26 0.03 0.08
aspartato n.17 0.21 0.03 0.07

Tabla IV

Composicién del glicopéptido de la corteza de diferentes especies de

Bacillus con las cantidades expresadas en relacifén a la cantidad mo-

lar de &cido a,ec~diaminopimélico, componente caracteristico de esta

estructura.



23

Parece ser que estas estructuras, asf{ como modifica -
ciones propias de los componentes celulares tienen un papel im
portante en la termorresistencia de la espora. Cualquier hipo-
tesis tendiente a explicar esta termorresistencia, dcbe ser -
conpatible con la diferencia en resistencia encontrada para -

distintas especies y con las tres consideraciones siguientes:

Algunas enzimas de esporas son resistentes cuando se
extraen de la espora y se calientan (54 ), pero la mayorfa pa-
recen ser idénticas a las de las células vegetativas. (29 ,46 )
Asf la termorresistencia no se puede explicar con hase en la -

formacién de componentes enzimiticos diferentes.

Por an8lisis ff{sicos la cantidad de agua en las espo-

ras debe ser poca, es decir, aproximadamente el 17% (119 ).

La gravedad especifica de las esporas determinada por
centrifugacién con gradientes de sacarosa, sugiere que se tra-
ta de una estructura condensada , es decir, que tienec un conte
nido de agua anormalmente hajo comparado con el de una célula

vegetativa (82 ).

Cstas consideraciones hacen pensar que las esporas -
son organismos deshidratados y que €sto es importante en el -~
mantenimiento de la termorresistancia y dormancia. Se ha pensa
do que el mantenimiento de un estado deshidratado y la imper -
meabilidad al agua no son compatibles con los materiales biold

gicos por lo quo se ha involucrado la hip8tesis que establece
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que la corteza esporal se contrae durante la formacién de la -
espora, eliminando el agua por presifn mec&nica. Esta hipSte -
sis es aceptable pues no implica la impermeabilidad y es com -
patible con el hecho de que la espora es capaz de intercambiar

agua deuterada con los alrededores (39 ).

Otros autores han encontrado que el contenido total -
de agua en la espora es de 65% a 80% ( 12 ). Esta cantidad de
agua es incompatible con los resultados de gravedad especffica
sin embargo, si se considera que el agua est$ distribuida hete
rogeneamente, podrfa presentar las propiedades mencionadas an-

teriormente sin involucrar contenidos hajos de agua.

Si se xamina el contenido del péptidoglicano en las -
esporas y el volumen que &ste ocupa en la corteza ( 52 ). Pare
ce ser que se encuentra dilufdo en agua y rodeado por una capa
deshidratada. Esto serfa compatible con las propiedades ffsicas
de la espora y los an&lisis de humedad. Aquf la pregunta serfa
¢ClGal es el mecanismo que asegura la distribucién heterogenea
de agua y el mantenimiento de ésta? Se cree que el mecanismo -
responsable es simple 8smosis ( 53). La corteza que contiene -
péptidoglicano electronegativo, normalmente contiene iones car-
gados positivamente, la cuhierta debe estar en un equilibrio -
osmbtico con la corteza, y los iones que presenta son por lo -
general de peso molecular elevado por lo que su relacifn carga-

masa es baja y son pobres contribuyentes al equilibrio osm6tico,
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asf para lograr el equilibrio el agua fluir& a la corteza (51 .
Se han hecho experimentos adicionando cationes multivalentes,

que reducirfan la actividad osmftica de la corteza y por lo -
tanto tambi8n reducirfan la deshidratacifn de la cubierta y se

ha visto que las esporas se hacen termosensibles (53).

Por mucho tiempo se pens6 que el &cido dipicolfnico,-
metabolito propio de la espora, tenfa un papel central en la
termorresistencia, pero la presencia de cepas mutantes termorre
sistentes, carentes de este &cido elimina esta posibilidad (145,

57), e incluso también involucrar al calcio en la termorresig

tencia, pues el contenido de calcio en estas mutantes es bajo.

Este modelo difiere del tradicional que consideraba a
la espora como una célula condensada, deshidratada y cubierta
por una capa impermeable, convirtiendo a la espora en una for-
ma flexible, capaz de responder a los cambios externos, sobre
todo a aquellos que modifiquen sus propiedades osmorregulato -
rias. Asf uno puede predecir que las esporas con mayor termo -
rresistencia sean aquellas que tengan mayor concentracifn de -
grupos carboxilo en sus cortezas. Hecho que se ha observado,
pues la corteza con mayor cantidad de &cido diamino pimélico -

suele pertenecer a esporas con mayor termorresistencia (96 ).
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Por conveniencia, cl principio de la esporulacién ha
sido definido como el final de la fase de crecimiento logarft
mico (' ;,97). Los cambios citolfgicos que ocurren durante la
esporulacién fueron descritos inicialmente en Baciflus cereus
(1¢3 y posteriormente se observaron cambios similares en o -
tras especies (13 )5 4 )- Estos cambios citolbgicos han sido
divididos en siete estados con base en observaciores hechas -

en el microscopio electrbnico (10).

El final de la fase de crecimiento logarftmico (esta
do 0) es ripidamente seguido por la formacibn de un filamento
de cromatina condensada dispuesto axialmente (estado I) como
se muestra en la secuenci general de la esporulacién en la fi
gura 5, este filamento es contrastante con los cuerpos nuclea
res dispersos caracteristicos de las células en crecimiento.
Las condiciones en las cuales el cromosoma se hace filamentoso
parecen no involucrar la sfntesis de DNA o de protefnas (87) -
lo que hace pensar que este cambio es provocado por determina
das condiciones ffsicas propias del estado final del crecimien
to. Un hecho que apoya lo anterior es el que no se tengan mu -
tantes incapaces de formar este filamento axial, lo que indica
gue no es un evento dirigido directamente por la maquinaria ce
lular , se ha propuesto que la pérdida de cationes en el inte-
rior de la célula produzca este arreglo cromatfnico, sin embar

go, la adicién de cationes no modifica esta estructura (87).
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A continuacién se inicia la formacién de un septum -
cerca de uno de los polos de la célula. El estado II consiste
en la formacifn del septum que origina la segregacién del ma-
torial nuclear en dos compartimientos llamados célula madre y
unidad citoplésmica esporal. Esta unidad ocupa un volumen e -
quivalente a el 208 de la célula vegetativa aproximadamente -
(126).

Para la formacifn del septum asimétrico de la espora
existen dos modelos que intentan explicarla. El primero supo-
ne la migracién de uno de los mesosomas preexistentes en la -
parte central de la célula a uno de los polos. Esto parece po
co probable por dos razones: la primera es que los mesosomas
de las esporas son, por lo menos al principio de la esporula-
ci6n, muy pequeiios si{ se les compara con los de c&lulas en -
crecimiento y la segunda razén es que se han visto mesosomas
recién formados encontr&ndose presentes los de la c&lula en -
crecimiento en sus posiciones caracteristicas. El segundo mo-
delo sugiere que el mesosoma de la espora es formado de novo
y su posicién en la célula es consecuencia de la expansibn -
del cromosoma en un filamento, lo que concuerda con el hecho
de que los nuevos mesosomas suelen ser vistos cerca de los ex
tremos del filamento nuclear.

Asf el inicio de la esporulacifn se puede resumir -

-on la sfquiente sccuencia:

1) La rnduccibn de la generacibn do cnergfa y viabhi-
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lidad del ATP ocasiona un cambio en la concentracion de catio
nes en el interior de la c8lula.

2) Las cargas negativas del DNA no pueden ser neutra
lizadas y se repelen entre sf ocasionando que el cromosoma se
expanda de una forma compacta a un filamento.

3) Durante esta expansifn que ocurre r8pidamente, la
unién del cromosoma con el mesosoma desaparece.

4) Los nuevos mesosomas osn inducidos quiz8 por algGn
grupo del DNA que se encuentra en el extremo del filamento,en
lugar de estar en el centro de la c8lula como es el caso de -
la célula vegetativa en donde el DNA se encuentra en forma -
compacta central.

5) El sptum de la espora se empieza a desarrollar en
uno de los extremos de la célula hasta producir una divisién

total entre la célula madre y la unidad citopl&smica esporal.

Cuando el septum est§ completamente formado por la -
fusién de la membrana plasm&tica, se considera concluido el -

estado II de la esporulacién.

A continuacién se realiza un recubrimiento de la uni
dad citopldsmica esporal, tamhién llamada protoplasto esporal
este recubrimiento lo realiza la misma membrana plasm8tica de
bido al crecimiento direccional de ésta ocasionando la deposi
c16n de una segunda memhrana an el protoplasto esporal como -

se muestra en la figura 6.



Figura 6

. ~
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Invaginacién de la membrana plasm&tica debido al cre

ciniento direccional de &sta sobre la superficie esporal.

Bsta memhrana depositada tiene la caracterfstica de
ser invertida, es decir, la parte que normalmente es interna
en la célula nadre seri externa en la espora. Lsto significa-
que cualquier mecanismo membranal tendiente a la deposicifn de
componentes de la pared celular que normalmente se excretan,
quedardn atrapados entre estas dos membhranas. L[sto ocurre Yy
e n visto que material proporcionado por la célula madre y
por la espora se encuentra depositado, incluso se ha postula-
do que la pared de la espora estd constituida por las excrecio
nes del protoplasto esporal y la corteza de la esphra por las

de la cé&lula madre (95).

Il crecimiento direccional de esta membhrana produce
la invaginacibn del protoplasto esporal hasta que se fusionan
los extremos crecientes de la membrana y el protoplasto se sg

para de la membrana de la célula madre quadandn libre dentro
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® la cllula madre, esta serie de fenfmenos es lo que constitu-

ye ol ostado III de la esporulacién.

El estado IV consiste en la formacibén de la corteza -
de la espora que es el producto de la unifén de compuestos ex-
cretados por ambas memhbranas como se mencioné anteriormente.
Debido a que la espora se encuentra rodeada por una membrana -
de polaridad invertida, los nutrientes celulares que requieren
de un sistema especifico de transporte tendr&n dificultad para
antrar a la espora, asf la espora se encuentra aislada y su de
sarrollo futuro depender8 exclusivamente del metabolismo end6-
geno.

Durante el estado V tiene lugar la formacién de la cu
bierta de la espora y del exosporio. Durante esta etapa hay -
gran incorporacién de cisteina que es la que confiere la estruc
tura a la cubierta, se cree que los polipéptidos que constitu-
yen la cubierta se encuentran desde el estado III pero la in -
corporacién de cisteina es el evento determinante para el en -
samble de dichos polipéptidos para dar orfgen a las estructu -
ras mencionadas anteriormente (5~).

Durante el estado VI ocurre la maduracién de la espo-
ra que consiste en la aparicibn de la termorresistencia, quimio
rresistencia y refractilidad, que est&n acompaifados por la in-

corporaci6n de calcio y 8cido dipicolfnico.

El estado VII consiste en la liberaci6n de la espora



madura debido a la autolisis de la c6lula madre. Parece ser -
rue una nzima litica es sintetizada o activada subsecuentemen
te a la maduracién de la espora para liberar a &sta del espo-

rangic (.- .).

Figura 5§

Esquems general de la esporulacibdn mostrendo

los diferentes estados de ells.
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La esporulacifn se inicia en una c&lula al final de
la fase exponencial de crecimiento. Durante este perfodo, lla
mado fase estacionaria debido a que las cantidades de protef-
na y &cidos nucleicos son constantes, la célula est§ muy dis-
tante de una verdadera fase est&tica. Ocurren modificaciones
de protefnas y 8cidos ribonucleicos con frecuencia y a velo-
cidades muy elevadas (72), es decir, se encuentra en un esta-
do de equilibrio que se caracteriza por la presencia de tres
actividades celulares diferentes: Modificacién de protefnas,
modificacién de &cidos ribonucleicos y aparicién de enzimas -

propias de la espora.

Madificacion de Protefnas

La observacifn de que en una célula, después del es-
tado I pueda esporular en un medio sin nutrientes, ha hecho -
pensar que los amino&cidos necesarios para la sfntesis de nue
vas proteinas pueden provenir del rompimiento de protefnas ce
lulares preexistentes (° ' ). Esto origin6 una serie de inves-
tigaciones enfocadas a caracterizar con mas detalle este fend
meno, asf{ Monroe, R. E. en 1961 (92 ), con el uso de radiois8
topos determiné que la protefna degradada en Baci{flus thurin-
gsenss, era del 67%, donde también habfa un 52% de sintesis -
oteica. Pesultados similares se han obtenido para Bacillus _

subtetsy (7. . Asf uno se podrfa preguntar si es necesaria -



una gran actividad de modificacifn proteica para que se reali-
ce la esporulacién. Como lo indica la Tabla V la mayorfa de -
las especies de Bac(ffus presentan una alta velocidad de modi-
ficacién protcica durante la esporulacién. Una excepcibn a es-
ta regla se ha encontrado en Baciffus brevis donde la modifica
cibn proteica es poca v no se ha detectado la produccibn de en
zimas proteolfticas extracelulares. Estos resultados indican -
que una alta velocidad de modificacifn proteica no es absoluta
mente necesaria para que se lleve a cabo la esporulacién, sin

embargo, este bajo porcentaje de modificacién encontrado en Ba

cillus brevis quiz& juegue un papel importante en la esporula-

cién.
Tabla Vv
Microorganismo % de degradacién Referencia
por hora

Bacillus brevis 1,6 12,
Bacillus cereus 7.0 135
Bacillus cereus 6.0 ?
Bacillus Lichenifonmdis 20.0 1
Bacillus subtilis 8.0 - 10.0 "
Bacillus subtilis 10.0 107
Bacillus thuningiensdis 10.0 o

Velocidad de modificacién proteica durante la esporu-
lacién en distintas especies de Baciffus.



La degradacién de las protefnas celulares es produci-
d por enzimas proteolfticas que pueden ser extracelulares o in
tracelulares cuya produccifén ocurre durante las etapas tempra-
nas de la esporulacién. Las mas conocidas a la fecha son las -
extracelulares debido a su gran utilidad prfctica antes mencio
nada. Las principales proteasas extracelulares producidas du -

rante la esporulacifn se presentan en la Tabla VI.

Tabla VI

Microorganismo Tipo de proteasa extracelular

Bacillus subtilis Serina Proteasa Alcalina
Metal Proteasa Neutra
Serina Esterasa
Serina Proteasa Acida

Bacilflus megatealium Metal Proteasa Neutra
Bacillus cereus Metal Proteasa Neutra
Bacillus Licheni‘oamio Metal Proteasa Neutra

Serina Proteasa Alcalina

Diversos tipos de proteasas extracelulares producidas por es-

pecies del género Bac<flus durante las primeras etapas de la -

egporulacibn.
Referencia ( 1 ),
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Las proteasas extracelulares no parecen terer un pa-
pel significativo en la esporulacién, ya que se han obtenidp
algunas mutantes de varias especies que no producen estas en-
zimas y sin embargo son capaces de esporular ( 3 , °0), &sto
no quiere decir que la funcifn intracelular de estas enzimas
no sea esencial, ya que se ha observado que bajas cantidades

de ellas se encuentran dentro de estas mutantes.

Existen también proteasas intracelulares a las que -
Gltimamente se les ha dado mayor importancia en la esporula -
cién, &sto es debido a que las enzimas extracelulares no ac -
tuan directamente sobre las estructuras internas de una célu-
la, asf podrfamos esperar que las enzimas directamente respon
sables de la modificacién proteica fueran las intracelulares,
pero hay que considerar que las enzimas extracelulares provie
nen del interior de la cé&lula y en su trayecto al exterior, -
realicen funciones similares a las de las enzimas intracelula

res.

En Bacillus subtilis se han aislado varias enzimas -
proteolfticas intracelulares (1* ,105) que han sido caracteri
zadas segfin 1os sustratos sohre los que act@an, pesos molecu-
lares, inhibidores, etc., pero &sto no ha podido correlacio -
narse en forma precisa con las modificaciones proteicas de la
esporulacifén, sin embargo, cl estudio de estas enzimas puede
contribuir considerablemente al entendimiento de la modifica-

c16n proteica, pues conociendo los sustratos, inhibidores y -



dem8s efectores que pueden actuar sobre estas enzimas, se pue-
den predecir cambios en proteinas presentes de estructuras co-

nocidas,

Durante la esporulacifn se ha observado la formacifén de -
una inclusién proteica de forma bipiramidal regular que presen
ta patogenicidad contra algunas larvas de insectos. A estas in
clusiones proteicas se les ha llamado “"cristales”, compuestos
de protefna, carentes completamente de fcidos nucleicos y de -
carbohidratos. Estos cristales no se han podido observar en cé
lulas vegetativas y sin embargo, no se forman en ausencia de a

mino&cidos, lo que sugiere que provienen de la modificacibn -~

proteica antes mencionada, o bien que durante dicha modifica
cibn se producen amino&cidos que pueden formar estas nuevas es

tructuras (92 ).

wdificacién del RNA

Algunos cambios entre las cantidades y tipos de RNA se
realizan durante la esporulacién. Se ha observado que la sinte-
sis total de RNAdisminuye considerablemente durante la fase es-
tacionaria de crecimiento y el inicio de la esporulacién (1°5),
ésto es parte del metabolismo nrmal del RNA al final de la fase
de crecimiento, como producto de los rearreglos nuceares que -
preceden a la esporulacién. La gran disminucién del contenido -

de RNA durante la esporulacién puede resultar por la desnatura-



lizacibn y ruptura de polisomas 100 S y RNA mensajeros de la -

c“elula madre ( 95).

A pesar de que el contenido total de RNA disminuye, -
algunas fracciones de RNA son modificadas o resintetizadas; se
ha visto que el RNA marcado idotfpicamente de un organismo es-
porulante, pierde esta marca cuando es camhiado a un medio sin
is6topos (1..). Cxperimentos con precursores del RNA radiacti-
vos, han mostrado tambi&n gue nuevos RNAS son sintetizados a -
partir de &stos (59 ) y a partir de la degradacién de produc -

tos preexistentes ( 5 ).

La cantidad de RNA presente en la etapa de crecimien-
to logarftmico disminuye hasta hacerse una fraccién minorita -
ria respecto al RNA formado en fase estacionaria. La velocidad
relativa de sIntesis de los tres tipos de RNA existentes, es 1
gual durante la esporulacién que durante el crecimiento vegeta
tivo (9. ): la degradacibn preferencial del RNA ribosomal pro-
duce un enriquecimiento del RNA de transferencia, esta degrada

cibn se ha calculado del orden del 20% por hora.

En cepas silvnstres de Baci{llus subtifis, la sintesis
del RNA durante la esporulacifn depende de la presencia de ami
no&cidos, por lo que la sintesis del RNA puede depender de la -

accibn indirecta de las enzimas proteolf{ticas.

Ll antibibtico cloremfenicol produce un aumento en la

sfntesis del RNA , medido por incorporacién do uracilo radiac-
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tivo (7 , ¢ ), 88to indica que los amino&cidos son inductores
de esta sfntesis durante la esporulacifn, pues este antibifti-
co no permite la sfntesis de proteinas y consecuentemente pro-

voca un aumento en las pozas de amino8cidos.

El RNA mensajero formado durante la esporulacién es -
modificado parcialmente (5 , 6 ), las partes modificadas de -
este RNA pueden provenir de las fracciones del RNA ribosomal -
degradado. Se ha propuesto el esquema representado en la Figu-

ra 7 para explicar la interrelacifn entre la modificacifn del

RNA y las protefnas.

Figura 7
Protesss Protelnes ————  MANA
\ ANA (formado en )
la essporulecibn
sminobcidos *

(pracurm.
ANA estable (rANA y tANA formados durente el crecimiento)

% Control po retroslimentacibn.

En este modelo la sfntesis del RNA serfa controlada -
por la cantidad de amino&cidos libres, producto de la accibn -
de enzimas proteolfticas sobre estructuras dispensahles para -

la espora. La velocidad de 1a sfntesis de protefnas serfa de -
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pendiente de la cantidad de RNA mensajero formado, que a su -

vez dependerfa de la cantidad total de RNA de la espora. La -

degradacifn de RNA puede estar controlada por retroalimenta
cién de los productos de degradacifn de ella. Asf, la sfnte -
sis de las proteasas puede controlar la velocidad de degrada-

cifn del RNA y de las protefnas durante la esporulacién.

Mmdificacién del RNA mensajero.

Durante la esporulacién se forma RNA mensajero para
las funciones propias de la espora y también para las funcio-
nes vegetativas. Si al inicio de la esporulacién se agrega u-
racilo marcado radiactivamente, existe incorporacién de radiac
tividad en las fracciones 8S y 14S, que son las correspondien
tes al RNA mensajero ('.3). Si se agrega actinomicina D, inhi
bidor de la RNA polimerasa dependiente de DNA, finica enzima -
productora de RNA mensajero, se encuentra la presencia de RNA
mensajero al final de la esporulacibn, pero en menor cantidad
la mayorfa de éstos desaparecen despufs de 1.5 minutos de la
adicién del antibibtico, tiempo similar al obtenido para WA
mensajero de células vegetativas ( 5 ), se ha dicho que este
?NA mensajero remanente que es aproximadamente el 1N% del to-
tal corresponde a genas cspecificos de la esporulacibn, el -

reatn es degradado por eventns inespecificos de la esporula-

~16n,
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Modificacién del RNA de transferencia

Esta fraccifn permanece presente a lo largo de la es-
porulacibny en la espora madura, la relacién tRNA-rRNA aumenta
durante la esporulacifn desde 17% hasta 31% en las esporas (%4).
En los perfiles cromatogr&ficos de los RNAde transferencia de
lag c8lulas vegetativas y de las células esporulantes existe -
una ausencia completa de simetrfa que sugiere una diferencia
cualitativa respecto a estas dos poblaciones, es aquf donde es

mas notoria la modificacifn del RNA durante la esporulacién.

Wdificacién del RNA ribosomal

La poblacién total de ribosomas decae en forma constan
te durante la esporulacibén. El nfmero de partfculas 100S decre-
ce considerablemente, las partfculas 70S perduran hasta el fi -
nal de la esporulacién (95 ). Las c6lulas empiezan la formacién
de esporas ampliamente equipadas de ribosomas, protefnas nacien
tes son sintetizadas en los ribosomas durante las Gltimas eta -
pas de la formacifn de la corteza esporal mostrando la presen -

cia y la actividad de los ribosomas (95 ).

Bhzimas propias de la espora.

Diversas actividades enzimfticas han sido detectadas -

en las espnras, estas actividades representan a enzimas involu-
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cradas en muchos aspectos del metabolismo incluyendo vfas hio-
sintéticas y degradativas como se puede ver en la Tahla VII. -
La presencia de estas actividades indica que el estado latente
de la espora no se dehe a la falta de enzimas, sino a la condi
cién de estas enzimas en la espora. Respecto a &sto, es intere
sante que algunas enzimas como la catalasa (7" ), alanina race
masa (129), adenosina desaminasa (174) y ribosidasa (174), que
son activas en esporas intactas, se sabe que est&n localizadas

en la parte externa de la espora ( 7 ).

Tabla VII
Acetoacetil CoA reductasa Fumarasa
Aconitasa Glucosa deshidrogenasa
Adenosina desaminasa Transaminasa ala-glu
Alanina racemasa transaminasa asp-glu
Posfatasa alcalina Deshidrogenasa m8&lica
a-Amilasa Ornitina transaminasa
Arginasa Ornitina transcarbamilasa
2,3-Butanodiol deshidrogenasa Fosfodiesterasa
Enzima condensante de citrato Proteasas
Diacetil reductasa Purina nucelbsido fosfo-
Oxidasa del 8&c a,e-dicetopimélico rilasa
Sintetasa del &c. dipicolinico Pirrolin-S-carboxilato
DPNH deshidrogenasa deshidrogenasa
DPNH oxidasa Ribosidasa

Enzimas de r&pido aparecimiento y aumento significati

vo durante la formacién de la espora, quiz8 involucradas en la



Existen también algunos ejemplos como las enzimas in-
volucradas en la oxidacifén de glucosa, que son detectables en
esporas intactas después de activarlas con calor o por trata -
mientos quimicos (55 ), y que incluso muestran gran actividad
en extractos de esporas que han sido previamente calentados. -
Estas enzimas est&n presentes en la espora pero no son accesi-
bles para el sustrato, a menos que las esporas hayan sido acti

vadas.

El gran n@mero de actividades enzim8ticas encontradas
en las esporas no ha sido comparado con las actividades corres
pondientes en las células vegetativas, una de las dificultades
en hacer €sto es el estado de crecimiento en el que estfn 4di -
chas células, pues se sabe que los niveles enzim&ticos cambian
en forma notable durante las diferentes fases del crecimiento.
Sin embargo, los niveles de varias enzimas de esporas permane-
cen inalterables durante el inicio de la esporulacifn e inclu-

so durante la fase logarftmica de crecimiento ( 72).

Diversas enzimas estin presentes en la fase de esporu
lacién en niveles considerablemente mayores que en células en
fase de crecimiento lngarftmico y sin embargo, son pr&cticamen
te indetectables en extractos de esporas ya maduras (Tabla VIII)
Estas enzimas incluyen a las involucradas en el transporte de
electrones (33), las enzimas del ciclo de los &cidos tricarboxl

licos | ,. ') y la nrnitina transcarbamilasa (77 ).
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Tabla VIII
Aconitasa Fumarasa
Aspartato transcarbamilasa Isocitrato deshidrogenasa
Citorromos Malato deshidrogenasa
DPNH citocromo C reductasa Ornitina transcarbamilasa
DPNH oxidasa Succinato citocromo C reductasa

Enzimas cuyos niveles son bajos o no existen en las
esporas maduras, algunas de estas enzimas aparecen pero s6lo
durante la formacién de la espora, despuls desaparece su acti-

vidad.
Referencia ( 72 ).

La ausencia de citocromos y enzimas del ciclo de los
&cidos tricarboxflicos es particularmente interesante, pues in
dicarfa la existencia de una vfa alterna para el metabolismo e

nergético aerobio en las esporas,

Durante mucho tiempo se pens8 que las enzimas presen-
tes en las esporas eran diferentes de sus equivalentes en las
células vegetativas, ésto se hasaba en las siguientes eviden -
cias: (a) Las enzimas en la espora soportan temperaturas que -
destruyen a las actividades correspondientes en c&lulas vegeta
tivas, (b) Genes especfficos son requeridos para la esporulacibn
(c) Extractos de enzimas de esporas ticnen propiedades que los

hacen fécilmente distinguibles de sus correspondientes activi-
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dades en c6lulas vegetativas. Estas implicaciones motivaron in-
vestigaciones para identificar en forma detallada a las enzimas
de las esporas y a hacer reevaluaciones de los trabajos existen

tes.

Actualmente en la mayorfa de los casos, el aumento en
la termorresistencia de una enzima esporal puede ser explicado
pr diversas maneras. La estabilidad a la temperatura de la enzi
ma alanina racemasa de Bacilflus cereus se mostr8 que es debido
a que se encuentra adherida a partfculas que probablemente per-
tenezcan a la pared celular, ya que la liberacifn de esta enzi-
ma de dichas patfculas la convierte en una enzima idéntica a la
de las c€lulas vegetativas (137). Otro mecanismo para explicar
la termorresistencia de las enzimas esporales es el que se pre-
senta en el caso de la enzima giucosa deshidrogenasa de Baci -
Llus cereus, esta enzima presenta una interconversién monémero-

dmero, la especie monomérica presenta un aumento de 260 veces -
su termorresistencia respecto a la dimérica, ademfs si se incre
menta la concentracién de sales en el medio de reaccifn, la ter
morresistencia se incrementa un millén de veces (110). Otro e -
jemplo sobre la influencia de iones en la estabilidad es el de

la enzima aldolasa, que en presencia de calcio la enzima se ha-

ce termorresistente (112).

Estos resultados sugieren que las actividades enzimfticas

en las células vegetativas y en las esporulantes residen en -



47

protefnas idénticas. Un experimento concluyente sobre 6sto se-
rfa la obtencifn de cepas mutantes en los genes estructurales
de alguna de las enzimas en cuestifn y determinar si esta enzi

ma desaparece o se modifica en los dos casos.

Con los conceptos antes mecionados y con el conoci -~
miento de la aparicién cronol8gica de las enzimas durante la -
esporulacifn se ha tratado de dar un enfoque mas concreto e in
tegral a los eventos bioquimicos de la esporulacién con la apa

ricién de las diversas estructuras que constituyen a la espora
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La facilidad con que se encuentran las cepas mutantes
incapaces de esporular y la viabilidad de técnicas de trans -
duccibn y transformacibn en Baciflus subtilis han facilitado
los estudios genéticos de la esporulacibn. El método de selec
cibén de dichas mutantes ha sido en base a las pigmentaciones
de las colonias y a su morfologia en general, ya que suelen -
ser de tamafio mayor, albinas y de apariencia trasldcida. Sin
embargo, existen cé&lulas incapaces de esporular o que esporu-
lan deficientemente (llamadas oligoesporogénicas) y producen
pigmentos (g, ).

Las nutantes incapaces de esporular han sido defini-
das por el Gltimo estado morfol6gico de la esporulaci8n que -
son capaces de llevar a cabo, as{ sus fenotipos son designa -
dos como Spo0, Spol, Spoll, etc.,indicando que finicamente al-
canzan el estado 0, I, II, etc., de la esporulacifn. Existen
también mutantes para un determinado estado de la esporulacibn
pero afectadas en diferentes funciones, para &stas, sus feno-
tipos son designados con una letra minfiscula después del feno
tipo original, por ejemplo: Spo0a, Spohb, Spolc, etc., donde
a, b, ¢, indican un fenotipo diferente de una mutantes afecta
das en el estado 0.

Estas mutantes sa han clasificado en dos tipos la cro

nologfa de la afeccién que presentan, estos dos tipos son los

3iguientes; Mutantes afectadas en los genes tempranos de la es
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porulacifén y Mutantes afectadas en los genes tardfos de la es-

porulacibn,

Mutantes afectadas en los genes tempranos de la esporulacién

La complejidad de los estados tempranos de la esporu-
lacién est& demostrada por el hecho de que se han mapeado mu -
tantes de estos estados en nueve loci diferentes (31 ), que se
encuentran distribuidos a lo largo del cromosoma de Bacillus
dubtilis sin un orden aparente en el cromosoma, para estos ca-
sos no se han encontrado loci extracromosomales. Las mutacio-
nes Spo0 resultan por lo general en efectos pleiotr8picos ta -
les como la pérdida de la produccibn de antibiSticos y protea-

sas extracelulares.

La naturaleza pleiotrS8pica de estas mutantes ha sido
ampliamente estudiada (66 , 67) indicando que algunas funcio-
nes de la membrana pueden estar afectadas por alguna de estas
mutaciones. Esto se demostr$ coloc&ndo a las c8lulas en pre -
sencia de antibibticos o fagos y seleccionando a las resisten
tes a ellos, el hecho de cambiar ambos patrones de resisten -
cia en una misma mutante se le ha atribuido a modificaciones
memhranales.

Se han hecho an8lisis de las protefnas unidas al DNA

de células silvestres y de mutantes bloqueadas en los pasos 1

niciales de la esporulacibn, en 8stos se ha encontrado que la
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cantidad de protefnas es mayor en las mutantes que en las célu .
las silvestres ( 16). Adem8s se ha visto que una supresién de
la mutacién en sSpoA previene el acfimulo de estas protefnas. Es
to se ha visto en células vegetativas, lo que indica que los -
genes spo0 son funcionales no s6lo durante la esporulacién, si
no a lo largo del crecimiento vegetativo. Como la primera evi-
dencia morfolb6gica de la esporulacifén es la aparicién del sep-
tum asimétrico y ésto se trata quizd de una modificacién del -
ciclo normal de divisién celular, serfa factible involucrar a
estos genes en las funciones normales de la membrana. La natu-
raleza pleiotrbpica de estas mutantes puede explicarse como u-
na congsecuencia del desarreglo total de la membrana, sin exclu
ir la posibilidad de que los productos de estos genes sean re-
guladores que afecten la expresifn de genes de aparicifn poste

rior cuya presencia sea indispensable para la esporulacién.

Mutantes afectadas en 1los genes tardfos de la esporulacifn

En el transcurso de tiempo entre el estado II y el V
ocurren diversos eventos bioqufmicos y morfol6gicos que pueden
ser utilizados para determinar el fenotipo de las mutantes que
se obtengan. Estos marcadores pueden ser la sintesis de las -
enzimas fosfatasa alcalina, glucosa deshidrogenasa, y la apa -
ricién del &cido dipicolfnico, asf como la resistencia a pro -
ductos quimicos y al calor ( ',1°"). Los marcadores citol6gi-

~o8 pueden ser la invaginacifn de la membrana, la formaci6n de
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la corteza, etc.

Existen varios loci para los diferentes estados de la
esporulacibn, se conocen por lo menos siete para el estado II,
cinco para el estado III, siete para el estado IV y cinco para
el estado V (1n3). Estos se encuentran distribuidos a lo largo
del cromosoma , sin embargo, hay un conjunto particularmente -
largo localizado entre el segmento comprendido entre los genes
phe y Lys como se muestra en la figura 8, y otro conjunto lige
ramente menor entre los genes metD y wura. Un anflisis de la se
cuencia de estos genes en el mapa no presenta relacifén entre -
la proximidad al origen de replicacién y la secuencia de apari
cibn de ellos. En el caso de estas mutaciones la variabilidad
respecto a la naturaleza pleiotr6pica es muy grande, existen -
cepas incapaces de formar Scido dipicolfnico y sin embargo for
man esporas termorresistentes (145), lo que indicarfa que en -
los genes tardifs de la esporulacién ya no parece ser determi-

nante la aparicién secuencial de eventos.

Se ha sugerido que la agrupacifén de genes pueda estar
funcionalmente relacionada con la estructura del nucleoide bacte
riano. Esta estructura es tal que las areas de alta densidad -
génica son mas accesibles a los mecanismos de transcripcién de-
la c€lula. Una agrupacibn especffica de genes de esporulacibn
en una regién diferente de donde so encuentran funciones esen-

ciales para el crecimiento de la célula puede ser interpretado
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como una evidencia de que la estructura del nucleoide es din&-
mica y la facilidad de modificar su configuracibn le confiere
una versatilidad que puede estar involucrada en algGn papel -

regulador.



jiit

Q

FERE)

Mapa genético del cromosoma de Baciflus subtilis, el

mapa interno comprende las funciones relacionadas con la espo-

rulacibn.



REGULACION
DE

LA
ESPORULACION



Control de la iniciacifn de la esporulacifin.

Es razonable esperar que compuestos que proporcionen
energfa o amnnio en forma ineficiente sean pobres inhibidores
de la esporulacibn. Esto concuerda con el fenbmeno de repre -
sibn catab8lica reportado para el opr8n de lactosa en Eschend
chia coli y el operbn hut de Klebsiella aerogenes. Sin embar-
go, la ausencia de AMP ciclico y de adenilato ciclasa en el -
género Baciflus (119), elimina elimina a estos operones como
modelos para explicar el efecto de glucosa y fuentes de carbo
no. Sirilarmente el hecho de que la enzima glutamina sinteta-
sa de Bac{llus no presenta las alteraciones de estructura y -
actividad que determinan su funcién y modelo regulatorio en -
Gram negativas, significa que el control de la esprrulacién -
por compuestos que tienen nitr6geno, no es comparativo con el

modelo tradicional de la regulacién nitrogenada.

Dada la variedad de condiciones que ocasionan la es-
porulacibn y la gran variacifn de las pozas de metaholitos ba
jo condiciones diferentes de esporulacibén (35 ), parece poco
probable que un solo compuesto soa el efector de la represibn
de la esporulacibn. En Bacillus megater{um, glutamina o un de
rivado de ella puedr ger el efactor de nitrfgeno, pues en una

mutante aux6trofa de glutamina nn se reprime la esporulacifn
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por amonio (37 ). La represifn se presenta por la adicibn de -
glutamina y no por glutamato, lo que indica que un inhibidor -
de la esporulacifén debe ser convertido a glutamina o a un deri
vado de ella para ser el efector verdadero. Las cepas mutantes
que requieren glutamina que escapan a la represibn por glutami
na, estdn bloqueadas para la produccibén de S-amino imidazol ri
bonuclebtido, que es un precursor de la hiosintesis de purinas.
Debido a que la represifn en las cepas mutantes gln pur  fue
restablecida s6lamente por la adicibén de glutamina y de purinas
se puede sugerir que derivados de glutamina y de purinas se re

quieren simult&neamente como efectores catahBlicos.

Las purinas y pirimidinas en general, pueden servir -
simultaneamente como controladores de carbono, nitrégeno y fos
foro, ésto se ha comprohado, ya que cultivos en donde sc limi-
ta la produccibn de purinas y pirimidinas en Baciflus subtildis
mediante el uso de cepas mutantes o por el empleo de inhibido-
res de la biosintesis de 6stas, se induce la esporulacién du -
rante la fase de crecimiento (122).Adem8s se ha visto que mu -
tantes de Bac{llfus cercus qua esporulan en presencia de gluco-
sa, son cepas que requieren de purinas y pirimidinas para su -
crecimiento ( ), otro hecho que implicarfa la presencia de -
purinas y pirimidinas en la regulacién de la esporulaci6n, se-
rfa la observacibn de que cambios con los niveles de ATP y car-

ga energética, se sabe que acompaiflan al proceso de esporulacién

(64).



Buscando efectores para carbono, se ha encontrado que
el malato y compuestos relacionados inhiben fuertemente la es-
porulacién (98 ), sin embargo, cepas mutantes que carecen de -
la enzima malato deshidrogenasa, aunque son reprimidas por glu
cosa, no se reprimen por malato (98 ), sugiriendo que el oxalo
acetato producido intracelularmente es una fuente de represor.
Una cepa mutante, resistente a la represifn por malato, se en-
contr6 que no es deficiente en las enzimas del ciclo de los &~
cidos tricarboxflicos (99 ), aquf serfa importante ver si esta
cepa presenta la enzima fosfoenol piruvato carboxiquinasa en -
forma normal y si la inactivacién de esta enzima previene la -
represién, esta enzima est& sujeta a represibn por glucosa y -

representa la via principal para la gluconeogénesis(29).

Hasta ahora s6lo se ha considerado que los posibles -
inhibidores de la esporulacién actfien directamente, es decir,
que produzcan un efecto negativo sobre los genes de la esporu-
lacién, sin emhargo, también es posible que actden previnien-
do la sintesis de compuestos que enciendan los genes de la es-
porulacibn. Sobre &sto, serfa importante considerar que tetra-
penta- y hexafosfatos de adenosina se acumulan durante las eta
pas iniciales de la esporulacifén (108). A pesar de que la exig
tenctia de estos compuestos est8 bien establecida, poca informa
cibn existe sobre su efecto en la esporulacién. Se ha sugerido
su papel como efectores regulatorios debido a que cepas mutan-

tes afectadas en el o los genes estructurales de las enzimas -
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involucradas en su biosintesis, no son capaces de esporular e-

ficientemente (108).

Ciclo de los &cidos tricarboxflicos. Represi6n Catahblica y Fs

porulacibn

El funcionamiento del ciclo de los &cidos tricarboxf-
licos es esencial para proporcionar energia y esqueletos de -
carbono para la sfntesis de amino&cidos, especialmente glutama
o durante la esporulacién (144). Las enzimas del ciclo de los
Scidos tricarhoxflicos no son especfficas de la esporulacibn,
normalmente se encuentran cn bhajos niveles, incluso en células
creciendo rSpidamente en un medio con glucosa, amonio y fosfa-
tos. Sin embargo, la induccibén de las enzimas del ciclo se lle
va a cabo junto con la induccibn de la esporulacibn, bajo con-
diciones de limitacién de carbono, nitrbgeno y f6sforo,&sto in
dica que lo que causa la induccién de las enzimas del ciclo al
final del crecimiento, estd tambié&n regulando la iniciacibn de
la esporulacién, aunque cahe mencionar que algunas condiciones
favorables para la induccién de las enzimas de este ciclo pue-
den ser desfavorables para la esporulacibn. Esta diferencia ha
ce notar gue el estudiar a la esporulacibn mediante el compor-
tamiento de sistemas enzimiticos no especificos de clla puede
ser erroneo y no concluyente. Si hien es cierto ésto, tamhién
hay que mencionar que s6lo un pequeiio nGmero de protefnas de -

funcibn conocida -protefna de la cubiorta de la espora, enzima



formadora de la corteza y sintetasa del 8cido dipicolfnico- se
se han visto que estf ausentes en la c8lula vegetativa, muy pPo
co o ningGn an&lisis genético existe en estas funciones, y ade
mfs estas no se expresan al inicio de la esporulacién, por lo

que el andlisis de su regulacibn no se podrfa relacionar con -
el del inicio de la esporulacifn, con lo que parece mas razona
ble analizar cualquier gene en el que se modifique su expre -

si6n al inicio de la esporulacién.

La sfntesis de la aconitasa y de la citrato sintetasa
es reprimida por glucosa y otras fuentes de carbono f&cilmente
metabolizables, para que esta represifén sea completa debe es -
tar presente glutamato o un derivado (56 ), lo mismo sucede pa
ra la enzima isocitrato deshidrogenasa. Este control asegura -
la produccién de glutamato cuando glucosa est8 presente y pre-
viene la expresibn génica innecesaria cuando la biosintesis de
glutamato no se requiere. El catabolito de carbono que produce
la represifén de las enzimas del ciclo de los &cidos tricarboxi
licos no se ha identificado pero se ha visto que la represifn
de la enzima acetoina deshidrogcenasa por glicerol se revierte
en una cepa mutante que carece de la funcibn glicerol-1l-fosfa-
to deshidrogenasa (g5 ), lo que indicarfa que el fosfato e di
hidroxiacetona puede ser el represor, obien un intermediario -

de la sintesis del mismo.
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Glutamina Sintetasa

La enzima glutamina sintetasa, determinante de la asi
milacién de amonio, juega un papel clave en la regulacién del
metabloismo nitrogenado en algunas bacterias Gram negativas. -
Especificamente se ha propuesto que la forma no adenilada, en
zimfticamente activa de esta enzima en Kfebsiella aerogenes,
tiene un efecto estimulatorio en la transcripcibn de su propio
gene (110) y de operones cuyos productos gé&nicos proveen amonio
por el catabolismo de aminod&cidos y otros productos. Esta mis-
ma enzima puede tener un efecto negativo en la transcripcibn -
de otros genes. Ya que la adenilacién de esta enzima es estimu
lada cuando amonio est8 presente, la expresifn de estos genes
responde al contenido de amonio. En el caso de la glutamina sin
tetasa de Bacillus, no se sabe que exista mas de una forma, y
ésta no es sustrato de adenilaciofi ( 28), sin embhargo, su papel
clave en el metabolismo nitrogenado, la hace un hlanco en los

estudios de regulacién.

A la glutamina sintetasa se le han adjudicado dos pa-
peles en la requlacibn de la expresibn génica de Bac{lflus. De-
bido a que la gran mayorfa de mutantes de Bac{flus megateaium
y por lo menos una deBac<ffus subtilisque requieren glutamina
para crecer, esporulan deficientemente (107 ), se ha sugerido -
que se requiere de esta enzima para activar los genes de la os

porulacibn (14 ). Por otra parte se ha dicho que la enzima glu
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tamina sintetasa puede ser un regulador negativo de la expre-
8i6n génica ( 39), &sto se debe a que mutantes capaces de es-
porular que requieren de glutamina son hiperproductoras de -
histidasa y aconitasa bajo condiciones de represifn catab8li-
ca ( 39). Existen también mutantes que carecen de la activi -
dad de glutamina sintetasa que no muestran estos efectos ple-

iotrbpicos, tanto para esporulacibén como para histidasa (26 ).

A pesar de estos hechos contradictorios, la glutami-
na sintetasa podri& ser un buen modelo en la reqgulacifn del -
metabolismo celular de la esporulacién, no s6lo por su situa-
cién determinante en la asimilacién de amonio y desasimila -
cién de esqueletos de carbono, sino por ser una protefna capaz
de identificar simultaneamente las cantidades de amonio y ener
gla, pues amonio y ATP son sustratos de esta enzima, adem&s -
de que glutamina y nuclebtidos de purinas hansido implicados
como posibles efectores de la esporulacifén (28 ) y se sabe -

que estos productos inhiben sinergfsticamente la actividad de

la glutamina sintetasa en Bacilflus.

®ntrol de la transcripcibn
Una minorfa de los genes de Bacillus subtilis son es

pecificos para el estado vogetativo o para el esporulante. En

avnarimantos de hihridizacifn se ha visto que cerca del 25% -
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transcritos por células vegetativas (131), ademSs, si genes di
ferentes son expresados durante la esporulacién en medios difg
rentes, el nGmero de genes que son especfficos de la esporula-
cibn y deben ser expresados bajo cualquier condicién, es menor.
Se ha mostrado tambi&n que estas especies de RNA esporulante -
se encuentran presentes en la fase estacionaria de una cepa mu
tante incapaz de iniciar la esporulacibén (102). Estos resulta-
dos sugieren que el ndmero de genes especfficos de la esporula
ci6én no es tan elevado como se piensa, hay que notar que estos
experimentos de competencia e hibridizaci6n pueden ser usados

para demostrar cualitativamente las diferencias entre la pobla
ciones de RNAs pero no permite estimar las diferencias entre -
las velocidades de transcripcibn de ellas. Asf un RNA transcri
to a baja velocidad en células vegetativas puede estar presen-
te en cantidades sufucientes para competir contranscritos he -
chos a velocidades altas en cflulas esporulantes. Para tener u
na idea clara del control transcripcional durante la esporula-
ci6n, es necesario medir la velocidad de transcripcifn de espe
cies individuales de RNA mediante el uso de marcadores radiac-
tivos aplicados en perfodos cortos de tiempo en un gene espe -
cifico para la hibridizaci6én. Esto se ha hecho recientemente -
mediante la clonacién de un fragmento de DNA de Bacillus subti
tis que contiene dos genes de esporulacibn en Eschenichia cold
(117). Este DNA amplificado se ha usado para demostrar que dos

especies de RNA transcritas durante la esporulacién, no lo ha-



Un tipo de RNA para el que ha sido posible medir la -
velocidad de transcripcifén en c@lulas esporulantes y vegetati-
vas es el RNA ribosomal, 8sto se ha hecho midiendo la incorpo-
racién de RNA ribosomal marcado isot8picamente en ribosomas -

(102), donde se vi8 una velocidad de incorporacibn 20 veces -

mayor en células vegetativas respecto a c8lulas esporulantes.

Rgulacién por RNA polimerasa.

La RNA polimerasa dependiente de DNA tiene la propie-
dad de reconocer y unirse a sitios promotores del DNA, su habi
lidad de iniciar y terminar la sfntesis de RNA es por lo gene-
ral, modulada por protefnas que interactfian con la enzima. El
reconocimiento y la unién al promotor se debe, por lo menos -
en forma parcial a la funcibn de la subunidad o de la RNA po -
limerasa (22 ), con base en 6sto, se ha propuesto que cambios
en la RNA polimerasa en especial del factor o, pueden ser res
ponsables de la alteracifn de la especificidad transcripcional
(19 ). Se ha tratado de transcribir DNA del fago ée cuya trans
cripcién es altamente dependiente del factor o (123) con RNA -
polimerasa extraida de células esporulantes y se ha visto que
la habilidad de transcripcibn disminuye, por lo que se ha pro-
puesto que la RNA polimerasa da c6lulas esporulantes tiene un
factor de iniciacién diferente de ¢ o incluso que no requiere

de un factor de iniciacibn., Si ésto es cierto, la velocidad de
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transcripciSn en la esporulacién, es determinada s6lo por las
afinidades de los promotores especificos de la esporulacifén -

con la RNA polimerasa.

Actualmente se sabe que la actividad del factor ¢ -
disminuye despufs de que la c8lula deja de crecer(17 ,18 ) y
durante la esporulacibn, el factor ¢ persiste pero es inacti-
vo (134). Cabria aquf pensar en la proteolisis del factor o,
sin embargo, la.modificacibn de este factor es reversible, -
pues se ha visto que si se para la sfntesis de protefnas con
un inhibidor especifico de procariotes, la protefna ¢ se res-
tablece (118). Tambi&n se ha visto que mientras el factor o -
estd inactivo, la RNA polimerasa de c8lulas esporulantes se -
une a polipéptidos ausentes en c8lulas vegetativas, 8stos son
por lo menos dos cuyos pesos moleculares son 85 00N (83 ) y -
27 000 (45 ), estos polip8ptidos no restablecen la funcién de
o, pero tampoco existe evidencia de que le confieran a la RNA
polimerasa propiedades diferentes de reconocimiento hacia al-

guna fraccién de DNA. .

Se ha propuesto que la RNA polimerasa se modifica en
las subunidades a y B” por proteasas, pero se demostr6 que en
un sistema de trangcripciébn de esporulacifn, usando el fago -
¢c como templado se restablece la transcripcibén al agregar el

factor g,

En el cago de Bacillus thuringiensis, se han observado



cambios secuenciales en los patrones de movilidad electroforé-
tica del factor g, y de las subunidades a y 8”°de la RNA poli-
merasa, ademis de la aparicién de muevas protefnas (69 ), sin
embargo, no se le han adjudicado funciones transcripcionales

a estas nuevas protefnas (69 ).

Se ha propuesto también que la gramicidina, un anti-
bi6tico producido durante la esporulacifn de Bacillus brevis
tiene un papel en la regulacién de la sintesis del RNA, este
antibiftico que mata a las c8lulas vegetativas, inhibe par -
cialmente la actividad de la RNA polimerasa <{n vitro, interfi
riendo con la formacién del complejo DNA-enzima (113). Aunque
la gramicidina se requiere para la termorresistencia de espo-
ras que contienen &cido dipicolfnico (94 ), no se sabe con -
certeza si su funcibn <n vivo sea la de modular la sintesis -

del RNA.
Mutantes de la RNA polimerasa.

El aislamiento y caracterizacifn de mutantes con la
actividad de la RNA polimerasa alterada, ha permitido hacer -
importantes comparaciones entre la enzima de células esporu -

lantes y la de células vegetativas.

Casi todas las cepas mutantes de Bac{ffus subtilis -
resistentes a los antibi6ticos rifampina, streptovaricina, y

streptolidigina, son capaces de esporular, normalmente no lo
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hacen en presencia de estos antibi6ticos, se puede concluir, -
que el gene que es mutado para conferir estas resistencias, co
difica para un componente de la RNA polimerasa comGn a las cé-
lulas vegetativas y esporulantes (}12.). Por otra parte, la i -
dentificacién de mutantes que son deficientes en la esporula -
ci6n a 37°C o a temperaturas mayores, permite concluir que la

ANA polimerasa en las células csporulantes tiene aluna funcién
diferente de la de las células vegetativas (7g ). En estas mu-
tantes la funcibn que parece estar afectada es la actividad -
transcripcional, lo que quiz& se deba a una mutacién que afec-
ta la interaccién de polip8ptidos en esta enzima. Un mecanismo
especffico ha sido propuesto para explicar la presencia de es-
tas mutantes, es &ste se considera gue las subunidades mayores
a1l ser afectadas se unen fuertemente al factor 3 y no permiten

su inactivacién durante la esporulacibn (121).

El uso de una nueva droga llamada lipiarmicina, la -
cual inhibe especificamente la RIIA polimerasa dependiente del
factor o, ha mostrado que &ste nog se reguiere para la expre -
816n de los genes especificos de la esporulacibn (122), aunque
r.o se demostr§ que esta droga entrara a la célula esporulante
y que en caso de que entre, no se degrade en el interior de la

espora.
2{A polimerasa y su restablecimiento por Fagos

Se ha encontradc que el fago PMB12 de Bac(ifus tut?e-



Us es capaz no s6lo de aumentar la velocidad de esporulacién -
en cepas silvestres de esta especie, sino que puede corregir -
la deficiencia de esporulacifn de un determinado grupo de mu -
tantes denominado Spo' cuyas lesiones mapean cerca de las re -
giones de resistencia a los antibifticos mencionados en la sec
cién anterior, y tambifn de mutantes dcnominadas SpOOJl NingGn
otro tipo de mutantes Spo revirtieron a c€lulas silvestres, -
por lo que parece ser que este fago produce una RNA polimerasa
capaz de transcribir los genes de la célula esporulante (35 ).
De aquf se podrfa pensar que el locus spo0J define un gene de

la RNA polimerasa.
Control de la transcripcién durante el crecimiento de la espora

El control de la expresibn génica a nivel de trans -
cripcién durante el crecimiento de la espora, es probable va -
cue se ha visto que se requiere sfntesis de RNA para el desa -
rrollo esporal ( 71) y que las especies de RNA encontradas en
espcras en desarrollo estén ausentes en células vegetativas -
( 68). Adem8s la transcripcifbn de genes lleva un orden determi
nads resgecto al tiempo, ya que sc ha visto que la sfntesis de
las fracziones 16S y 235 de RNA ribosomal precede a la sintesis
de PNA ‘- tamano heterogenco, que posihlemente sea R!A mensaje
o 2 .

La estructura de la PNA polimerasa an la espora madura

¢ crefa j3ue ora Ai{farentne de la cBlula vegetativa, ns decir, -

2]
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que se modificaba por la accibn de proteasas (g6 ), experimen=
tos posteriores en donde se tuvo precaucifén contra la proteoll
sis permitieron el aislamiento de una protefna con subunidades
de composicibn indistinguibles de la RNA polimerasa de células
vegetativas ( 60). La especificidad de la RNA polimerasa de la
espora madura es similar a la de la enzima de células esporu -
lantes; el DNA del fago ¢e es transcrito deficientemente por -
esta enzima (20 ). Durante el desarrollo de la espora la acti-
vidad del factor o es parcialmente restablecida, permitiendo -

la expresién del DNA del fago ¢e L{n vivo e {n vitro (20 ).

En esporas de Bac<lfus cereus que llevan el fago CPS1
la sfntesis del RNA del fago normalmente ocurre después de que
la epora deja su etapa de vida latente, si se adicionan inhibi
dores de la sfintesis de protefnas, se produce una transcrip -

ci6n selectiva del DNA del fago ( 21). Esto indicarfa que la -

transcripcién del fago CP51 es limitada inicialmente por la

falta del factor o.
Control de la traduccién

Cambios en la maquinaria sintética constitutda por -
proteinas en células eucaribticas durante su desarrollo y enve
jecimiento (14 ), sugieren que la expresifn génica durante es-
tos procesos puede estar, por lo menos, parcialmente regulada
a nivel traduccional. Los componentes traduccionales en los -

que se han ohservado alteraciones son los RNAs de transferen -
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cia (99), tRNA sintetasas (65 ) y ribosomas ( 25). Estudios -
de regulacifn en el desarrollo de bacteri8fagos en Escherichia
coli, indican que el control traduccional puede presentarse -
también en procariotes ( 93). También los operones de arginina
y triptofano est&n regulados, en parte, a nivel traduccional -

en el caso de Escheaichia coli (9s).

En esta seccifén se resumirfn las evidencias que indi-
can la presencia de un sistema de regulacibn traduccional y -

post-traduccional durante la esporulacién.

RNA mensajero estable

La discriminacién en la traduccién de RNA mensajero -
citoplfsmico en eucariotes podrfa ser un mecanismo de control
importante pues permitirfa cambios r8pidos en el contenido de
las protefnas celulares, a pesar de que estos RNA mensajeros -
tengan una vida media larga (106). Debido a que el RNA mensaje
ro tiene una vida media corta -aproximadamente 2 minutos como
promedio- (79 ), ajustes r8pidos en la expresibn génica pueden
generalmente llevarse cabo a nivel transcripcional. Sin embargo
existen algunas especies de RNA mensajero estables reportadas
para algunos procariotes como Escherichia cofi (g3 ), Baciflus

subtilis (90 ), Bacillus cereus (101).

La existencia de RNA mensajero estable en las bacterias
esporulantes y su posible papel en la regulacién de la esporula

c16n ha sido discutido (122), pero no se tienen a la focha expg
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rnmentos concluyentes para alguna protefna especifica.

BA de transferencia

La poblacifn de los RNAs de transferencia ha sido exa
minada en forma extensiva ( 1 ,24 ,34 ). Mediante el uso de -
técnicas cromatogr8ficas (139), se han detectado cambios en -~
las proporciones de especies isoaceptoras de RNA de transferen
cia ademds de la aparicifn y desaparicifn de RNAs de transfe -
rencia especf{ficos de la esporulacibn en Bacillus subtilis. Pa
ra nueve especies de RNA de transferencia no se encontraron di
ferencias entre las células esporulantes y las vegetativas, es
tos son fenilalanil-, valil-, alanil-, aspartil-, isoleucil-,
prolil-, metionil-, formilmetinil- e histidil-tRNA. Después de
la fase logarftmica de crecimiento aparecen cambios en las es-
pecies isoaceptoras de tirosil-, leucil-, seril-, treonil-, -
asparagil-, y arginil-tRNA y en las especies fnicas para lisil-,
glutamil-, triptofanil- y glicil-tRNA. No todos estos cambios
son especificos de la esporulacifén, pues algunos de ellos ocu-
rren en mutantes incapaces de iniciar la esporulacibn pero el
hecho de que aparezcan estos RNAs de transferencia diferentes -
sugiere la posibilidad de un evento regulatorio a través de e-
llos.

Se .ha visto también en Baciffus megaterium que alunos RNAs

de transferencia de las c8lulas esporulantes carecen de 3' ade

nosina terminal, fenémeno que tambi8n se ha visto en células -
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vegetativas al final de la fase de crecimiento , 8sto quizf se
deba mas a envejecimientq del RNA de transferencia que a una -
modificacifn especifica para un fenSmeno regulatorio (13s). De
bido a que ninguna de las alteraciones observadas en 1los RNAs

de transferencia de células esporulantes se han demostrado que
sean especfficas de la esporulacifn, no se les puede implicar

directamente en la esporulacifn, aunque esto no desecha la po-
sibilidad de que estos cambios sean necesarios para que se lle

ve a cabo la esporulacién.

tRNA sintetasas

El involucrar a las tRNA sintetasas en la regulacifn-
de la esporulacién de Baciflus subtilis se ha hecho pues se ha
visto que durante la esporogénesis estas actividades presentan
cambios (137). Estudios subsecuentes se han dedicado a la ca -
racterizacifn de mutantes sensibles a la temperatura por modi-
ficaciones en la enzima lisil-tRNA sintetasa (128). Si esta ce
pa crece en forma exponencial y se cambia a condiciones de tem
peratura raestrictiva, muere rfpidamente, sin embargo, células
esporulantes de esta cepa son capaces de soportar la temperatu
ra restrictiva. Si las propiedades de las enzimas de las célu-
las esporulantes y vegetativas, son consistentes con la idea -
de que tienen un orfgen genético comdn, el experimento anterior
sugiere que la enzima esporulante es modificada a manera de ha-
@®rse termorresistente , algunas condiciones fisiol8gicas de la

egpora pueden ser las que ocasionen aesta estabilidad, ya que -
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no se ha demostrado la existencia de modificaciones en la enzi

ma de la c8lula esporulante.

Mmctores de iniciacién.

Los factores de inicfacifn de la sintesis de protefnas
en Escherichia coli confieren especificidad a los templados tra
duccionales con los ribosomas. Cambios en esta especificidad o-
curren durante la infeccién del fago T4 en Escherichia coll -
(36 ), estos cambios se han atribuido a la alteracién de los -~

factores de iniciacién.

Los factores de iniciacifn de las células esporulantes
de Bacillus subtifis imparten una especificidad de reconocimien
to de templados diferente que el de las células vegetativas -
(23 ). Los factores de iniciacibn de la sintesis de protefnas -
de las c&lulas esporulantes son capaces de discriminar al RNA -
del fago SPOl1, mensajero representativo del existente en c&lu-

las vegetativas,

Los factores de iniciacifn de la sfntesis de protefnas
de las células esporulantes fueron activos con otros templados
como se puede ver por su habilidad de estimular la transcrip -
cibn del RNA del colifago QB8, y la sintesis dirigida de lisosi
ma {n vitro del fago T4 con ribosomas de Fscherichia coli 11 -
bres de factores de iniciacibn (23 ). Lo que indica que la ma-

quinaria traduccional de Bacillus subtif(s es capaz de distin-



no se ha demostrado la existencia de modificaciones en la enzi

ma de la c8lula esporulante.

BMctores de iniciacién.

Los factores de inicfacifn de la sintesis de protefnas
en Escherichia coli confieren especificidad a los templados tra
duccionales con los ribosomas. Cambios en esta especificidad o-
curren durante la infeccién del fago T4 en Escherichia colsi -
(36 ), estos cambios se han atribuido a la alteracifn de los -

factores de iniciacién.

Los factores de iniciacifn de las c@lulas esporulantes
de Bacillus subtilis imparten una especificidad de reconocimien
to de templados diferente que el de las células vegetativas -
(23 ). Los factores de iniciacibn de la sintesis de protefnas -
de las células esporulantes son capaces de discriminar al RNA -
del fago SPO1l, mensajero representativo del existente en c@lu-

las vegetativas,

Los factores de iniciacifn de la sfntesis de protefnas
de las c8lulas esporulantes fueron activos con otros templados
como se puede ver por su habilidad de estimular la transcrip -
ci6n del RNA del colifago QB8, y la sintesis dirigida de lisosji
ma in vitro del fago T4 con ribosomas de Escherichia coldi 11 -
bres de factores de iniciacién (23 ). Lo que indica que la ma-

quinaria traduccional de Baciflus subt(fis es capaz de distin-
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ma de la c8lula esporulante.

Bmctores de iniciacién.

Los factores de inicfacifn de la sfntesis de protefnas
en Eschenichia coli confieren especificidad a los templados tra
duccionales con los ribosomas. Cambios en esta especificidad o-
curren durante la infeccifn del fago T4 en Escherichia coldi -
(36 ), estos cambios se han atribuido a la alteracifn de los -

factores de iniciacién.

Los factores de iniciacibn de las células esporulantes
de Bacilfus subtilis imparten una especificidad de reconocimien
to de templados diferente que el de las células vegetativas -
(23 ). Los factores de iniciacifn de la sintesis de protefnas -~
de las células esporulantes son capaces de discriminar al RNA -
del fago SPO1, mensajero representativo del existente en c8&lu-

las vegetativas.

Los factores de iniciacifn de la sfntesis de protefnas
de las células esporulantes fueron activos con otros templados
como se puede ver por su habilidad de estimular la transcrip -
cibn del RNA del colifago QB, y la sintesis dirigida de lisosi
ma in vitro del fago T4 con ribosomas de Escherichia coli 11 -
bres de factores de inictacibn (23 ). Lo que indica que la ma-

quinaria traduccional de Baciflus subtilis es capaz de distin-
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quir entre diferentes mol8culas de RNA mensajero. Debido a que
los factores de iniciacifn de la sintesis de protefnas de ce-
pas mutantes incapaces de iniciar la esporulacién no presen -
tan estos cambios en la especificidad de reconocimiento tra -
duccional, se ha postulado que éste sea un evento especifico

de la esporulacién.

Debe notarse que no es necesario postular un cambio
en los factores de iniciacién para explicar la alteracién de
la especificidad. La limitacifn total en la capacidad de ini-
ciacién puede producir cambios que permitan que Gnicamente se
lean mensajeros que tienen mayor afinidad para ser transcri -
tos preferencialmente ( 84). Este ha sido el caso en varios -

sistemas eucaribticos ( 97).

Ribosomas

Cambios funcionales y estructurales en los ribosomas
de c&lulas esporulantes han sido identificados. Los ribosomas
de las especies esporulantes han sido caracterizados por elec
troforesis bidimensional de las protelnas ribosomales y por -
estudios de su conducta de sedimentacibén (70 ,141). Ha habido
varios reportes sobre las diferencias en la movilidad electro’
forética delas proteinas ribosomales de las células vegetati-
vas y esporulantes (42 , 41) pero no se ha establecido el nd-

mero o la naturaleza de dichas diferencias.



Se han reportado varias diferencias funcionales entre
los ribosomas de especies esporulantes y vegetativas, una de e
llas es la diferencia que presentan Ios ribosomas de esporula-

cifén al antibiStico llamado 8cido fusfdico ( 42).

Una serie de mutantes ribosomales se han obtenido con
el fin de caracterizar este fenfmeno ( 42), sin embargo, el me-
canismo molecular por medio del cual estas mutantes ribosoma -
les afectan la esporulacién es desconocido. Se podrfa pensar -
que ciertas mutaciones limitan la habilidad del ribosoma para
cambiar la especificidad del nuevo templado por reconocer, ya
que un cambio especffico de la esporulacifn en el templado ri-
bosomal podria producir una traduccifn preferencial de los RNAs
mensajeros especfficos de la esporulacifn. Ya que la mayorfa -
de los RNAs del estado vegetativo se siguen produciendo durante
I esporulacifn , un mecanismo para la seleccién de mensajeros-

favorecerfa la expresifn de mensajes propios de la esporulacién.

Por otra parte uno puede imaginar tambi&n que mutacio-
nes en los ribosomas, no permitan la sintesis de pequefias molé-
culas que puedan ser efectores regulatorios de la esporulacifn

como el caso de los nuclebtidos polifosforilados.

Control Pogt-traduccional.

Un mecanismo de control importante en la esporulacién

puede ser el de la modificacibn do las protefnas despuls de
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concluida su sfntesis.

La forma vegetativa de la enzima fructosa-1,6-difosfa
to aldolasa al ser sometida a una ruptura proteolftica especf-
fica, es convertida en una forma termoestable, &sta es idénti-
ca a la arslada de las esporas (111). La formacibn de la cu -
bierta de la espora puede involucrar también un procesamiento
post-traduccional (142) ya que se han detectado anticuerpos -
anticubierta antes de que esta se forme. Por Gltimo la modifi-
cacién covalente de protefnas por adenilacibn, fosforilacién,

acetilacién, etc., en la esporulacifn no ha sido demostrada.



COHNCLUSIONES
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La formacién de esporas en Bacillus est8 acompahada
por cambios marcados en la composicién quimica, contenido en
zim8tico y en la morfologfa de la c@flula. La informacién que
existe sobre 8sto es amplia y detallada. Los primeros estu -
dios sobre la esporulacifn se enfocaron a describir los cam-
bios morfolbégicos que dan lugar a la formacién de esporas, -
éstos se hicieron de una manera aislada y limitados @inicamen
te a la identificacifn de estructuras y composicién de éstas,
cuando la informacifn fue aumentando se integr6 a manera de-
un esquema general de lo que sucedfa de manera observable y
se determinaron con mas detalle los eventos morfol8gicos de

la esporulacién.

En el caso de los eventos bioquimicos la situacién
es diferente, inicialmente se intent6 la caracterizacifn de
las enzimas involucradas en la esporulacifn, entendiéndo por
&sto, a aquellas que se encuentran en las esporas, para ex-
plicar el fenfmeno de termorresistencia, se logr§ caracteri-
zar una gran cantidad de enzimas y a la fecha no se han podi
do relacionar sus funciones con los eventos morfolégicos de
la esporulacibn, es decir, se conoce el perfil de aparicibn
de una gran parte de las protefnas que se forman durante la
esporulacibn pero no se ha podido determinar si estas acti-
vidades enzim&ticas son indispensables para la esporulacién
o su presencia en ésta es circunstancial. Es decir, que la -

aparicibn de actividades enzim8ticas que relacionen la forma
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cibn de estructuras no se ha caracterizado, es actualmente im
posible hablar de una actividad relacionada con la formaci6n
del septum de la espora o de alguna enzima participante en la
formacibén del exosporio. Si se pretende hacer una secuencia en
zim8tica que relacione la aparicifén de estructuras, la informa

ciébn es insuficiente y diffcil de relacionar.

Las primeras enzimas que aparecen son las relaciona -
das con la formaci6n de energfa, es decir, las enzimas del ci-
clo de los &cidos tricarboxflicos. El siguiente grupo de enzi-
mas son las que proporcionan nitr8geno a partir de estructuras
de amino&cidos, acompanadas por la aparicién de las proteasas.
Con la presencia de estos grupos enzimdticos, la célula est§ -
en posibilidad de sintetizar estructuras nuevas (tiles en la -
esporulacibn, el siguiente paso es el de la aparicibén de las -
enzimas que sintetizan y ensamblan las estructuras propias de
los primeros eventos de la esporulacibén, &stas no se han iden-
tificado. Durante esta etapa deben estar presentes las enzimas
que sintetizan los componentes de la corteza y la cubierta, -
pues se ha visto que aunque estas estructuras se hacen presen-
tes mas adelante, la sintesis de sus precursores se realiza al
principio de la esporulacibn llev&ndose a cabo el ensamble de
éstos en los perfodos Gltimos de la esporulacibn por la incor-
poracibn de metabolitos pequefios capaces de intercalarse dando

lugar a rearreglos estructurales que permiten su observacibn -

fScilmente.



Dentro de los metabolitos formados durante la esporu-
lacién est8n las proteasas, a éstas se les han atribuido dife-
rentes papeles fisiolbgicos. La maxer!a de la opiniones admi -
ten que las proteasas funcionan como proveedores de nutrientes
asimilables. Se les pueden atribuir funciones intracelulares -
mas especificas como la degradacifén de estructuras preexisten-
tes para la formaci8n de nuevos compuestos fitiles en la esporu
lacién como se mencionS anteriormente. Se ha propuesto que una
proteasa pueda funcionar como enzima clave en la induccién de
la esporulacifn ocasionando la destrucciSn de un represor espe

cifico (116).

Para el caso de los antibibticos se han implicado -
tres funciones posibles, la primera es que al estar la célula
en condiciones de limitacién de nutrientes, excrete los anti-
bi6ticos para inhibir el crecimiento de posibles formas compe
titivas, otra es la idea de que los antibifticos peptidicos de
Bacillus sean incorporados en las estructuras de la corteza de
la espora como constituyentes normales de &sta (47,11). Y la -
tercera los implica como inductores gratuitos de proteasas ne-
cesarias para la esporulaciofi, ya que al ser de naturaleza pep
tfdicapueden ser sustratos com@nmente utilizados por este tipo

de enzimas.

Otro de los metabolitos que se forman durante la espo

rogénesis es el Scido dipicolfnico, cuya ruta biosintética es



conocida, actualmente no se sabe si su presencia en la célula
esporulante tenga implicaciones morfol8gicas o regulatorias,

se le han atribuido funciones en el inicio de la germinacién -

(51).
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La esporulacifn es un proceso complejo que sin duda, -
debe estar controlado por un nmero elvado de mecanismos regu -
latorios que aseguren la secuencia dienada de eventos que con-
ducen a la formacifén de una esora completa. Se ha visto que 1la
esporulacién es un fen6meno catabSlicamente represible (116). -
Los nucle8tidos mas relacionados con el catabolismo son los de
adenina y los de piridinas, cambios en la actividad catabflica
de una célula serfn reflejados por cambios en la concentracifn
de estos compuestos. En Escherichia coli el AMP ciclico ha sido
implicado en la represifn catab8lica (100). Sin embargo este -
compuesto no ha sido detectado en bacilli lo que significa que
una sefial alternativa debe ser empleada por estos microorganis-
mos. Algunos resultados demuestran que el ATP disminuye en su -

concentracifn al depletarse la fuente de energfa (64).

El papel del ATP o de la carga energética en la regula
cién de la esporulacién es atractivo no s6lo por su conexibén -
con el catabolismo, sino por el nimero de formas con las que el
ATP o en general la carga energética puede ejercer un efecto re-
gulatorio. Ninguno de estos mecanismos es exclusivo de otros po-
sibles y en conjunto podrfan contribuir a la regulacién total -

de la esporogénesis.

La forma mas sencilla de requlacibn podrila ser la inter
acci6n directa del ATP con un aporrepresor. Esta interaccibn -

puede ser explicada también en términos de carga energética.



La carga energética puede ser considerada como una ne
dida de la afinidad de los niveles de adenilato por la protei-
na aporrepresora, el n@mero de fosfatos que tenga el adenilato
puede determinar la habilidad de esta molécula para unirse a -

la proteina.

El ATP puede fosforilar o adenilar a una protefna in-
volucrada en la represifn de los genes que disparan la esporu-
lacibn. Es decir, que el grado de viabilidad de la protefna
dependerfa de la concentracién del ATP en la célula, como mo
delo alternativo no exclusivo del anterior serfa el de consi-
derar una adenilacibén o fosforilacifén de la RNA polimerasa, se
ha visto que la RNA polimerasa de Escherichia coli es asenila-
da durante la infeccibn del fago T4 (64). Esta modificacibébn -
puede ser la reponsable de un cambio en el s8itio de reconoci-
miento del DNA. Se ha observado también que la RNA polimerasa
de Bacillus brevis es inactivada in vitro por varios nuclebti-

dos incluyendo al ATP (114).

Recientemente se ha visto que una subunidad de la RNA
polimerasa es fosforilada durante la esporulacién (64), esta -
alteracibn puede ser importante para la especificidad de la -
transcripcibn. EBsto podrfa explicar la regqulacibn del inicio -
de la esporulacibn, mas no de los eventos posteriores los cua-
les pueden estar requlados por otros efectores caracteristicos

de la espora.



Liberada la iniciacifn de la espurulacién de la repre
si6n por el bajo contenido de ATP o de carga energética, es po
sible que se expresen genes responsables de la sintesis de pro
teasas capaces de destruir en forma gradual los represores de
genes cuyos productos sean utilizadés para la sintesis de es -
tructuras esporales o bien de genes cuyos productos sean in -
ductores de la sintesis de enzimas propias de la espora, lo -
que explicarfa la naturaleza pleiotr6pica de la esporulacién.
Pues si no se sintetizaran las proteasas estos represores pre
sentes en los genes de expzeilén posterior no permitirfan la -
sintesis de inductores y por lo tanto la esporulacién no se lle

varia a cabo.

Otra posibilidad es que las proteasas modifiquen a la
RNA polimerasa a manera que en el transcurso de la esporulacién
fuera modificada su especificidad de templado y asi permitiera
la expresifn gradual de los genes de la esporulacifén. Sin embar
go, los anflisis de la RNA polimerasa durante la esporulacién -
si indican la presencia de modificaciones pero no en forma se -
cuencial como para poderlas correlacionar con los diferentes ge
nes que se expresan, ademis estos cambios no son generales para

todas las especies esporulantes.

Uno de los principales problemas que ha habido para -
tratar de establecer un esquema general de la esporulacifn es -

la variedad de resultados segln el microorganismo que se utilice
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pues aunque todos son del mismo género, las variaciones en los
resultados son muy grandes. Algunos autores han sugerido que -
la esporulacifn se trate como un fenfmeno independiente para

cada microorganismo y no para el género ya que la clasifica -
cién de Bac{l{fus es por ser aerobios esporogénicos 1o que no a
sequra que sus sistemas de biosintesis y regulacibn sean pare-
cidos. Probablemente ésto sea v8lido en un principio, pero el

fen6meno estd presente y serfa mas ventajoso el poderlo consi-

derar como un proceso generalizable.

En la actualidad se cuenta con un mayor nfimero de re-
cursos para la elucidacién de fenbmenos estudiados por la Bio-
logfa Molecular, entre ellos se cuenta con las técnicas de re-
combinacién {n vitro de DNA que nos permite la clonacibén de -
genes suceptibles de estudio en vehiculos moleculares donde la
posibilidad de caracterizacifn es mayor, para la esporulacifn
ya se han logrado clonar genes (117), lo que contribuir§ a la
caracterizaci6bn de los productos de &stos, que es una de las -
principales deficiencias en la genética de la esporulacibén. Con
la identificacién y purificacién de los productos génicos espo
rales, se podr8 determinar el tiempo de sintesis, su localiza-
ci6n celular y la funcibn de cada uno de ellos. Incluso permi-
tird determinar los mecanismos moleculares que controlan la ac

tividad génica.

El estado actual de la esporulacibén es confuso, diver



sos modelos describen los psapeles potenciales de pequenas molé
culas como efectores de la esporulacibn. Sin embargo, serfa de
mayor utilidad establecer con evidencias mas firmes si alguna -
de estas moléculas efectoras hipotéticas tienen algGn efecto -
primario en la expresifén génica. Actualmente la mayorfa de los
argumentos de que un compuesto u otro estd involucrado en la re
gulacién de la esporogénesis est&n basados inicamente en la a-
paricién de &ste durante la esporulacibn, sin embargo su presen

cia puede deberse a otras causas no consideradas ajenas a la es

porulacién.
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sos modelos describen los psapeles potenciales de pequefias molé
culas como efectores de la esporulacifn. Sin embargo, serfa de

mayor utilidad establecer con evidencias mas firmes si alguna -

de estas moléculas efectoras hipotéticas tienen algdn efecto -~
primario en la expresifén génica. Actualmente la mayorfa de los
argumentos de que un compuesto u otro estf involucrado en la re
gulacién de la esporogénesis est§n basados Gnicamente en la a-
paricién de &ste durante la esporulacifn, sin embargo su presen

cia puede deberse a otras causas no consideradas ajenas a la es
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