UNIVERSIDAD DE MADRID

FACULTAD DE CIENCIAS
Seccion de Bioldgicas. inéditas

TESIS DOCTORAL

Estudio sobre transformacion y transfeccion de "'Bacillus
subtilis™ cultivado en quimostato

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR
PRESENTADA POR

Alfonso Tapia Alvarez

Madrid, 2015

© Alfonso Tapia Alvarez, 1973



UNIVERSIDAD DE MADRID FACULTAD DE CIENCIAS

ECA UCM | TEM 75
R TAP

6

e

ESTUDIO SOBRE TRANSFORMACION Y TRANS-

FECCION DE BACILLUS SUBTILIS CULTIVADO

’ EN QUIMOSTATO,

Tesis que para aspirar al grado

de Doctor en Ciencias,presenta,

ALFONSO TAPIA ALVAREZ

Madrid, Abril 1,973




A mi padre



Es mi deseo que las primeras lineas de esta memoria vayan
dirigidas al Dr. Rubens Lopez, extraordinario amigo y compafiero,
quien con sus continuos desvelos y su infinita inquietud durante
la preparacidén y direccidn de esta memofia de doctorado, ha sido,

en definitiva, su verdadero artifice.

Por otra parte quiero dejar constancia de mi ilimitada
gratidud al Prof. Dr. Antonio.Portolés director del departamento
que ha puesto a mi disposicidén todo su enorme bagaje cientifico
Yy toda su profunda categoria humana ayudandonos decisivamente, con
su éxperiencia, a encontrar nuevamente el camino tantas veces como
lo perdimos. Seria para mi un. motivo de satisfaccidon grandisima
poder tener la ocasion de corresponder a todo lo que el Dr, Portolés
ha hecho por mi, sin embargo estoy seguro que comprende estas torpes

palabras que significan el cariiio que le tengo.

Mi agradecimiento al Instituto "Jaime Ferrin' de Microbio~-
logia del C.S.I.C. en la persona de su director Prof. Dr. Lorenzo
Vilas, que nos proporciond los medios materiales para poder realizar

este trabajo.

Asimismo quiero expresar al Prof. Dr. Dimas Fernandez

Galiano mi reconocimiento por aceptar el patrocinio de esta Memoria.



Hago patente mi agradedimiento al Dr. Thomas A. Trautner
del Max Plank Institut de Berlin quien me acepté en su laboratorio
poniendo a mi alcance todos los medios y sus valiosas opiniones y
enseilanzas, y al Dr. Hirokawa quien me facilitd una serie de técni-

cas y una ayuda inestimable.

Finalmente deseo agradecer a todos mis compafieros de labo-
ratorio la ayuda que me han brindado, especialmente a las Srtas. Ma,

Luisa del Pozo y M2. Teresa Alda.

C o,



INTRODUCCION

I. MECANISMOS GENETICOS DE LA VARIABILIDAD BACTERIANA ....

1.

2.

3.

4.

Mutacidn genétiCaeeeeceescecseasessscacsssroasoncnans

Conjugacidn bacteriana seeveeceecevcccesosssssscesse

TraanUCCién G000 ceor ttete0ssotrodsertoncsetentisscttoe

TranSformaCian ® 20 006 0608 8 96060000008 s00e0 e ePoeeee e

II. TRANSFORMACION BACTERIANA 00 009 8 00 0 0000 ¢ 00000000t

1.
2,

3.

4.
5.
6.
7.

8.

Definician P OB O 9 000000 20 OOL PO OO LEONOONsNNe N ebase s

La molécula de DNA transformante c.cececeoeccovscnscs

competen0ia G 6 50000006000 060000000000000000000000s0000

a) Definicién © 6 ¢ 0600 000 08 8¢ 008 8¢ 0800 0806000080060 000000000

b) Localizacién de la competencia en las placas
del desarrollo S © 60 280 0 9080058080080 00 500 080000000 e

c) Desarrollo del estado de competencia eqececcscecs
d) Competencia y eSpOrogenesiS ecesescoseccsccscscas

e) Regulacién autocatalitica de la competencia: Fac-
tor de competGDCia 0esoeosesccsesotesotbotocctetoee

f) Enzima autolitica de la pared celular s.ecececses

AdSOTCian del DNA ..coeecccsvsccscosctnsrscosansccsnce

PenetraCién del DNA 0000 ¢ 000 s0ebosvs st ere e

EcliEse'...l...."..O..0'...'..0‘...00.'.0..l.......

Integraci6n 0P 0 PP I 000 0000080806000 000000ceb80ress0tocs

ExBreSian 9 08 00000000090 00046600068 ¢06080080806000000 00000000

III' TRANSFECCION 00 60 0006000000806 008 000068000 0000900000000

12

13

13

14

17

17

20

21

26

27

33

37

41

44

51

56

60



IV, EL CULTIVO CONTINUO EN EL ANALISIS.DE FUNCIONES
CELULARES ...I.‘..;...‘......l.........'.....l.‘..l

1.

2.

3.

Clasificacion de los sistemas de cultivo continuo.

a) Sistemas de flujo simple (single-stream) ......

. b) Sistemas de flujo multiple (Multi-stream) .....

¢) Sistemas de flujo multiple con feedback .ovsses

Teoria de los sistemas de flujo simple ceeecoceses

Esporulacion en cultivo continUo seeeecscccccsacse

PARTE EXPERIMENTAL

I. INTRODUCCION: ESQUEMA EXPERIMENTAL .icccceccececensse

II. MATERIALYMETODOS 0 06 00 08003000006 00000 00t Heoe

1.
2.
3.
4.

S

8.

9.

Estripes bacterianas €0 000 000000 eePtOCIIOGOENOIOGOIOREOIEODS

BaCtePiOfagOB 60000 000 000080000008 00000000000a0s0ace

hiedios de Cultivo 9 @ 000 00008800 0080600000000 00080800800

. L ++
Preparacidon de Desoxirrébonucleasa + Mg seccocce

Purificacion del bacteriofago SPPl .e.evecsccncans

PurificaCién del bacteriOfago ¢-29 ¢ev0ceve0s0css00e

Métodos de extraccidn y purificaciéon de DNA bac-

teriano IR NN XN N NI I A AN A S B NI A R RN BN Y BB BN N B N NN BN A
a) Método de Marmur seeeecececccesosocsancacscanns
b) MétOdO de Kirby 00000t eves0resetesobotortons b

Métodos de extraccion y purificacion de DNA fagico

a) DNA del fago SPPl cetevecccsscssssccsosenccnens
b) DNA del fago ¢-29 0000000000000 000000 000t

Valoracién del DNA 0000000000000 000006c060000000000

a) MétOdO de la difenilamina eseeecocoesccscasccces

b) Método de medida espectrofotometrica directa ..

62

63

64

65

635

73

74

77

77

77

77

82

82

83

86

88

88

88
80
90
90

90




10.
11.

12,

L3.

14,
15.
16.

17.

Origen comercial de 1058 reactivoS ceeecceccsvsccscces

Incubaciones 0000000000000 00c000006s0 0060000006000 0000

Determinacioén de la densidad de un cultivo por
medio de la transmitancia OpPtiCa eeecoeccevsoscossosns

Desarrollo de la competencia en cultivos or=-

dinarios @ 0 0 0 0000 00 0600000800 00600800 0006000000060 00000000

Desarrollo de la competencia en cultivo continuo....

Procedimiento de tranSformaCién 000c000s000000000000

Procedimiento de tranSfGCCién ®e000000se0ss000000000

Estimacion del numero de esporas refractiles e.eececee

III, ESTUDIO DE LA COMPETENCIA EN CULTIVOS ORDINARIOS.escee

1.

5.
IV. ES
1.

2.

Curva de saturacién de DNA por transformacidn y
tranSfQCCiéﬂ © 0000606000600 0600000080060006000000600000000000

a) TranSformaCién eevcoscesceoscloceccoccsccscsococses
b) TranSfeCCién #0080 060000 000000000000 000s00000000000008

Curva de tiempo de exposicidn del DNA a las célu=-
las competentes por transformacion y transfeccidn....

A) TranSformaCién 008600000800 00000000000000a0 000000000
b) Transfeccién G 8 00 0 000008 060600 000690000 0000000080000 000

Influencia de la agitacion sobre la transfectabilidad

Desarrollo de la competencia segun el método de Bott
y Wilson o de Anagnostopoulos y Spizizen para diferen-
tes estirpes bacterianas./././.-.............-..--...

Eleccidon de las condiciones de transfectabilidad ....

TUDIO DE LA COMPETENCIA EN CULTIVO CONTINUO .ececccee

Calculo del factor limitante 6 0e0ssss000000000000000 0

Competencia y tasa de multiplicacidn analizado por
transformacion y transfeCCion eeeceseesscoccccsccosacee

a) TraHSformaCién ® 0 00 0600006006008 0060 000600006000 0000000

b) TraDSfeCCién 00 6060000000000 000000000B000000000080000

92

94

94

95

97

101

102

104

105

106

106

106

109

109

109

109

112

113

118

118

122

122

125



3. Competencia y esporulacion en cultivo continuo ....

V. INFLUENCIA DE LOS AMINOACIDOS INHIBIDORES Y ESTIMULAN-
TES SOBRE EL DESARROLLO DE LA COMPETENCIA EN CULTIVO

CON'I‘INUO @ 0 0060 00500 000 02 00060 060000660000 0000060060090 00000 0000

VI, REGULACION DE LA COMPETENCIA POR EL ACIDO L-GLUTAMICO
Y LA L-ARGININA @ 00660060046 0600606008000 0000000000000 000s00000

VII. CONSIDERACIONES ACERCA DE LOS RESULTADOS .ecceccceee

1. Condiciones optimas para el desarrollo de la compe~

tencia.l.....l..C.'..0...'..'..0.......'.‘....I"..

2, Tiempo de duplicacidn y competencia eeeeececosccceoe

3. El estado de competencia y su regulacion seeeseccee

VIII. RESUMENYCONCLUSIONES .0‘..00"'l“‘...‘...........

Ix. BIBLIOGRAFIA ® 0 006000 0000000000500 000 008000800000 20000

128

130

139

146

146
155
159
165

171



INTRODUCCION

Al dirigir nuestra atencion hacia el vasto mundo bac-
teriano nos sentimos atraidos por la gran variabilidad, tanto
morfolégica como funcional, de que pueden hacer gala estos mi-
coorganismos. No deja de ser sorprendente el que entidades vita-
les microscopicas con marcada similitud estructural puedan pre=-
sentqr tan gran diversificaciom en cuanto a sus manifestaciones
bioldgicas todo lo cual ha dado lugar a ese cambiante y vasto

campo de estudio que es la Biologfia Microbiana.

De los distintos aspectos que en ella cabe estudiar, de-
seamos centrar nuestro interés en el por qué de la diversificacién
bacteriana, en los mecanismos evolutivos condicionantes de tales
cambios (mutacidén, conjugacién, transduccidén y transformacién) tra-
tando de aportar, con nuestro modesto trabajo, algo que ayude a es-
clarecer en alguna medida una de las causas que producen estas va=-

riaciones: La TRANSFORMACION BACTERIANA. Ello constituira nuestra

linea futura de investigacidn que puede considerarse iniciada con

esta Memoria de Tesis Doctoral.



I. MECANISMOS GENETICOS DE LA

VARIABILIDAD BACTERIANA

Son muy distintas las circunstancias condicionantes de
la variabilidad bacteriana, pero las unicas capaces de perdurar
son aquellas que estan determinadas por modificaciones en el geno-
ma. Como apuntamos en nuestra intpoduccidon son cuatro los mecanis-
mos evolutivos que determinan la variabilidad bacteriana =-mutacidn,
conjugacidn, transduccidn y transformaéién- y de ellos, en la pri=
mera parte de esta Memoria, daremos una breve idea que’sirva de ba-

se a nuestro estudio bibliografico del problema.

1. Mutacién genética. Segin es sabido, las mutaciones ge=-

néticas, en su mas estricto sentido, se definen como "alteraciones
hereditarias del adcido desoxirribonucleico (DNA) no causadas por in-
teraccién con otro DNA". Pueden originarse por delecidon de bases del
DNA, por insercidén de nuevas bases entre las ya existentes, por in-
versidén de grupos de bases, y, finalmente, por sustitucién de una
base por otra. La sustitucidn es susceptible todavia de subdividirse
en dos tipos distintos, si una base purica (Adenina o Guanina) es

sustituida en una cadena de DNA por otra base también parica {Guani-



na o Adenina) o una base pirimidinica (Timina o Citosina) por otra
pirimidinica (Citosina o Timina); entonces estamos en presencia de
lo que se ha llamado TRANSICION:

A....T Goe.ooosoC

b IS

Evidentemente si en una cadena del DNA la Adenina (que

estaba apareada con la Timina) es sustituida por la Guanina, al
replicarse el DNA el par A - T quedard sustituido por el par G - C

provocando el consiguiente cambio genético o mutacidn.

Si por el contrario una base purica se sustituye por una

primidinica la sustitucidn se conoce como TRANSVERSION:

A¢ e o o o T At ] e o O % qt . . e o c
}
T e o o o } C e o o o G c ¢ o L] L] G

WATSON y CRICK en 1953 sugieren que los tautomerismos
(desplazamientos de 4tomos de H de un punto a otro de la estructura
de la molécila) podian ser también causa de mutaciones genéticas
por establecerse puentes de H entre bases erradas. Por ejemplo, un
tautomerismo es la causa de que la Adenina pase del estado normal a
un estado andémalo, que le permite aparearse mediante puentes de H
con la Citosina en lugar de con la Timina que es pu base complemen~

taria natural:
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ADENINA EN ESTADO ANOMALO CITOSINA EN ESTADO NORMAL

En la siguiente replicacidén la citosina se aparearfa
normalmente con la Guanina, y el resultado final seria la conver=-
8idén de par inicial A « « « Tpor el G. . « C en aquel punto de

la cadena del DNA.

Existe un gran niimero de susfancias quimicas, conocidas
como agentes mutagénicos, que bien por modificar la molécula de las
bases piiricas o pirimidinicas o bien por tener una extraordinaria
semejanza estructural con ellas y ser incorporadas al DNA en su
lugar, ocasionan sustitucionew de las que acabamos de mencionar,
entre ellas estd la Hidroxil-amina (NH20H), 2 Aminopurina (AP), 5
Bromo-uracilo (5-BU), &cido nitroso (HNOQ), etil etano sulfonato
(EES) etc. cuyo modo de accidn puede ser resumido en el siguiente

cuadro:
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Existen, naturaliiente, otros muchos agentes de mutaciodn
con mecanisnos de accidn a nivel molecular conocidos entre los cuales
citaremos por ejemplo cl bajo pll o las altas temperaturas que parecen
causar despurinizacidén, esto es, una pérdida completa de A y de G,
reemplazandose subsiguientemente por cualquiera de las cuatro bases;
la proflavina y las acridinas que causan mutacidén por insercién o
eliminacién de una base (LUZZATTI y cols. 1961); las radiaciones UV
que producen dimerizacidon de bases pirimidinicas, estableciendo
uniones covalentes entre T - T, C = C 6 U~ U, los dimeros de timina
pueden ser escindidos por una enzima que sdlo actlla en presencia de
la luz, o en otros organismos, por una enzima que actla en la oscu-
ridad (Reparacidén sin luz) pudiendo los dimeros escindidos ser ais-

lados por centrifugacién (SETLOW y CARRIER, 1964).

2. Conjugacidn Dacteriana. Otro sistema de trascendental

importancia en la variabilidad bacteriana es un tipo especial de
"Reproduccidon sexual' descubierto en 1946 por LEDERBERG y TATUM y
conocido con el nombre de CONJUGACION.

Este fendmeno bioldgico consiste en que al ponerse en con-
tacto dos bacterias de '"sexo'" diferente, se forma entre ellas un
"tubo de conjugacidn" a través del cual pasa una molécula de DNA,

o parte de ella, desde la célula llamada masculina o macho a la
femenina o hembra y nunca en sentido inverso. Lo que determina que
una bacteria sea macho o hembra es la presencia o la ausencia de

un episoma en estado autonomo o bien integrado en el cromosoma de



la bacteria que se denomina factor sexual, factor de fertilidad

o factor F. Las células que llevan el faetor F en estado autonomo

se denominan F+, mientras que aqucllas que lo poseen incorporado

al cromosoma se han llamado lifr funcionando ambas como machos aunque

no exactanente del mismo modo.

Las bacterias que no poseen el factor de fertilidad F se
conocen como F comportindose como hembras, es decir como receptoras

en la conjugacidn.

La pared celular de las bacterias masculinas son fisico-
-quimicamente diferentes de las femeninas provocando la atracciodn
mutua que conduce a la conjugacidn. Estas diferencias fisico-quimi-
cas son debidas a la presencia en las células masculinas de deter-

minadas sustancias cuya sintesis esta controlada por el factor F.

Recicentemente parece haberse identificado la estructura
de la pared de las células masculinas respansables de la conjuga-
cion. Se comprobd, de hecho, que la presencia del factor F deter-
mina la formacidn en la superficie celular de unos filamentos espe-
ciales denominados "F-pili". Su composicidn es proteica e idéntica a
la del antigeno de las células masculinas. Asimismo ha sido comprol
bado que los F-pili constituyen el lugar de adsorcidn de los fagos
Y son necesarios para que se verifique el contacto conjugador entre

las células; por todo ello se consideran los pili como las estructu-

ras que funcionan de tubo de conjugacién. (ARCHER, 1970)



En cuanto al significado evolutivo de la conjugacidn y
peculiaridades del fenémeno en las distiﬁtas escalas bioldgicas, se
ve que en los animales y plantas superiores, la conjugacion de los
gametos comprende la citogamia (fusion de las dos células y de sus
citoplasmas) seguida de la cariogamia (fusidn de los dos nucleos en
uno solo) sin que se de inmediatamente la cromosogamia (empareja-
miento o fusidén de los cromosomas). De hecho, en el zigoto de los
diplontes y de los haplodiplontes coexisten los cromosomas del ga-
meto masculino y los del femenino, pero estos cromosomas, se divi-
den y se segregan por mitosis sucesivas sin entrar en contacto los
unos con los otros. Solamente mas tarde, en la zigotena de la meio-
8is es cuando los cromosomas de origen paterno entra en contacto y

recombinacidén con sus homdlogos de origen materno (cromosogamia).

A medida que descendemos en la escala evolutiva, desde
los diplontes hasta la haplontes a través de los haplodiplontes,
la cromosogamia va apareciendo cada vez mas proxima de la carioga-
mia y de la citogamia. En los verdaderos haplontes, la citogamia
y la cariogamia van seguidas inmediatamente de la cromosogamia

meiotica.

En la base de la escala evolutiva encontramos a las bac-
terias en las que la conjugacidén esta reducida a la cromosogamia
sin citogamia ni meiosis, el cromosoma es uno solo y esta consti-
tuido por una sola molécula del DNA que no contiene ni protaminas

ni histonas.



La conjugacidn de las bacterias es, por ello, un fendmeno
molecular. En 1# presencia de los factorés sexuales autdénomos F+,
F'... etc ... podemos ver la tendencia evolutiva, ya incipiente en
las bacterias de poseer varios cromosomas diferentes y de alcanzar
una fase diploide, En realidad cada vez mas debe considerarse a los
episomas como fragmentos del cromosoma que se convierten en un re=-
plicon independiente y que, por diferentes alteraciones tenderian a

establecerse como un nuevo Cromosomas

3. Transduccidén. En las paginas precedentes hemos conside~

rado al factor F, un episoma, determinante de estructuras proteicas
especializadas (F-pili) en la éuperficie exterior de las bacterias
huesped. Imaginemos ahora que esas estructuras proteicas se modifi-
can y se acumulan no en el exterior de la bacteria sino en torno al
propio episoma, que las determina, y que la replicacidon autdnoma

de este se libera del control que confiere al huesped la inmunidad
a la superinfeccidén. Estaremos entonces proximos a lo que llamamos
fagos. Algunos fagos (los llamados "temperados") son todavia verda-
deros episomas, puesto que su DNA alterna, segin las éircunstancias,

del estado integrado al estado autdnomo.

En este Giltimo estado, los fagos temperados son capaces
de matar a las bacterias en cuyo seno se multiplican activamente.
Por el contrario, en el estado integrado (también llamado estado
de "profago'"), el DNA fagico estd reprimido en su actividad viru-

lenta y se mantiene enteramente sometido a la replicacién y al me-



tabolismo de la bacteria, que transvurre con absoluta normalidad.
Las células que continen un profago, se denominan lisogénicas.
Ckertos agentes, como por ejemplo los rayos ultravioleta (llamados
agentes de induccidén) ocasionan la derrepresidén del profago que

entonces pasa de nuevo al estado auténomo.

Los fagos temperados son por lo tanto, verdaderos episo-
mas algo mas evolucionados que parecen ser los precursores de los
"fagos virulentos" que han perdido la capacidad de lisogenia (in-
tegracidén) consiguiendo el estado auténomo definitivamente y sin

alternativas.

Al igual que sucede en los episomas, en el caso de los
fagos temperados, la induccion del profago se da a veces de modo
que una pequefia region del DNA bacteriano =-en el que el profago
estaba integrado- es arrastrada y ftlevada en el DNA del nuevo fa-
 go que se libera. Al infectar una nueva bacteria, este fago (llama-
do, ahora, particula transductora) podra transferir esa region del

DNA bacteriano al nuevo huesped.

Este proceso de transferencia de DNA de una bacteria a
otra por medio de un fago temperado se denominh TRANSDUCCION y
fue descubierta en 1952 por un estudiante universitario llamado
N.D, ZINDER. Cuando la transduccidon se realiza por el mecanismo
que acabamos de resumir muy similar al sistema F' de la conjuga-

cidén, se denomina "transduccidn especializada". Un proceso dife-



rente caracterizado por el hecho de transferir practicamente cual=~
quier marcador genético del cromosoma bacteriano ha sido llamado

"transduccidn generalizada",

Durante’mucho tiempo se pensé que la formacidén de las
particulas transductoras se realizaba, en la transduccidén genera-
lizada, por un mecanismo semegante al de la transduccién especiali-
zada. Fueron IKEDA y TOMIZAWA en 1965 quienes demostraron que las
particulas transductoras que llevan a cabo la transduccidén genera-
lizada no contienen DNA fagico sino tan solo fragmentos de DNA bac-
teriano. En este tipo de transduccion, la produccion de particulas
transductoras se realiza del modo siguiente: Un fago infecta una
célula, inyectando en el interior de ella su DNA, Este se replica
repetidas veces, comenzando después a sintetizarse las cabezas de
los futuros fagos. En un paso sucesivo, el DNA recientemente sinte-
tizado emigra hacia estas ;abezas (inicialmente vacias) y comienza
la sintesis de las colas, y de otras estructuras; esto lleva a la
formacidon de las verdaderas particulas fagicas que son finalmente
liberadas de la bacteria. Sucede, sin embargo, que a un pequeiio
niimero de cabezas fagicas, en lugar de emigrar el DNA fagico, emi=-
gra exclusivamente el DNA de la bacteria. Ese pequeiio porcentaie
de particulas fagicas con DNA de bacteria son las particulas trans-

ductantes de la transduccion generalizada, las cuales irin a infec~-

tar otras bacterias y a transferir su DNA bacteriano.



En los iltimos afios se han hecho numerosos experimentos
usando técnicas que incluian el empleo de isotopos radiactivos o
pesados para observar el destino de los DNAs fagico o cromosdmico
sintetizados antes o durante la infeccidn; se llego a }a conclusion
de.que el destino del DNA transductor, cualquiera que sea su origen,
es variable y ha de ser considerado separadamente en los diferentes

tipos de transduccion,

4. Transformacidén. Dado que nuestro trabajo experimental

Ba versado integramente sobfe el proceso de transformacidon bacteria-
na, creemos imprescindible el llevar a cabo una revisidn bibliogra-
fica mas profunda sobre este tema, de aquf que dediquemos capitulo

aparte a este mecanismo de variabilidad bacteriana.



II. TRANSFORMACION BACTERIANA

Los pasos que comprende la transformaciodn bacteri#na
pueden dividirse en 2 categorias principales aquellos que condu-
cen a la yuxtaposicidn o sinapsis deilos genes donadores y recep-
tores y los implicados en el proceso de recombinacidon subsiguiente
La explicacidén del mecanismo por el cual se verifica el Ultimo pa-
so es de importancia general en el campo de la genética ya que me-
canismos similares podian ser responsables de las reacciones de

intercambio genético en todos los sistemas vivientes.

Las primeras investigaciones realizadas en el campo de
la transformacidn fueron llevadas a cabo, en su mayor parte, con

dos organismos: Diplococcus pneumoniae y Haemophilus influenzae.

De estos estudios surgid una vision generalizada del proceso de
transformacion que podia ser aplicada a otras especies bacterianas
transformables.

1. Definicidn. La transformacidn bacteriana es un proce=-
s0 de transferencia intercelular de informacidén en el cual una mo-

lécula de DNA extracelular, producida por procedimientos naturales



(secrecidon o lisis) o bien por extraccidén quimica, puede unirse a

’
las células receptoras, atravesar las capas de la superficie de esas
células y reemplazar fisicamente una regién del genoma receptor

(BRAUN, 1965).

2, La molécula de DNA transformante. La transformacion

bacteriana difiere de los otros mecanismos de transmisidn conoci=-
dos por el hecho de que el DNA purificado puede actuar como el vec=

tor en la transferencia de informacidn.

El DNA extracelular puede resultar de una extraccién y
purificacién quimica, de lisis celular (OTTOLENGHI y HOTCHKISS,
1962; TAKAHASI, 1962) o liberarse de células en multiplicacidén acti-
va (EPHRATI-ELYTZUR, 1968). Este DNA extracelular, no importa de que
manera alcance el entorno exocelular, estd sujeto a fuerzas dedegra-
dacidén. Las nucleasas que estan presentes de ung manera natural, ata-
can al DNA que se libera de la célula o mientras esta suspendido en
el medio o bien durante los procedimientos de purificacidn. E1 DNA
transformante es también degradado, en el curso de la purificaciédn y
manipulacion, por fuerzas hidrodinimicas generadas durante la homo=
genizacion y pipeteo (LEVINTHAL y DAVISON, 1961). Esta degradacidn
redistribuye el genoma en un gran nimero de fragmentos de DNA mas
pequefios. Si estas roturas en la doble hélice sucediesen al azar a
lo largo del gendma bacteriano, entonces el numero posible de molé-
culas de DNA diferentes en una prepéracién de DNA puede ser extrema-

damente grande y los datos de recombinacidén obtenidos usando la



530630593¢

transformacidn como sistema analitico serian relativamente exactos.
Por otro lado s8i existen puntos de rotura preferenciales, los datos
para la construccion de mapas genéticos basados en la transformacidn
serian poco concluyentes. Asi el término "ligados" (linkage) cuando
se aplica a transformacibn bacteriana esta mejor definido como la
probabilidad de que dos loci genéticos diferentes se situen en el
mismo fragmento de DNA después de su liberacidn espontlnea o puri-
ficacion quimica (KENT y HOTCHKISS, 1964) y los mapas de marcadores
ligados del genoma bacteriano completo, utilizando los resultados
obtenidos por transformacidon, no pueden ser verdaderas representa=-

cionew de la secuencia de los cistrones en la estructura intacta.

Las dimensiones de la molécula de DNA transformante y
del genoma total pueden ser usados para calcular algunos datos de
mucho interés en transformacibén. El tamafio del genoma puede ser
calculado bien por medidas fisicas directa§ o por calculos basados
en la masa de un genoma simple, no replicante; sin embargo ambos
métodos han dado origen a resultados dispares. Medidas fisicas a
través de autoradiografias han demostrado la existencia de estruc-
turas que varian en longitud desde 700/P (GANESAN, 1967) a 1300/}4
(DENNIS y WAKE, 1968) mientras que quimicamente se ha podido de-
mostrar que el DNA posee un peso molecular que fluctua entre 1.2 x
109 daltons (correspondiente a una léngitud aproximada de 709/k°)
(GANESAN, 1967) a 3.9 x 109 daltons (correspondiente a una longitud

aproximada de 200q/0 ) (EBERLE y LARK, 1967).,



DENNIS y WAKE (1968), quienes cpnsideraron que una espora
de B. subtilis posee un genoma simple y han determinado el conteni=-
do en DNA de esporas de varias cepas de B. subtilis y llegaron a h
conclusidén de que el peso molecular de un genoma completo, es de

3.3 x 109 daltons lo cual equivale a una longitud de alrededor de

1709/9.

Sin embargo, estos datos tropiezan con el inconveniente
de que YOSHIKAWA (1968) ha presentado evidencias de que cada espora
de B, subtilis contiene dos genomas completos,cada uno con un peso

molecular de 2.7 x 109 daltons.

BODMER (1966) ha sometido una preparacién de DNA transfor-
mante, extraido por el método de MARMUR (1961), a centrifugacidn
zonal y ha determinado que el peso molecular medio de las moléculas
bicatenarias de DNA era de 2.1 x 107 daltons. Esto significa que el

genoma de B, subtilis se rompe en unos 160 fragmentos con una longi-

tud media de 19/M . La célula de B, subtilis receptora del DNA (cé-
lula competente) es mas pequeiia que la célula vegetativa media te-
niendo una longitud de aproximadamente l.f/v (JAVOR y TOMASZ, 1968),
de estos datos se deduce que en la reaccion inicial del proceso trans-
formante se tiene a la célula receptora y a una molécula de DNA li-

neal de aproximadamente 7 veces su longitud.

El hecho de que pueda haber 160 fragmentos de DNA/genoma

establece un limite en el numero de transformantes para un marcador



especifico si el nimero de sitios de penetracidn en cada célula
receptora, es significativamente menor de 160. Por ejemplo, si su~
ponemos que una vez que la molécula donadora ha atravesado las ca-
pas de la superficie de la célula receptora la probabilidad de in-
tegracidn para cada marcador es 1,yque existen 32 sitios activos
por célula competente segin han calculado FOX y HOTCHKISS (1957)
en Pneumococcos, entonces solamente el 20% de las células recepto=-
ras se transformaran como media, para ese marcador especifico. El

calculo es muy similar para el caso de B, subtilis ya que reciente-

mente SINGH (1972) ha calculado que existen entre 20 y 50 sitios

activos por célula competente.

La molécula de DNA transformante debe también poseer
ciertos atributos biofisicos y bioquimicos para ser bioldgicamente
activa eh la reaccidén dé transformacidén., Los mas importantes son:

1) Un peso molecular superior a una magnitud minima, variando esta
magnitud desde 2 x 105 daltons (CATO y GUILD, 1968) a'10 x 106 dal=-
tons (SZYBALSKI y OPARA-KUBINSKA, 1966); 2) Una configuracién bicate-

naria nativa; y 3) proceder de una especie o género relacionado con

el de la cepa receptora.

3. Competencia

a) Definicién
Ya desde los primeros estudios realizados sobre transfor=-

P ’ . :
macion se sabe que esta s0lo se verifica cuando las celulas se en=



cuentran en un estado fisiolégico caracteristico que las vuelve re-
ceptoras en relacion con el DNA que se les suministra (McCARTY, TAY-
LOR y AVERY, 1946). Durante este estado las células se denominan

COMPETENTES .

El significado preciso de este término varia con los dis-
tintos autores. Para algunos, la célula competente es aquella cuya
pared celular permite que penetre DNA exdgeno (YOUNG, 1966; RANHAND
y HERRIOT, 1966, SPIZIZEN et al. 1966). Para otros, competente es la
célula capaz de "absorber" y de "integrar" en su genoma el DNA trans-
formador (NESTER, 1964). Otros, finalmente, definen la competencia co- .
mo la capacidad por parte de la célula de absorber una molécula de
DNA donador y de ser transformada por ella (HAYES, 1964; SPARLING,
1966; McCARTY y NESTER, 1967), significando, por lo tanto, lo mismo

que TRANSFORMABILIDAD (TOMASZ, 1966; PERRY y SLADE, 1966).

Estas tres definiciones de competencia eran practicamente
idénticas desde el momento en que se juzgaba que el nimero de trans-
formantes obtenidos era siempre estrictgqmente proporcional a la can-
tidad de DNA que habia penetrado en las células de un cultivo (ZAMEN=-
HOF, 1957; GOODGAL y HERRIOTT, 1957; LERMAN y TOLMACH, 1957; FOX,
1957; HOTCHKISS, 1957; SCHAEFFER, 1958 b). Mas tarde sin embargo,
se descubrid que esto no se cumplia siempre. Una fragmentacidn exce-
siva del DNA donador, por ejemplo, causa una disminucidén en el néGme-
ro de transformantes con respecto a la cantidad de DNA capaz de pene-

trar en las células (LERMAN y TOLMACH, 1959); asimismo, la relacién



entre el DNA que penetra en las células y el nimero de transforman-
tes, se altera por incubacidén en medios altamente nutritives, por

variaciones del pH, de la temperatura o de la concentracidén idnica
(YOUNG y SPIZIZEN, 1961). Por otra parte, a bajo pH, tanto células

fntegras como esferoplastos de Haemophilus y de B. subtilis absor=-

ben DNA en cadenas simples en cantidades relativamente elevadas,
pero el nimero de transformantes obtenidos es muy bajo o nulo
(POSTEL y GOODGAL, 1966; TICHY y LANDMAN, 1969); finalmente, en
varias estirpes en las que no se obtienen transformantes, se con-
sigue penetracidn del DNA donador en cantidades apreciables (FOL-
SOME, 1968; GERMAINE y ANDERSON, 1966; PERRY y SLADE, 1962). En
conclusién no siempre la cantidad de DNA donador que penetra en
las células del cultivo receptor es una medida valida de su inte-
gracidén en el genoma huesped, ni el grado dé esa integracion es
una medida v&lida de su expresidén. Este hecho se debe a que cada
una de las sucesivas fases del fendémeno de la transformacidén’.tiene
exigencias diferentes en lo que respecta, por ejemplo, a la presen-
cia de iones o moléculas especificas, temperatura, pH y actividad
metabdlica. En el estado actual de nuestros conocimientos, las de-
finiciones de competencia presentadas anteriormente no son, por lo

tanto, concluyentes.

Puesto que en la mayoria de los trabajos, hasta ahora
publicados, se mide la competencia por el numero de transformantes
obtenidos, nosotros preferimos definir la competencia como TRANS-
FORMABILIDAD. En este sentido lato, la competencia es el resultado

final de todas las fases de transformacidn.



b) Localizacidén de la competencia en las fases del

desarrollo

En especies de los géneros Neisseria (CATLIN, 1960 b)

y Streptococcus (PERRY y SLADE, 1962) el estado fisioldgico de

la competencia surge y alcanza su maximo durante la fasé exponen-

cial, En el c¢aso de Psenomodoccus (HOTCHKISS, 1954), Haemophilus

P cur

influenzae (GOODGAL y HERRIOIT, 1961), Bortedella pertussis

(BRANEFORS, 1964), B. licheniformis (LEONARD y cols. 1964) y

B. subtilis (ANAGNOSTOPOULOS y SPIZIZEN, 1961; BOTT y WILSON, 1967)
la competencia se alcanza al comienzo de la fase estacionaria. En

B. subtilis se encontr6 una correlacidn entre el tiempo de genera=-

cidn y la competencia (HORVATH, 1967) y esta dltima fue asi mismo
identificada con una fase particular del ciclo de crecimiento (BOTT
y WILSON, 1967). En las condiciones experimentales usadas por estos
autores, la competencia surgid siempre en el momento en que la den-
sidad optica del cultivo empezaba a desviarse de la curva lineal

que caracteriza el crecimiento logaritmico (To) y el maximo de com-
petencia fue alcanzado siempre 3 horas después del T,. Estos tiempos
fueron siempre independientes de la mayor o menor transformabilidad

de la estirpe usada.

Sin embargo se puede poner en duda la existencia de una
relacidn directa entre la competencia y una fase particular del de-

sarrollo. En condiciones especiales, Neisseria meningitidis y Nei-




sseria gonorrhoeae pueden mantener la competencia durante todo el

ciclo de crecimiento (SPARLING, 1966). Si en Pneumococcus se anti=-

cipa el comienzo de la fase estacionaria por limitacibén de alguna
de las sustancias del medio, el momento de apgricidn de la compe-
tencia no se anticipa por ello (TOMASZ, 1966) indicando que no es
la proximidad de la fase estacionaria lo que determina la aparicidn

del estado de competencia. Por otra parte, en B. subtilis, las espo=-

ras en germinacidén también son competentes (SPIZIZEN, 1958).

Recientemente, DOOLEY et als. (1971) han llegado a la con-
clusidon de que existe una independencia absoluta entre el estado de
competencia y el ciclo bioldgico de la bacteria receptora en el caso

de B. subtilis, ya que las alteraciones metabolicas que originan el

estado de competencia en una pequefia fraccion de la poblacidon se
inician en la fase logaritmica y se ponen de manifiesto en la fase
estacionaria correspondientes a la fraccidon no competente, pero

ellos no pmeden ser englobadas en ninguna de tales fases.

¢) Desarrollo del estado de competencia

El gignificado del estado fisioldgico requerido por las
células receptoras para adquirir el estado de competencia fue difi-
cil de explicar en las primeras investigaciones que se hicieron so-
bre la transformacion de Pneumococcos debido fundamentalmente a lo

artificioso de los requerimientos (RAVIN, 1961). Sin embargo, pronto



se llegd a la conclusidén de que la poblacion receptora tenfa que
pasar por un periodo de crecimiento y multiplicacidén antes de que
fuese susceptible a la transformacién (McCARTY et al. 1946). Tra-
bajos posteriores demostraron de una manera definitiva la natura-
leza transitoria @e la competencia y se llegd incluso a calcular
que el tiempo que permanece competente una célula indificual de

Pneumococcos era aproximadamente de 15 minutos (THOMAS, 1955).

SPIZIZEN (1958) fue el primero en describir un procedi-
miento que permitia la transformacion de esporas germinantes de

B. subtilks 168, un mutante inducido por rayos ultravioleta y ais~

lado por BURKHOLDER y GILES (1947). Otro mutante de origen comén,

la cepa W-23, se encontrd que no era transformable por los procedi-
mientos convencionales de transformacién (SUEOKA y YOSHIKAWA, 1963).
ANAGNOSTOPOULOS y SPIZIZEN (1961) difinieron las condiciones para

la transformacidén de células vegetativas de B. subtilis. Estos auto-
res observaron que cuando las células se multiplicaban en un medio
minimo semi-definido la competencia comenzaba a aparecer en el culti-
vo durante la transicién de la fase logaritmica a la fase estaciona-

ria del desarrollo.

De una forma diferente a lo que sucedia en el sistema de
Pneumococcus, en donde el estado de competencia esta limitado a unos
pocos minutos, en la mayoria de los casos, la duracidén del estado

competente se observd que era de 3 a 4 horas, y aunque la aparicién



de la competencia es algo asincrdénica, es decir, diferentes células

llegan a ser competentes a diferentes tiempos durante la competencia
del cultivo (JENSEN y HAAS, 1963 b), parece ser que una célula indi-
vidual puede permanecer transformable durante el mismo intervalo

aproximadamente (NESTER, 1964; KAMMEN y cols. 1966 b).

Ya que Bacillus subtilis puede multiplicarse y ser trans-

formado en un medio definido, los factores nutritivos que afectan

al desarrollo del estado competente han sido estudiados profundamen=-
te. E1 extracto de levadura se vid que contenia factores inhibidores
para la transformacidén de células vegetativas y podian ser reempla-
zados por bajas concentraciones de hidrolizado Acido de caseina
(ANAGNOSTOPOULOS y SPIZIZEN, 1961). Ademis de suministrar los reque-
rinientos auxotréficos, el hidrolizado de caseina conténia L-histidi-
na, un aminodcido necesario para quelaf los iones de Cu'’ inhibidores
presentes en el medio. Otros compuestos quelantes (p.e. EDTA) sonl
capaces de reemplazar a la histidina. La estimulacion de la transfor-
macidn por el polifosfato (KOHIYAMA y SAITO, 1960) puede también ser

debida a su capacidad quelante (RAVIN, 1961).

Recientemente ha sido demostrado que la competencia del
cultivo varia con la composicidn del hidrolizado de caseina comer-
cial (WILSON y BOTT, 1968). Ciertos amino&cidos se ha démostrado
que son estimulantes en el proceso de transformacidén (arginina, his-
tidina, treonina, glicocola, valina, dcido aspartico, lisina y metio-

nina) y otros inhibidores (alanina, écido glutdmico, leucina, iso-



leucina y prolina) y las concentraciones relativas de estos amino-
&cidos variaban considerablemente de un hidrolizado de caseina a

otro.

YOUNG y SPIZIZEN (1961, 1963 b) han estudiado los requeri-
mientos fisioldgicos de la transformacidén usando como parametros de
medida la frecuencia de transformacidén y la incorporacidén del DNA.
La inhibididn de la transformacidén en medios ricos y en presencia
de Cu'’ se vib que era debida a una disminucidn en la incorporacién
por célula de DNA transformante marcado con P32. La temperatura op-
tima oscilaba entre 342 C y 370 C y el pH 6ptimo entre 6.9 y 7;4,

El aporte de oxigeno o aire incrementaba la incorporacidén del DNA

y la transformacién en relacién con una atmdosfera de N, o con respec-

2
to a los resultados obtenidos en cultivos receptores no agitados. La
naturaleza de la fuente de carbono (p.e. glucosa, piruvato o lactato)
no tenian influencia sobre ninguno de los parimetros. La presencia

++ ++ ++
y Sr o Mg = erai. necesaria: para obtener incorpora-

de Ba*", Ca
cioén y transformacion, siendo la concentracién optima para los ca-
tiones de 0.005 M. Otros cationes monovalentes o divalentes, no
influian sobre la incorporacién de DNA (YOUNG y SPIZIZEN, 1963 b)

y la presencia de Fe'* y Mn** (dos cationes asociados con la espo-~
rulacion) destruian la competencia (BOTT y WILSON, 1968). El medio
de cultivo original descrito por SPISIZEN (1958) contiene 0.14 M de

fosfato potasico, recientemente ha sido seiialado que el anion fosfa-

to podia actuar como un inhibidor competitivo de la transformacidn



(STEWART, 1968). Se encontré que la omisidn del fosfato potisico
del medio minimo no alteraba el pH y que la respuesta lineal de la
transformacién frente a la concentracidén de DNA fue cinco veces ma-

yor en el medio libre de fosfato.

Existen'probablemente tantos métodos para obtener un cul-

tivo competente de B. subtilis como laboratorios interesados en es-

tudiar este fendmeno. Dado que altas concentraciones de aminoacidos
eran inhibidoras del desarrollo de la competencia (ANAGNOSTOPOULOS

y SPIZIZEN, 1961), muchos investigadores han empleado el procedimien~
to del "step-down' que implica dilucidn del primer cultivo en un
segundo medio nutricionalmente'mas pobre (pero conteniendo una ma-
yor concentracidn de Mt++) durante un corto periodo de tiempo antes
de la adicidn del DNA transformante. Sin embargo, actualmente se
piensa que la disminucidén de las frecuencias de transformacidn se
deben a la presencia de aminoicidos inhibidores en el hidrolizado

de caseina (WILSON y BOTT, 1968) y que condiciones nutritivas preca-
rias (semi-starvation-precarias) no se requieren de hecho para el
desarrollo de la competencia. Otros métodos han probado igual efica-
cia y se han apreciado pequeiias diferencias tanto si las células son
diluidas en un medio pobre (step-down) o en un medio enriquecido
(step-up), o bien si permanecen en el medio original (BOTT y WILSON,
1967). De hecho:el método seiialado por BOTT y WILSON, que implica

la adicion del DNA transformante 3 horas después de que haya cesado
la fase logaritmica, puede muy bien ser considerado como el método

mas idoneo. (WILSON y BOTT, 1968).



d) Competencia y esporogenesis

Ante todo la competencia parece ser que esta genéticamente

determinada, YOUNG y SPIZIZEN en 1961 aislaron mutantes de B. subtilis

que se caracterizaban por poseer grados muy diversos de transformabi-
lidad. Aislando después, algunos de los raros transformantes de los
mutantes de baja transformabilidad, comprobaron que estos mantenian
el mismo bajo nivel de competencia del mutante inicial. Resultados
identicos se obtuvieron incluso después de transformaciones en cade-
na en las que se usaron como estirpes receptoras los transformantes
de la transformacidon anterior (SPIZIZEN y cols. 1966). Parece, por

lo tanto, que el grado de transformabilidad es una caracteristica

genéticamente estable.

Por otro lado, este hecho, parece estar relacionado con la
capacidad de esporulacién (ANAGNOSTOPOULOS y SPIZIZEN, 1961). En la
mayoria de los casos en que, por mutacidén o por transformaci6ﬁ, una
‘estirpe dejo de ser espordgena, perdié también transformabilidad
(SPIZIZEN, 1965). El &cido o -picolinico,que es un inhibidor de la

esporulacién de B. subtilis (GOLLAKOTA y HALVORSON, 1960), también

inhibe el desarrollo de la transformabilidad (SPIZIZEN y cols. 1966).

Es cierto que se obtuvieron tambiéh mutantes no espordgenos
que sin embargo permanecen enteramente transformables (SCHAEFFER, 1964)
pero debe recordarse que el proceso de esporulacidén comprende una se-
rie de fases sucesivas y que el bloqueo de cualquiera de ellas da ori-

gen a mutantes no espordgenos (SPIZIZEN y cols. 1966) mientras que son



las primeras fases de este proceso las que parecen identificarse

con la produccidén de la competencia (YOUNG y SPIZIZEN, 1961; YOUNG,

1966). Es posible, por lo tanto, que los mutantes que se vuelven no

esporogenos sin perder su transformabilidad hayan sufrido un bloqueo

del proceso esporulante en una de las ultimas fases.

Finalmente, estudios autoradiograficos de cultivos compe-
tentes a los que se les afiadido DNA tritiado presentaron marcas de
desintegracidén del tritio asociadas a celulas que parecian presentar
la morfologia de los estadios de pre-esporulacidén (YOUNG, 1967) .
SPIZIZEN y cols. (1966) concluyeron de todos estos datos que durante
las fases inicialts del proceso esporulativo se di la sintesis de un
producto capaz de determinar la competencia y que podria tal vez

corrdsponder al activador del que nos vamos a ocupar a continuacion.

e) Regulacidn autocatalitica de la competencia: factor de

competencia.

La fegulacién de la competencia ha sido atribuida a tres
factores principales: Bl activador, su inhibidor y los lugares de
union del activador situados en la superficie de la pared celular
(TOMASZ, 1966). El activador, o FACTOR DE COMPETENCIA (FC) es una
sustancia proteica producida por las células competentes. Fue des-
cubierto por primera vez en Streptococcus (PAKULA y WALCZAK, 1963;
PAKULA, 1965 b) y mas tarde en Pneumococcus (TOMASZ y HOTCHKISS,
1964). TOMASZ (1966), demostré que las células de Pneumococcus que

se vuelven competentes producen el FC.



Cuando pequefias cantidades de esa sustancia se difunden en el medio,
se induce, en células vecinas incompetentes, la rapida produccidn

del FC que las vuelve asi competentes. La velocidad de este proceso
autocatalitico estd determinada por la probabilidad de colisidn en=-
tre moléculas activdadoras y células incompetentes por lo cual es de-

pendiente de la concentracidon de células en el medio.

Cultivos sometidos a condiciones de incompetencia pueden
volverse también competentes y pér lo tanto productores de factor de
competencia si son activados por la adicidon de pequefias cantidades

de un extracto del FC,

La naturaleza quimica del activador ha sido investigada
por TOMASZ y MOSSER (1966) en Pneumoooccus y han encontrado que po-
see un peso molecular de cerca de 10,000, se adhiere fuertemente al
vidrio y a las superficies celuldsicas y es inactivado por el calor
y por bajas concentraciones de varias enzimas proteoliticas, pero
no se altera por los tratamientos con lisozima, DN-asa o RN-asa. Cuan-
do se encuentra disuélto en agua o en soluciones salinas, el FC es
muy labil pero a pH 10 » 11 presenta una gran estabilidad. No alte-
ra ninguna de las propiedades fisico-quimicas o bioldgicas del DNA
aislado. Su accidn activadora parece consistir en una reaccidn con
algunas estructuras de la superficie de las células incompetentes
(lugares de unidén del activador) lo que daria origen a su vez a la

formacidn de lugafes de unidén para el agente transformante. En este



sentido, es de interés notar que la carencia de colina, hecho que
no interfiere con la sintesis apreciable de RNA y de proteinas,
bloquea completamente tanto el proceso de activacién como la apa-

ricién espontanea de la competencia (TOMASZ, 1969).

Utilizando DNA donador marcado con isdtopos radiactivos
se comprobd que cultivos incompetentes incapaces de absorber DNA,
comenzaban a absorberlo en cantidades apreciables después de haber
sido tratados con el activador. Esta reaccidn de activaci6n exige,
por parte de la célula, una continua actividad metabdélica., Enzimas
proteoliticos asi como inhibidores de la sintesis de proteinas o
de RNA bloquean btalmente 1la reaccién de activacién. Por el contrario,
tratando con las mismas enzimas o inhibidores, cultivos ya. activados,
la activacidon previamente obtenida no es destruida. Estos resultados
indican que la reaccion de activacién implica la sintesis de al me=-

nos una nueva proteina.

En lo que se refiere a B, subtilis, TICHY (1972) ha llega-
do a conclusiones similares si bien en este caso los resultados no
son totalmente concluyentes . Una vez que un cultivo de Pneumococcus
ha alcanzado, bien espontaneamente, bien por activacidn, el apogeo
de la competencia, esta puede ser mantenida indefinidamente diluyen-
do 1:2 el cultivo periddicamente en medio fresco. Si en lugar de
esas diluciones, el medio fuese resuplementado con un pequeiio volu-
men de una mezcla concentrada de sus componentes, o fuese totalmente

sustituido sin alteracion de la concentracidn celular, o diluido



1 : 2 en su propio filtrado, entonces no se evita el declive natu-
ral de la competencia (TOMASZ, 1966). De aqui se deduce que en es~-
tos cultivos se produce también un inhibidor de la competencia que
precisa ser diluido en medio fresco, si se pretende mantener inde-
finidamente el nivel de la transformabilidad. Este inhibidor no se
identifica con la DN-asa y parece actuar directamente sobre el FC
(WOMASZ y MOSSER, 1966). Segiin TOMASZ la competencia varia sobre to-
do en funcidén de los 2 factores hasta ahora mencionados el activador

y el inhibidor,

Se admite, finalmente, la existencia de un tercer factor
en la obtencién de la competencia- los lugares de unidn del activa-

dor- situados en la superficie externa de la pared celular.

TOMAéZ (1966) realizd un experimento extraordinariamente
significativo: A un cultivo en maxima competencia, afadié un cultivo
incompetente, genéticamente diferente. El1 cultivo mixto resultante
fue entonces incubado, determimnandose periodicamente la transforma=-
bilidad de cada una de las estirpes. Los resultados mostraron que
la cepa competente mientras sufrfa un declive temporal de la compet
tencia, producia FC en cantidades suficientes para volver transfor-
mable a la cepa no competente. Este fendomeno fue interpretado como

una pérdida recuperable de los lugares de unibén del activador.

Fluctuaciones ciclicas en la transformabilidad ya habian

sido descritas previamente por otros autores (HOTCHKISS, 1954).



También en el caso de la transformacidén de Streptococcus
se propone la existencia de lugares de unién del factor de competen-‘
cia puesto que incluso cuando la produccidén del activador se mantiene
en el miximo y sin que se pueda detectar la presencia de ningin tipo
de inhibidor, se observa a veces un acentuado declive de la transfor-

mabilidad (PAKULA, 1965 c).

Es posible que estos lugares de unidn del factor de compe-
tencia constituyan los precursores de lbs lugares dé unién del DNA
donador. La existencia de estos ltimos fue sugerida por vez prime-
ra a raiz de las experiencias realizadas con Haemophilus, en las cua-
les la transformacidn fue inhiﬁida por la accidn competitiva de DNA
heteréloéo (SCHAEFFER, 1957). También en Pneumococcus se llegb a la
migma conclusion a través de estudios cinéticos de adsorcidon del DNA
donador (HOTCHKISS, 1957). En ambos casos se calculd que cada bacte=
ria competente tendria de 10 a 25 lugares de unidén del DNA transfor=-
mante. Mas recientemente se comprobd que el periodato sddico, que

impide a las células masculinas de E. coli K12 conjugarse, como

consecuencia de alteraciones de la pared celular (SNEATH y LEDERBERG,
1961), también causa incapacidad de transformacién, tanto en H. in-

fluenzae como en B. subtilis (RANHAND y LICHSTEIN, 1966).

Un factor soluble ha sido también aislado de cultivos com-
petentes de B. subtilis,el cual puede inducir la aparicidon de la com-
petencia en cultivos no competentes. Este factor esta presente en el
sobrenadante (CHARPAK y DEDONDER, 1965) y en los extractos acuosos

de cultivos competentes (AKRIGG et al. 1967 y 1970). Estos autores



han cromatografiado los extractos acuosos concentrados de células
competentes y no competentes y han demostrado la existencia de
ciertas substancias en los extractos obtenidos de las células en
estado de competencia. El material activo es termosensible e inac-
tivado cuando se expone a tripsina o quimotripsina pero no se inac-
tiva cuando se somete a tratamiento con RNA-asa. No se ha descrito
o postulado, inhibidor alguno de esta sustancia y el hecho de que
una célula competente de B. subtilis parece retener su capacidad
para incorporar DNA transformante durante 3 6 4 horas (NESTER, 1964,
KAMMEN et al. 1966 b) puede indicar la ausencia de un inhibidor.

Sin embargo las experiencias de AKRIGG y AJAD son dificilmente re-
producibles y han sido puestas en tela de juicio por diversos auto-
res (STREIP et als. 1971). PIERSON et als. (1972) han detectado en
el sobrenadante de cultivos competentes de B. subtilis una substan-
cia capaz de restaurar la competencia en células sometidas a un
choque osmotico, Se trata de un factor sensible a las enzimas pro-
teoliticas, el pH y a la temperatura. Por otra parte, JOENJEN et
als. (1972) también a partir de sobrenadantes de células en estado
de madxima competencia, han aislado un factor capaz de adelantar la
aparicion del méaximo de competencia en celulas intactas en estado de

baja competencia.

Aunque estos resultados son compatibles con los resulta=-
dos del sistema de Pneumococcus deben ain ser analizados mucho mas
datos antes de que se pueda emitir una conclusidn definitiva sobre

la importancia e identidad de este factor.



£) Enzima autolitica de la pared celular

Otra faceta de los posibles mecanismos bioquimicos de
la competencia en B, subtilis, que ha sido mas profundamente es~
tudiado es la accidn de una enzima autolitica encontrada en la
pared celular (YOUNG y SPIZIZEN, 1963 b; YOUNG, SPIZIZEN y CRAW-
FORD , 1963)., Las paredes celulares aisladas de una cepa transfor-
mable de B, subtilis 168 ind~ se lisan mas rapidamente que las pa-
redes de cepas no transformables cuando son incubadas en un tampon
fosfato a pH 8. Por andlisis quimico de los productos resultantes
de esta autolisis, se demostrd la presencia de una enzima que se-
para los polipeptidos de los polisacAridos de la pared celular,
rompiendo las uniones entre el acide acetil murdmico y la L-alanina
(YOUNG, TIPPER y STROMINGER, 1964). Esta enzima se denomina acetil
muramil-L-alanin-amidasa. La autolisis exige una energia de activa=-

cion de 9.2 Cal/mol y se comporta como una cinética de primer orden.

Esta eniima autolitica aparece durante la fase inicial del
crecimiento logaritmico y, muy probablemente, desempefia un papel im-

portante en el crecimiento de la pared celular (YOUNG, 1965, 1967.

La rotura del complejo peptidico facilitard la expansién
de su rigido entramado al permitir la insercidén de nuevos materiales
en la pared y bajo la accidn de una transpeptidasa que actua conjun-
tamente con la amidasa. Esta hipotesis esta de acuerdo con el hecho
de que la penicilina impida las transpeptidaciones (WISE y PARK, 1965,

TIPPER y STROMINGER, 1965).



Durante el periodo de crecimiento celular que precede
a la aparicidn de la competencia, 1la enzima autolitica acusa un
aumento de actividad cuyo miximo coincide con la iniciacidn del
periodo de transformabilidad. En mutantes de baja competencia o
cuan&o cepas altamente transformables son cultivadas en condiciones
desfavorables para la competencia, la actividad de esta enzima esta
muy limitada. Ademds, se ha demostrado que ia accidén inhibidora o
estimulante de los diversos cationes bivalentes y de diferentes con-
centraciones idnicas (YOUNG, 1966) afectan de un modo paralelo a

la enzima y a la competencia.

Parece pot lo tanto que el desequilibrio de la pared
celular, causado por la enzima autolitica facilita la penetraciodn
del DNA transformante, y asi la competencia aparece como un estado
fisiologico de crecimiento caracterizado por un desequilibrio entre
la actividad de la amidasa y la de la transpeptidasa que da origen
a un estado de adglgazamiento especifico de la envuelta celular.

Esta hipotesis estd apoyada por los siguientes hechos:

1) Las bacterias E. coli K12 pueden ser transformadas por el DNA
aislado del fago transductor /( ,pero s0lo en la presencia de un

fago auxiliar que perfore la pared celular (KAISER y HOGNESS, 1960).

2) E1 DNA del fago T4 puede penetrar en esferoplastos de E.coli pero
no en células completas de la misma bacteria (VAN DE POL, VELDHUISEN

y COHEN, 1961).



3) E1 DNA del fago,( 0 del Tl puede dé la misma manera transformar
esferoplastos pero no células completas de E. coli (EVANS, MACKAL

y COLEMAN, 1962).

4) E1 DNA del fago & 174 infecta mejor los esferoplastos que las cé-
lulas completas de E. coli (GUTHRIE y SINSHEIMER, 1960; HOFSCHNEIDER,

1960).

5) Finalmente, en muchas especies de Neisseria (SPARLING 1966), asi
como de Pmeumococcus (RAVIN, 1957) el grado de competencia es inver-

samente proporcional a la cantidad de polisacarido de la capsula.

En la transformacion de B. subtilis existen, asimismo,

una serie de datos que parecen apoyar esta hipotesis. La presencia

de precursores de la pared celular hace bajar la frecuencia de trans-
formacioén (SPIZIZEN, 1959); los cultivos competentes son mas sensi-
bles a la lisozima que los no competentes (MILLER, ZSIGRAY y LAND-
MAN, 1967) y, por lo menos en una de las c;pas, los protoplastos
absorben el DNA transformante en mayores cantidades que lo hacen

las células intactas (HIROKAWA e IKEDA, 1966; HIROKAWA, comunicadién

personal).

Experimentos relativamente recientes en los que el hidro-
lizado de caseina, generalmente usada en el medio de transformacidn,
fue sustituide por mezclas definidas de amino&cidos, mostraron que
varios de los principales componentes de la pared celular (YOUNG y

cols., 1963) inhiben la competencia,al paso que entre los constitu-



yentes de la pared celular no se encontraban los aminoAcidos que

estimulan la competencia (BOTT y WILSON, 1968).

La pared celular parece asi constituir una barrera para
la entrada del DNA donador. En realidad protoplastos obtenidos de
células competentes absorben mas DNA que los protoplastos obtenidos
a partir de células no competentes (HIROKAWA comunicacidén personal)
¥y existen razones para pensar que la membrana citoplgsmética consti-

tuye un punto de unidén firme para el DNA transformante.

De todo lo anterior se desprende que'el concepto de compe-
tencia no alude exclusivamente a un estado fisioldgico absoluto si-
no que depende, asimismo, de ia naturaleza del DNA donador utilizado,
de su peso molecular, de su estructura en cadena simple o doble, de
la presencia de uniones transversales, de su grado de homologia con
el DNA receptor, etc, etc. Por ejemplo las mismas condiciones que
vuelven las células competentes para el DNA en cadena simple, puedem
volverlas incompetentes para el DNA en cadena doble y vice-versa
(POSTEL y GOODGAL, 1966; CHILTON, 167). Por estas y otras razones
ya expuestas, la competencia (definida como la transformabilidad)
solo serd mejor comprendida después de haberse estudiado las diver-
sas fases del proceso de transformacidn y en este sentido son de
resaltar los resultados obtenidos por el grupo de NESTER (DOOLEY
et als. 1971) quienes han establecido 5 fases en el desarrollo de

la competencia.



4, Adsorcidon del DNA

Después de que las células de un cultivo son puestas en
contacto con el DNA donador, este comienza por adgorherse a la super-
ficie externa de las células que eran competentes (Fig. 1). E1 DNA
adsorbido no se libera porrepetidos lavados del cultivo, pero es
facilmente degradable por un tratamiento con DN-asa. Como este ulti-
mo tratamiento no afecta al DNA que ya hubiese penetrado en las cé=-
lulas, se puede establecer de este modo una distincidén experimen-

tal entre adsorcidn y penetracion del DNA donador.

La existencia de la adsorcidn como una fase, en cierto
modo, autdnoma,en el proceso transformante con caracteristicas
propias que la distinguen de las fases subsiguientes de penetra-

cibén e integracidén fue propuesta por primera vez para Pneumococcus

(FOX y HOTCHKISS, 1957; LERMAN y TOLMACH, 1957) y mas tarde para

B. subtilis (KOHIYAMA y SAITO, 1960) y H. influenzae (GOODGAL y

HERRIOTT, 1961).

La adsorcidén se realiza con gran rapidez (LEVINE y STRAUSS,
1965), no exige una fuente de energia (BARNHART y HERRIOTT, 1963) y
es independiente de la temperatura (BARNHART y HERRIOTT, 1963; LE-
VINE y STRAUSS, 1965). Depende sin embargo del tamafio y estructura
del DNA donador, asi como del pH y de la fuerza idnica del medio.
El DNA desnaturalizado o fragmentado por ultrasomidos, pierde casi
todo su poder de adsorcidon (BARNHART y HERRIOTT, 1963) y decrece

también a medida que la fuerza idnica aumenta a partir de ClNa 0.03 M
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hasta 0.3 M, Puesto que la concentracion de sales afecta la inte-
raccion de superficies electricamente cargadas, ese hecho fue in-
terpretado sobre la base de que el aumento de la fuerza idonica dis-
minuye la atraccidén entre las cargas electrostiticas del DNA y de
la superficie celular. El descenso gradual del pH (entre 7 y 5.5)
provoca un auﬁento lineal en la adsorcidon, probablemente a causa
de su efecto de redaccion de cargas negativas (BARNHART y HERRIOTT,

1963).

La naturaleza electrostatica de esta fase de adsorcidn
fue también demostrada en B. subtilis, y ssada para obtener el
fraccionamiento electrocinético de cultivos competentes con el
consiguiente enriquecimiento en células competentes. El método
consistia en la filtracion de los cultivos competentes a través
de filtros con poros de diferentes taﬁaﬁos, ¥y resuspension em me-
dios con fuerzas idnicas diferentes (JENSEy y HAAS, 1963 a y b).
Las conclusiones finales de estos estudios y de otros anteriores

son em resumen las siguientes:

En un medio acuoso de pH neutro, la superficie celular
mantiene una densidad de carga electrica negativé que es equilibra=-
da por la carga positiva del medio. La densidad de carga eléctrica
de la superficie celular depende de la naturaleza estructural in-
trinseca de la superficie celular (nimero de grupos aminicos y
carboxilicos ionizables, etc) y varia con el estado fisioldgico
de la célula, Se demostrd por ejemplo que la movilidad electrofo-
rética de las células bacterianas se altera hacia el final de 1la

fase logaritmica.



La competencia surge en cada célula por un salto brusco
hacia un maximo de carga negativa que produce un potencial electro-
cinético elevado. Los factores extrinsécos (medio de cultivo) cau-
san entonces un descenso gradual de las cargas negativas de la su-
perficie celular hasta un momento en que el DNA, negativamente car-
gado, es atraido ﬁor la pared celular. Esta es posiblemente una de
las funciones de la albumina bovinayde aqui que sea necesaria para
la transformacién de B. subtilis (ANAGNOSTOPOULUS y SPIZIZEN, 1961).
De hecho una vez que estas sustancias proteicas se adsorben a la su-
perficie celular, tienden a desplazar el punto isoelectrico en su
direccidn bajando asi la densidad de carga electrica de la pared

celular.

Por otra parte, el contenido en galactosamina de las pare=
des celulares de B. subtilis aumenta paralelamente con el incremento
de la competencia en el cultivo,alcanzando ambos un maximo simulté-
neamente (YOUNG, 1967). Teniendo en cuenta el hecho de que la galac-
tosamina se aisla en la misma fraccidn del acido teicoico (YOUNG y
cols. 1964), es bien posible que el aumento en galactosamina contri-
buya a la reduccidén de la carga electrica negativa de la pared celu-
lar, por combinacidén con grupos terminales fosfdricos (negativos)
del 4cido teicoico (YOUNG, 1967), El mismo papel, al menos parcial-
mente, parecen desempeiiar los cationes que se sabe son necesarios

para la transformacidén como por ejemplo, ca’t en Diplococcus (FOX



y HOTCHKISS, 1957) y en Neisseria (LIE, 1965); Ca'’ y Mg'' en

Haemophilus (GOODGAL y HERRIOT , 1961; LEIDY, JAFFEE y ALEXANDER,

++ ++

1962); Mn++, Ca o Mg en B, licheniformis (LEONARD y cols. 1964)

++ ++

y se*t, Ba™*, ca** o Mg'" en B. subtilis (YOUNG y SPIZIZEN, 1963 a).

5. Penetracién del DNA

Cuando el DNA donador, adsorbido a las bacterias recepto=-
ras, se vuelve resistente a la accidén de la DN-asa aiiadida al medio,
se supone que ha penetrado en el interior de las células receptoras
(Fig., 1). Esta penetracién se da en esferoplastos o bacterias con pa-
red celular completa, y en este ultimo caso tanto en cepas transfor-
mables como no transformables. En cuanto a protoplastos aln existe
controversia sobre la posibilidad de que tal proceso se lleve a efec~
to (MILLER et als. 1972). Al contrario de lo que sucede en la fase
precedente, 1a penetracion del DNA exiée metabolismo celular,se lle-
va' a cabo a una velocidad mesurable y es dependiente de la tempera=-
tura, La primera de estas caracteristicas estid basada en el hecho
de que se requiere una fuente de energia (glucosa o bien otra) pa-
ra que el proceso de penetracién tenga lugar (YOUNG y SPIZIZEN, 1961)
Y por otro lado este proceso es inhibido por el 2-4 dinitro fenol,
cianuro, acetato de iodo, azidas y otros imhibidores metabolicos
incluso cuando son afiadidos a un cultivo competente al mismo tiempo
que el DNA (SPIZIZEN y cols. 1966; BARNHART y HERRIOTT, 1963). La
energia de activacidn de este proceso de penetraciéon fue calculada

en 13.9 Kcal.



La cinética de la penetracidon del DNA se estudid en expe-

rimentos de transformacion de B. subtilis en los cuales se aiiadid

DN-asa a diferentes intervalos de tiempo después de haber suminis-
trado el DNA al cultivo, determinandose en cada caso el nimero de
transformantes obtenidos (LEVINE y STRAUSS, 1965)., De este modo se
demostrd que para obtener por lo menos un transformante, se requiere
un determinado periodo de tiempo entre la adicidon del DNA y de la
DN-asa al que se llamd periodo de latencia. Su duracidén es indepen-
diente de los marcadores genéticos y de las estirpes usadas asi como
del grado de fragmentacidn, concentracidn o uniones transversales
existentes en el DNA, no siendo alterada tampoco por la adicidn de

un exceso de DNA hombélogo no transformante.

El periodo de latencia es, con todo, dependiente de la
temperatura, siendo mas largo a 262 C que a 372 C, y es nulo si el
tratamiento con DN-asa se sustituye por lavados del cultivo, que
eliminen el DNA del medioy pero no el adsorbido. A 2690 C el periodo
de latencia es de 2.5 min. De este periodo de tiempo, apenas cerca
de 1.3 min. son de hecho utilizados para la entrada del DNA. El tiem~
po restante corresponde probablemente a algin proceso metabolico pre~
cedente (STRAUSS, 1965), como es la posible sintesis de un tipo de
permeasa (KOHIYAMA y SAITO, 1960). La existencia de una permeasa
del DNA dotada de un mecanismo de transporte activo ha sido propues-

ta asimismo en la transformacidén de Haemophilus (STUY y STERN, 1964),

siendo posible que los cationes necesarios para la reaccion de trans-

formacidn esten relacionados con esta enzima (SCHLISSEL y SWORD, 1966)
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La duracion del periodo de latencia para los dobles trans-
formantes de genes ligados es directmmente proporcional a la distan-
cia cromosdmica entre eses genes (STRAUSS, 1965). Este hecho indica
que el DNA tranéformante penetra la pared celular longitudinalmente.
Esta hipdtesis fue confirmada mas tarde en experimentos que mostra-
ban que esas transformaciones dobles son originadas por la misma mo-
lécula de DNA donador y que, por tanto, el periodo de latencia repre-
senta de hecho, el tiempo necesario para la entrada del segmento de
una molécula de DNA comprendido entre las 2 marcas transformadoras.
Ese tiempo es tanto mas largo cuanto mas alejados estuvieran esos
marcadores (STRAUSS, 1966). El1 mecanismo por el cual se da la pene-
tracion del DNA no esta demasiado claro en la actualidad. Por un la-
do parece exigir energia y metabolismo; por otro lado hay pruebas de
que las células competentes tienen las paredes adelgazadas y modifi-
cadgs, indicando que la penetracion dei DNA se da a través de hendi-
duras de la pared por un proceso fisico, auxiliado por un descenso
gradual en la carga negativa de la pared celular (YOUNG, 1967). Es
posible que la aparente contradiccion de estos datos provenga de no
haberse distinguido todavia suficientemente entre la penetfacién de
la pared y la penetracion de la membrana, que podrian ser 2 fendme-
nos diferentes: el primero puramente fisico; el segundo metabolico
y enefgético. MILLER y LANDMAN (1966) presentaron casos en los cuales
parte del DNA transformante, después de volverse resistente a la
DN-asa parece quedar entre la pared y la membrana durante un periodo

de tiempo considerable.



Otro aspecto del mecanismo de penetracion ha sido puesto
de manifiesto por autoradiografias de cultivos de B. subtilis recien
transformados con DNA tritiado, en los que el 88% de las células que
presentaban marcas de desintegracidon del tritio, estas se encontraban
localizadas en la pared celular de bacterias dotadas de la morfologia
caracteristica de las pre-esporas (YOUNG, 1967). Fue por eso aventu-
rada la hipdétesis de que el DNA después de fijarse a la membrana cito-
plasmatica es forzado hacia el interior de la espora por el ddsarro-
1llo de esta, quedando asi separado del genoma vegatativo y de las
nucleasas. Posteriormente, el medio sdlido usado para poner de mani=-
fiesto la transformacion impediria la consumacidén del proceso de es-
porulaciép,y restauraria el crecimiento vegetativo, permitiendo asi
la recombinacidén y la expresidén del DNA transformante (YOUNG, 1967).
Estos resultados estén en franco desacuerdo con las experiencias de

integracidén de DNA descritas para ERICKSON yBRAUN (1968).

Otras autoradiografias de cultivos del mismo organismo,
también expuestas a DNA tritiado (WOLSTENHOLME, VERMEUEN y VENEMA,
1966), mostraron marcas de desintegracion del tritio claramente aso-
ciadas con la pared externa de los mesosomas. Puesto que durante el
desarrollo miximo de la competencia se da un notable aumento de los
mesosomas, e8 posible que estos sirvan para transportar hacia el in-

terior de la célula el DNA transformante ligado a la membrana

6. Eclipse

Después de que el DNA donador ha penetrado en el interior

de las células competentes, se tienen que utilizar nuevos métodos



para poder estudiar las distintas vicisitudes. que atraviesa antes

de llegar a integrarse al genoma receptor. Uno de esos metodos es

el de la reextraccidén y andlisis del DNA intracelular de cultivos
recien tratados por el donador. Ese DNA peextraido contiene tanto

el DNA del receptor como el del donador que haya penetrado, pero
sera posible distinguir uno de otro si hubiesen sido marcados uno

de ellos con elementos de densidad diferente o con diferentes ra-
dioisdtopos; o bien,si poseen marcadores genéticos diferentes. En
ese caso el DNA reextraido puede, a su vez, ser usado como donador
para transformar otro cultivo receptor apropiado. Los transforman=-
tes de esta segunda transformapién revelaran si el DNA reextraido
contenia de hecho, y en qué grado, fragmentos del donador inicial
Asi se denomina "actividad donadora" al grado en que el DNA reextrai-
do es capaz de inducir transformacidn para los marcadores genéticos
caracteristicos del donador incial. En el proceso de transformacién
de Pneumococcus se descubrid un breve periodo, después de la pene-
tracidon del DNA donador, durante el cual el DNA reextraido no rdve-
la actividad donadora alguna (FO0X, 1960). Este periodo fue denomina=-
do "ECLIPSE" por analogia con la fase de la infeccién virica conoci-

da con el mismo nombre.

Algo similar sucedia en el caso de B, subtilis y en ambos
generos la actividad transformante del primer donador se recupera en

funcién del tiempo de incubacidn. Sin embargo H. influenzae carece de

la fase de eclipse y, ain mas, la actividad inicial del donador es

mayor y se reduce a un 50% después de un cierto tiempo de incubacién.



La primera interpretacién de este fenomeno en Pneumococcus

(EPHRUSSI~TAYLOR, 1960 b) mantenia que el DNA donador seria inicial-
mente inactivado por la unidn a un lugar receptor. Esta interpreta-
cién fue después abandonada, y recientemente rechazada (GHEI y LACKS,

1967).

En experiencias en las que el DNA donador marcado con P32

fue reextraido y fraccionado en gradientes de Cl1Cs (LACKS, 1962),

se ha observado que en el DNA reextraido pocos minutos despuées de

la penetracidn, el P32 fue encontrado en una fraccidén constituida

por pequeiios oligonucledtidos dializables, y en otra, no dializable
que sedimentaba en C]lCs en la zona de alta densidad que caracteriza
el DNA desnaturalizado. En el DNA reextraido a pargir de incubaciones
sucesivamente mas prolongadas despues de la penetracidn, esa fracciodn
de DNA desnaturalizado aparece progresivamente mas reducida hasta de-
saparecer por completo al mismo tiempo que el P32 del DNA donador
comenzd a aparecer en una nueva fraccidén, asociado con el DNA en ca-
dena doble del receptor. De aqui se concluy$ que el periodo de eclip-
se es una consecuencia de la desnaturalizacidén del DNA donador, des-
pués de su penetracidn-en las celulas receptoras, dado que en condi-
ciones normales, el DNA desnaturalizado no posee'. poder transformante
¥y quedaria asi explicada la ausencia de actividad donadora del DNA
reextraido durante el periodo de eclipse. La integracidn subsiguiente
del donador desnaturalizado en el DNA en cadena doble del receptor
restituiria al DNA reextraido la actividad donadora, cesando asi el

eclipse.



Esta hipétesis fue apoyada por trabajos posteriores de
FOX y ALLEN (1964) y confirmadas por expériencias mas recientes
de GHEI y LACKS (1967). En estas iltimas, el DNA reextraido durante
el periodo de eclipse fue puesto en contacto con otro DNA desnatu-
ralizado, en condiciones que permiten el emparejamiento de cadenas
simples del DNA. El resultado fue la recuperacidén de la actividad

donadora,

En Haemophilus se pensd desde el principio que no existia

un periodo de eclipse, que los segmentos de DNA donador se integra-
rian en eltgenoma del receptor bajo la forma de cadenas dobles (HE-
RRIOTT, 1961; STUY, 1965; VOLL y GOODGAL, 1961 y 1965). Esta conclu-
s8idn estaba basada en experiencias con DNA heterozigdtico artificial,
en que se presuponia que, por el apareamiento de dos tipos de DNA
desnaturalizado, con diferentes marcadores genéticos, no se podia
obtener un DNA hibrido que tuviese en la misma cadena ambos marcado-~

res.

Cuando se probd que esta suposicién era falsa (HERRIOTT,
1965) se puso en duda la inexistencia, en Haemophilus de una desna=
turalizacién del DNA donador prefia a la integraciéon (VENEMA, PRIT-
CHARD y VENEMA-SCHRODER, 1965 a). Experiencias posteriores emplean-
do diversos marcadores en una misma molécula demostraron que, de he-
cho, no se observa desnaturalizacion del DNA donador aunque solo una

de las cadenas de cada molécula se integra (NOTANI y GOODGAL, 1966).



Se supone que al mismo tiempo que se da esta integracidn, la otra

cadena es destruida.

En B, subtilis también se llegd a admitir que no existia
ningin periodo de desnaturalizacién, puesto que no se encontraba
por fraccionamiento en C1Cs ningin vestigio de DNA monocatenario
(PENE y ROMIG, 1964). Sin embargo, se pensd que los métodos de pre-
cipitacion del DNA usados por estos autores podian haber excluido
el DNA desnaturalizado (VENEMA y cols. 1965 a). Posteriormente se
han ido acumulando pruebas indirectas en favor de que la existencia

en B. subtilis de un periodo de eclipse estuviese causado por la des-

naturalizacidén del DNA donador.

VENEMA y cols. (1965 a) demostraron que, en esta especie,
el BNA donador sufre inmediatamente después de la penetracidn una
perdida transitoria de su capacidad transformante; que este eclipse
corresponda a la desnaturalizacioén del donador se apoyaria, parcial-
mente, en el hecho de que solo una cadena de cada molécula de DNA do-
nador se integra en el genoma receptor. La integracidén monocaténaria
del donador fue demostrada en las elegantes experiencias realizadas

con DNA hibrido por VESTRI y cols. (1966).

Ademas, se ha encontrado donador desnaturalizado en el in-

terior de células de B. subtilis en experimentos en los que se did

DNA donador marcado con le
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R 12 y timidina S a células receptoras

marcadas con P32, N"" e Hl. Durante un corto intervalo de tiempo,



mespués de la penetracidon del DNA, se encontraron en el DNA reextrai-
do, atomos del donador en fracciones de ClCs que correspondian tanto

al donador nativo como al donador desnaturalizado (BODMER y GANESAN,

1964). Esto indicaria que el DNA penetra la pared celular bajo la

forma de cadena doble y asume, después, la estructura monocatenaria.

Podemos también buscar apoyo para la teoria del eclipse-
~-desnaturalizacidén en experiencias realizadas con DNA dotado de
uniones transversales.'Asi varios reactivos que afadidos a soluciones
de DNA determinan una disminucién de su capacidad transformante, cau-
san también uniones transversales del DNA, como se demostrd por la
resistencia a la desnaturalizacién. Entre esfos reactivos se encuen-
tran el 4cido nitroso (BECKER, ZIMMERMAN y GEIDUSCHEK, 1964; GEIDUS-
CHEK, 1961), la mitomicina C (NAKATA y SAKAMOTO, 1961) y los rayos

ultravioleta (ZAMENHOF y cols. 1956, MARMUR y GROSSMAN, 1961), etc.

El hecho de que estos tratamientas causaran en el DNA, tan-
to una pérdida en su capacidad de transformacibn como una resistencia
a la desnaturalizacidén, parece significar que la integracién ha de
ser precedida o acompafiada por la conversidén de la cadena doble del
DNA en cadenas simples, ya que fue demostrado que el tratamiento pre-
vio con rayos ultravioleta, del DNA donador o de las células recep-"
toras de Haemophilus permite la penetracion normal del agente trans~
formante, pero impide su asociacidén con el genoma receptor. Como

consecuencia de estos y de otros datos, se llegd a la conclusion de

SN




que la formacidn de uniones transversales, inducidas por rayos ul-
travioleta, impide la desnaturalizacion del DNA donador, imposibi=-
litando asi su integracion subsiguiente (NOTANI y GOODGAL, 1965).
Es probable que los otros agentes causantes de uniones transversa-
les, que, asimismo disminuyen la capacidad transformante del DNA,

actuen por un mecanismo semejante.

De cuanto hemos dicho anteriormente cabe concluir que en

el caso de H. influenzae no sedaladesnaturalizacidén del DNA donador,

de aqui que no aparezca periodo de eclipse cuando se emplea para
transferir un segundo receptor al encontrarse biologicamente intacto.
En Pneumococos, las experiencias indican claramente la aparicidén de

un estado monocatenario que explica el periodo de eclipse.

Finalmente, con reapecto a B. subtilis,si bien se apunta

hacia la existencia de una fase monocafenaria previa a la integracion,
este punto ain esta sujeto a controversia% y asi VENEMA y cols. (1970)
(comunicacidén personal) sefialan el haber obtenido evidencia sobre la
existencia de un estado bicatenario especial del DNA donador consis-
tente en una disminucidn de su tamafio y como consecuencia de su peso
molecular, una vez incorporadas en el primer receptor lo cual le im-
pediria competir biologicamente con las moléculas de este primer re-

ceptor cuando se extraen para transformar el segundo receptor.

No obstante,la investigacidon continua abierta en este punto

ya que mientras los recientes trabajos de DUBNAU y cols. (1971) apo-



yan las teorias de VENEMA, PILCHOWSKA y FOX (1971) en experiencias
realizadas sobre gradientes de ClCs y de'sacarosa COQ DNA donador
obtenido después de la incorporacidn al primer receptor y tratado
con pronasa y lipasa, apuntan hacia la existencia de un DNA monoca=-
tenario ligado a una proteina,lo cual justificaria su incapacidad
para transformar a un segundo receptor y el no aparecer en los gra-
dientes de densidades en la banda correspondiente al DNA monocatena-

rio.

7. Integracidn

El DNA reextraido de cultivos que estan en una fase avan-
zada del proceso de transformacion, muestra haber recuperado la acti-

vidad donadora (en el caso de Pneumococcus y B. subtilis). Esta ter-

minacién del eclipse se debe a la integracidén del DNA donador (hasta
entonces en cadena simple) en la estructura en cadena doble del recep-
tor. Esta integracidén se da no por la mera adicion del DNA donador

al genoma receptor, sino por una sustitucidén parcial de este por
aquel. En realidad desde hace bastante tiempo se comprobd que los
caracteres dominantes y recesives transformaban con idéntica efica-
cia (RAVIN, 1959)7mas tarde se observd también la constancia de gru-
pos ligados ("linkage") incluso entre génes de los que uno habia sido
transformado. (FOX, 1960; VOLL y GOODGAL, 1961; ANAGNOSTOPOULOS y
CRAWFORD, 1961). Estos y muchos otros trabajos posteriores no dejaron
ninguna duda sobre que la integracidén se da por sustitucidén de parte

del genoma receptor por segmentos del DNA donador.



Para explicar esta sustitucidn se ha acudido a algunas
variantes éobre las dos hipotesis generales formuladas hace ya lar-
go tiempo, para la interpretacion de la recombinacidn entre cromoso=-
mas la hipotesis de "rotura y reunién" ('breakage and reunion"
DARLINGTON, 1935) y la de "seleccidén de molde" ("copy choice' LEDER-
BERG, 1955). Aplicando la primera hipdtesis al caso de la transfor-
macidn, se admite que el donador y el receptor se fracturan en pun-
tos homélogos y se unen de nuevo de modo que originan la formacidn
de una estructura recombinada, que contiene fragmentos de una y de
otra de las unidades iniciales. Este proceso recombinante no exige,

por tanto, sintesis cromosédmica.

En la hipdtesis de la "seleccion de molde", por el contra=-
rio, seria durante la replicacidon cromosdmica cuando se daria la re-
combinacidn; durante el proceso replicativo de la regidn transforma=-
da seria esta, en algunos casos, la que se toma como molde, surgiendo
asi un transformante, producto de este proéeso de replicacidn, sin
que el donador y el receptor originales se asociasen fisicamente. La
primera prueba indirecta a favor de la teoria de rotura y reunion
fue presentada en Haemophilus, ya que se podia obtener dos genes li=-
gados, uno introducido por el DNA donador y otro residente en el ge=
noma receptor antes de que se hubiese dado replicacidén apreciable del
DNA (FOX, 1960; VOLL y GOODGAL, 1961). Una prueba mas directa se obtu-

vo por medio de los experimentos realizados en Pneumococcus por FOX

y HOTCHKISS (1960) empleando isotopos radiactivos y pesados y gra-

dientes de Cl Cs.



En B. subtilis la integracidén fisica por totura y reunién

fue demostrada por primera vez, administréndo DNA radiactivo a célu-
las competentes que poseian cromosomas marcados- con isotopos pesados.
El fraccionamiento en C1 Cs del DNA de esos cu1£ivos recien transfor-
mados reveld la unién del marcador radiactivo con el de densidad (PE-
NE y ROMIG, 1964). Todos los estudios posteriores han confirmado la
integfacién por rotura y reunidén en B, subtilis (BODMER y GANESAN,

1964; BODMER, 1965 y 1966).

Otro problema era saber si las dos o solo una de las cade-
nas de cada molécula del DNA donador eran integradas en el genoma

receptor.

La integracidn de cadenas simples fue sugerida en experi=

mentos con D, pneumoniae (FOX y ALLEN, 1964) y H. influenzae (NOTANI

y GOODGAL, 1966). En B, subtilis las primeras indicaciones a favor

de la integracidon en cadenas simples se obtuvieron a partir de epe-
riencias con marcadores multiples (BODMER y GANESAN, 1964). Posterior-
mente se encontraron pruebas mas concluyentes por medio de hibridacidn
de preparaciones de DNA genéticamente diferentes (VENEMA y cols. 1965

a; y VESTRI y cols. 1966)

La integracidn en cadenas simples,en B. subtilis,fud mas
recientemente confirmada por separacidén de las dos cadenas complemen-
tarias del CNA por medio de la accibén diferencial del &cido polirri-
boguanilico (CHILTON, 1967). Estas Gltimas experiencias también de=
mostraron que las dos cadenas complentarias del DNA de B. subtilis

tienen idéntica capacidad de transformacidn.



Los mecanismos de integracidén y sus fases son menos claros
Yy parecen mostrar algunas variaciones enfre los diferentes sistemas
de transformacion. En general, se admite la existencia de por lo menos
3 fases diferentes: a) Sinopsis del donador en cadena simple con el
DNA receptor en cadena doble, originando una estructura d¢ cadena
triple; b) recombinacidén por rotura y reunidn; c) reparacién de la

molécula recombinada.

Para la interpretacion molecular de la recombinacion del
DNA donador con el receptor durante el proceso de transformacidén se

han elaborado dos modelos en los Ultimos afios.

El primero de ellos (LACKS, 1966) admite que las variaciones
en la eficiencia de integracidn, caracteristicas de los diferentes
loci, son debidas a diferentes tipos de incompatibilidad molecular en-
tre los nucledotidos del DNA donador y ios del receptor. Incompatibi=-
lidades acentuadas impedirian el apareamiento del donador con el re-
ceptor y su posterior recombinacidén, determinando asi, los casos co-
nocidos de baja eficiencia de integracidn. En los otros casos la eE=~
tructura en cadena triple alcanzaria un equilibrio termodinimico,
cuando el segmento donador establece dos uniones con una de las cade-
nas del receptor. Entonces una exonucleasa comenzaria por atacar la-
region terminal 3'-OH del segmento donador hasta la primera unidn;
ahi, la exonucleasa catalizaria una unidén nuckotidica entre el seg~
mento donador y el receptor, por un mecanismo semejante al ya demos-

trado en otros casos (RICHARDSON, LEHMAN y KORNBERG, 1964; MITRA y



KORNBERG, 1966) y pasaria entonces a atacar la regidn subsiguiente
del receptor; al llegar a la segunda unidn, catalizaria otro enlace
nucleotidico entre el donador 'y el receptor y pasaria a degradar la

seccion restante del DNA donador (Fig. 2).

Se formaria asi una molécula recombinada por un proceso
enzimitico que, al mismo tiempo que degradaria las secciones del
DNA donador no integradas, estableceria las uniones covalentes entre

los segmentos integrados del donador y del receptor.

A

¥*

Fig. 2.- Representacidén esquemitica del modelo de Lacks.
En trazo fino el DNA receptor, en trazo grueso el DNA
donador. El asterisco indica el lugar de actuacidén de la

exonucleasa.

El modelo de LACKS postula bor tanto, que es el mayor o
menor grado de apareamiento en la fase de sinapsis el que determina

la eficacia de integracidén de cada marcador genético.

El segundo modelo (EPHRUSSI-TAYLOR, 1966; EPHRUSSI-TAYLOR
y GRAY, 1966) presupone, por el contrario, que los marcadores gené-
ticos tanto de elevada como de baja eficacia de integracion, forman

inicialmente, con identica frecuencia, moléculas apareadas y recom-



binadas, pero un proceso subsiguiente de revision elimina con pre-
ferencia las moléculas recombinadas pertenecientes a marcadores ge-
néticos de baja eficacia de integracidn. Este modelo es el 1llamado

"eliminacidn selectiva" ("destruction choice").

8. Expresion

Se ha demostrado en varios casos, que cerca de 30 a 45 min.
después de la adicidén de DNA a cultivos competentes de B, subtilis,
se encuentra ya consumado el proceso de integracidon del DNA donador
(NESTER y STOCKER, 1963; BODMER y GANESAN, 1964; VENEMA y cols. 1965 a).
Sin embargo, esas célglas recien transformadas manifiestan un periodo
de latencia de 3 a 4 horas antes de expresar los genes recien integra-
dos. Esto es, durante este periodo de tiempo, las células transforma-
das en trp+ por ejemplo, no sintetizan la sintetasas del triptéfano
(NESTER y STOCKER, 1963) o bien las células que han sido transforma-
das para el caracter de motilidad no manif%estan tampoco este carac-
ter (STOCKER, 1963). Esta fase del proceso de transformacidén se deno-

mina periodo de expresidén latente ("expression lag").

En la transformacion de otras especies, esta latencia de
expresion parece no existir (LACKS y HOTCHKISS, 1960). A pesar de
que en B. subtilis, los gencs recien integrados atraviesan un largov
periodo de expresidn latente, algunos de los genes nativos de la cé-
lula receptora mantienen actividad metabdlica. En realidad, células

recien transformadas sintetizan abundantemente proteinas y m=-RNA de



corta duracidén, mientras que la sintesis de RNA estable y la de DNA

se encuentran reducidas (McCARTHY y NESTER, 1967).

Es sabido que, si las células recien transformadas para
resistencia a antibidticos o a otras drogas son puestas en contacto
inmediatamente con la respectiva droga, sd0lo pocos o ningin trans-
formante se expresan. Si, por el contrario, el mismo cultivo fuese
primero incubado durante pocas horas en un medio completo, exento de
la droga de referencia, (medio de fijacidén) y entonces transferido al
medio seleccionador de transformantes (medio, por lo tanto, con la dro-
ga), el nimero de transformantes expresados aumenta notablemente (IYER,

1962).

En menor grado el mismo fendmeno se ha observado para algu-
nos marcadores auxotroficos (JENSEN y HASS, 1962). En el caso del mar-
cador thy de B. subtilis se puede llegar a perder hasta 1/3 de los
transformantes cuando no se da al cultivo recien transformado un pe=-
riodo de fijacion en medio completo (WILSO&, FARMER y ROTHMAN, 1966).
Por otra lado, experiencias con marcadores radiactivos mostraron que
células con el 30% del DNA donador plenamente integrado, pero a las
cuales no se le ha dejado atravesar el periodo de fijacidén, no dan
origen a transformantes (BODMER, 1966). En experiencias identicas
pero en las que el DNA donador fue previamente tfatado con DN-asa
pancreatica a bajas dosis (lo cual causa roturas del DNA en una sola
de sus cadenas) el 70% del DNA donador plenamente integrado no did
origen a transformantes (BODMER, 1966). Estos hechos muestran que

incluso cuando un marcador del donador esta integrado en el DNA re=



ceptor por medio de enlaces covalentes, no significa que vaya nece=~

sariamente a ser expresado como transformante.

Por medio de incubacion de cultivos recien transformados
de B. subtilis en medios liquidos diferentemente suplementados, se
demostrd que la supervivencia de las células recien transformadas
exige la presencia de aminodcidos no esenciales, concluyendose que
hay un sintesis polipeptidica necesaria para la expresion (KAMMEN
y cols. 1966 a). Se demostrd también que la presencia de dosis ele-
vadas de actinomicina D y de puromicina no afectan a la superviven=
cia de las células recien transformadas. Estos hechos indican que
la sintesis polipeptidica exigida para la expresion, no estd dirigi-
da por el RNA, Por otro lado, la adicidén de 5-fluorouridina en ausen-
cia de aminoadcidos no esenciales causa la muerte preferencial de los
transformantes. Puesto que la 5-f1uorouridipa actua como un inhibi=-
dor de la sintesis de los mucopéptidos de la pared celular, se supo-
ne que la sintesis polipeptidica, necesaria para la expresidn, corres-

ponde a la de los mucopéptidos de la envuelta celular.

Sin embargo, al afiadirse 5 ~-fluorouridina en presencia de
aminoacidos, no se encontrd efecto letal, lo que indica que no es

exclusivamente la reparacién de la pared celular lo que esti en juego.

Por otro lado, un modelo de regulacidén de la replicacidn
cromosémica establecido por LARK (1966) también asegura la necesidad
de una sintesis polipeptidica, no dirigida por el RNA, para la con=-

. t . !
versién del "pre-replicador" en "replicador", las cuales son estruc-~



turas de unidn del origen del cromosoma con las estructuras celula=-
res perifericas. Tal conversidn es indispensable para la iniciacién

de la replicacion cromosdmica.

Por lo tanto es bien probable que el periodo de fijacién,
necesario para la expresion de transformantes, represente una forma
de estabilizacidén a través de la unidén del DNA integrado a la peri-
feria de la célula, siendo esta una condicién necesaria para la re=~

plicacion y expresidn.



III, TRANSFECCION

El descubrimiento de la competencia en B. subtilis
estirpe 168 desembocd en un renovado interés por los bacterio-
fagos de B, subtilis, habiéndose aislado y caracterizado un gran
nimero de fagos transductores (THORNE, 1962; IIJIMA e IKEDA, 1963),
utilizandose desde entonces la transformacidn y la transduccidn
comparada (BARAT, ANAGNOSTOPOULOS y SCHNEIDER, 1965; EPHRATI-ELIZUR
y FOX, 1961; AOKI, SAIfO e IKEDA, 1963) para la clasificacién de
B. subtilis y especies intimamente relacionadas (AOKI, SAITO e

IKEDA, 1963).

Fueron TAKAGI e IKEDA (1962) quienes por vez primera ex-
trajeron el DNA de fagos transductores purificados y ensayaron por
transformacion el DNA bacteriano que contenian. Empleando métodos
similares y valiendose de DNA extraido a partir de los fagos de
B, subtilis SP10 (OKUBO y cols. 1963) y PBS1 (MAHLER y cols. 1964)
se ha conseguido aclarar en parte el mecanismo de la transduccidn
en el género Bacillus asi como facilitar grandemente la confeccidn

de mapas del genoma de este microorganismo (BARAT y cols. 1965).



La infeccibén de células en estado de compctencia por el
adcido nucleico aislado de un virus da lugar a la produccidn de un

virus completo este fendmeno ha sido definido como TRANSFECCION.

KAISER y HOGNESS (1960) fueron los primeros en demostrar
la transfeccidon infectando células de E. coli K-12 con DNA aislado
de un fago defectivo /f y con un fago coadyuvante. ("helper phage")

con aquel relacionado.

Un tercer tipo de transfeccidén, es la infeccidn con DNA
figico de poblaciones celulares que habian desarrollado la compe-
tencia para transformacidn, sistema que fue investigado por ROMIG
en 1962, Posteriores investigaciones sobre la transfeccion de B.sub-
Eilig indicaron que el virus del polioma o el virus vacunal pueden
desarrollarse en el interior de células de B, subtilis infectadas

con el DNA virico correspondiente (SPIZIZEN, 1966).

La transfeccion puede ser considerada como un modelo sim-
plificado de la transformacidn bacteriana. Una molécula de DNA vi-
rico entraria en la célula por un mecanismo similar al que introdu-
de el DNA bacteriano en transformacidén e inicia la formacidén de un
centro infeccioso, sin embargo la recombinacion entre DNA donador
y receptor y otras etapas que tienen lugar en las bacterias trans-
formadas no son necesarias en transfeccidon. De todos modos cada uno
de los sistemas de transfecci6n examinados mas arriba tiene rasgos
caracteristicos y el reconocimiento de los mismos es fundamental a

la hora de valorar tales sistemas.



IV, LL CULTIVO CONTINUO EN EL
ANALISIS DE FUNCIONES CE-

LULARES.

El método del cultivo continuo se emplea cada vez mas en
la industria microbioldgica debido a que posee diversas ventajas con
respecto a los procedimientos convencionales de cultivos ordinarios
(MALEK, 1960). También se utilizan con gran éxito los cultivos con-

tinuos de microorganismos en investigaciones genéticas (MOSER, 1958).

Una condicidn indispensable de la vida es la interaccion
del organismo con su entorno, el intercambio continuo de materia en-
tre ellos. Cada ser viviente, incluyendo la célula bacteriana, res-
ponde a las influencias exteriores remodelando correspondientemente
sus estructuras y funciones con el fin de preservar su viabilidad,
bajo condiciones modificadas, hasta los limites de su capacidad bio-
logica.

En cultivos ordinarios le adaptacidon de las células a las

comdiciones ambientales tiene lugar solamentd durante la fase de la-



tencia. Durante las fases subsiguientes, el medio cambia tan rapida-
mente que las células no tienen tiempo de adaptarse a él, la varia-
cidon de su estado morfo-fisiologico va retrasada con respecto a la

composicién del medio.

Asi mismo, tales estados de desequilibrio pueden también
bresentarse en un medio fluyente si las células son retenidas en el
matraz de cultivo mediante un filtro o cualquier otro procedimiento
hasta que su nimero aumente por encima de un cierto nivel. En este
caso el desarrollo de los microorganismos tiene el mismo caracter

periodico que en los cultivos ordinarios.

Lo mismo ocurre para una cadena de fermentadores conecta-
dos en serie o para columnas verticales separadas en secciones., El
medio fresco llega cdntinuamente a uno de los extremos dei aparato,
mientras por el otro extremo libera el cultivo que ha completado su
desarrollo. Tales métodos son cohtinuos desde un punto de vista tec-

noldogico, pero no en el aspecto fisioldgico.

1. Clasificacion de los sistema de cultivo continuo

a) Sistemas de flujo simple (single stream)

Consisten en unas cadenas de fermentadores (de volumenes
iguales o deséguales) unidos en serie. Un medio de entrada unico
(de flujo f) llega al primer fermentador, el cual pasa al siguiénte
y asi sucesivamente, de tal modo que el flujo es el mismo a‘través

de todos los fermentadores:
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Las tasas de dilucién (Di) en los diferentes fermentadores
estdn siempre en una razdén fija de uno a otro dependiendo de los vo=-

limenes del fermentador

En el caso de que todos los fermentadores tuviesen el mis-
mo volumen, sus tasas de dilucidn Di serian las mismas para cada va-

1ér de f.

Dl Vl-—Da V2 3 3- .oooc: —f

b) Skstemas de flujo multiple (Multi-stream)
Difieren de los anteriores en que tienen multiples entra-

das de medio nutritivo (de la misma o de diferente composicidn)

-
/

Se parecen a los sistemas single-stream en que las modifi-
caciones introducidas en los {iltimos fermentadores no pueden afectar
a los anteriores, y consecuentemente el primer fermentador de la ca=-
dena es identico en su comportamiento al de un fermentador continuo

ordinario.



Difieren de los sistemas single-stream en que los diferen=-
tes medios nutritivos pueden ser variados‘independientemente y por
lo tanto las tasas de dilucion son también independientemente varia-
bles; Por ejemplo, cambiando el flujo de entrada del medio en el fer-

mentador 2 es posible variar D, sin cambiar D1 (aunque DS’ D4, etc.

2

seran afectados necesariamente).
c) Sistemas de flujo multiple con Freedback

Son sistemas multi-stage modificados por el hecho de que
material procedente del @ltimo fermentador, puede ser introducido

en un fermentador anterior de la cadena

! { ! Lo

>
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Este tipo de sistemas puede subdividirse en un gran n(me-

ro de variadades.

El material reciclado puede ser "cultivo puro" sin célu-
las: (FEEDBACK SIN CONCENTRACION) o bien mediante el empleo de cen=
trifuga de flujo continuo o tanques de sedimentacién etc., el liqui-
do reciclado puede estar enriquecido de células: (FEEDBACK CON CON-

CENTRACION CELULAR)

2. Teoria de los sistemas de flujo simple

Dado que en la parte experimental de la presente memoria

se ha empleado un sistema de este tipo vamos a dedicar especial



atencion a la teoria que rige los mismos. Por otra parte, estos sis-
temas son los mas ampliamente usados hasta la fecha, aunque probable-
mente no son siempre los mas eficaces. En su forma mas simple se tra-

ta de un fermentador que posee un volumen constante V,. El medio de

1
cultivo que contiene el factor limitante de crecimiento S a una con-
centracion So entre al fermentador con un flujo f y la tasa de dilu-

cibdn es:

D, = ==-= (1)

Las concentra€iones de células y de sustrato en el fermen=-

tador son respectivamente:X1 y S1

S, /}> ; %%

)(. S‘ Y

P SI.
o0 \/ coV,
Fign 3

El crecimiento bacteriano sigue la ecuacidn exponencial:

ax_
EAN

Donde X es la concentracidon celular (peso seco/unidad de

volumen) en el tiempo t z/b eR la tasa de multiplicacidn neperiana.
1

Ahora bien, la tasa de m tiplicaciéq/l, no es un valor constante
sino que depende o estd relacionada con la concentracion de factor

limitante S como se puede ver en las graficas siguientes (MONOD, 1942):
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Es evidente, sobre todo en el caso de la glucosa y de la
manita, que la tasa de multiplicaciln es casi independiente de la
concentracidn del sustrato hasta valores extremadamente bajos de |os
mismos. Con la lactosa, sin embargo, los resultados son netamente
diferentes, ya que la tasa de multiplicacion limite se alcanza mas

lentamente que en los casos precedentes.

Estos-resultados demuestran que la relacion estudiada,
lejos de ser lineal, esta por el contrario representada por una
curva que tiende rapidamente hacia una asintota horizontal. En
primera aproximacion, los limites entre los cuales se po&ria esta=-
blecer una relacidn lineal son extraordinariamente estrechos y es-
tan comprendidos en una zona de concentraciones muy inferior a

aquellas que se utilizan en la practica,

Para establecer la relacion entre el crecimiento y la con=-
centracion del sustrato en estas condiciones,se adopta una formula
hiperbdlica aniloga a la que expresa la saturacion de la hemoglobi=-

na en funcidén de la tensién de oxigeno (Michaelis Menten):

/:/”Kis (3)

Siendo 4 la tasa de multiplicacién/S la concentracion del

, ¥ Ks dos constantes. El significado fisiold-

sustrato limitante,/p
gico de estas dos constantes es claro. Se ve que el cociente: ]2——?;

st :

tiende a 1 cuando S es grande con relacién a Ks, en ese caso‘/ﬁ-l/y,-/p :

s < s Mo

representa la tasa de crecimiento maxima., El mismo cociente es igual




a 3 cuando Ks = S, Ks es pues la concentracion del substrato para la

cual la tasa de crecimiento es igual a la mitad de la maxima.

Los valores de la constante//g se definen con precision

experimentalmente. Para Ks la experiencia nos proporciona solo un

orden de magnitud.

Supongamos ahora, que existe un 2Q fermentador unido al

1¢ (Fig. 3 ) que se comporta como un recipiente estanco en el cual

las bacterias cesan de multiplicarse inmediatamente, bien por conge=-

lacidén o bien por contener una sustancia antiseptica o bacteriosté-
tica. Entonces el nimero total de células en los dos quimostatos

sera:

XT‘: XI+XL
y derivando respecto al tiempo:

d‘)‘, d(XT ab‘z (4)
16 At AE

"

El nimero de células totales varia con relacidon al tiempo
en funcidén exclusivamente de la tasa de multiplicacidén de las célu-

las en el recipiente .1 por lo que:
d}:;/xﬂ (5) S
At

Por otra parte en el recipiente 2, el nimero de células

aumenta con el tiempo pues en cada momento penetra en el recipiente

N



un flujo f procedente del recipiente 1 que no solamente lleva sustan=

cias nutritivas sino también células. Ahora bien la cantidad de célu-

x4

las contenidas en el flujo F sera: ~ y segin (1), la concen-
{

tracidén celular en el fermentador 2 aumentara con &l tiempo en DX

Ax?’: Dxy (6)
At

1:

y sustituyendo en (4)

AX“ - ‘J) . O('XA = /\’J) X4
aE ST (#2) (¢ bis)
X

4

Integrando desde X

Xo hasta X = X1 y desde t = to hasta t = t1

X4 € ‘
e fpmar g2 s (R0
Xo { ¢, ¢

luego la tasa de multiplicacion:

/:J)+ A x - L xe ()
. £l‘£o

Ahora bien, teniendo presente la curva de crecimiento ex-

ponencial en un cultivo ordinario:

X: Yth



que expresa el nimero de células al cabo de n generaciones siendo

’ . 0] '
X el nimero de células en el tiempo cero. Es evidente que n i/A t
y asi la ecuacibén anterior se convierte en:

‘¢t
Xz Xo 23/0

Tomando logaritmos heperianos:

' , }Za X ..,[u X
/(z«X:[u,x”/«f/t«z/ T 2 (%)

Relacionando las expresiones (7) y (8)) de shaciendo la
salvedad de que en cultivos ordinarios la tasa de dilucién D = O

observamos que ambas se diferencian en que la Gltima viene multipli-

cada por 'ZC?E—: = ;L: . Por lo tanto la tasa de multiplicacién ne-

periana debe siempre dividirse por 0.693

A
/ T 0.693

/ . ten s
Puesto que//h es el nimero de veces que se divide la célu-

la en la unidad de tiempo (t), el tiempo de duplicaciodn (td) de las

células sera

Lo -

-

a
a /

Un estado de equilibrio ("steady-state'") de las células y
el medio es posible solamente en el caso de cultivos continuos homo-
geneos. Aquf las células crecen en un recipiente en medio liquido
cuidadosamente agitado, el cual fluye a través de fermentador a una

velocidad constante,



El crecimiento de un cultivo continuo se expresa segun

(6 bis)s

Cuando la tasa de crecimiento//“ es igual ala tasa de di-

lucidén D, el nimero de células no pasa de un nivel constante ya que
X
G0

La composicidén del medio permanece también constante y las
propiedades morfo-fisioldgicas de las células varian entre ciertos

limites estrechos relacionados con el ciclo de divisibdn celular.

NOVICK y SZILARD (1950) y MONOD (1950) demostraron que la
tasa de multiplicacidén de las células se adapta espontaneamente a la
tasa de dilucibn escogida, (dentro de los limites de la capacidad
bioldgica de los organismos). Si//k;tD , la poblacidén comienza a
aumentar en nitmero, pero esto desequilibra la composicidén del medio
y retrasa el crecimiento celular. Contrariamente si #{ D, la pobla-
cidén disminuye y las condiciones del medio se enriquecen con la con-
siguiente aceléracién del crecimiento celular,hasta que en ambos ca-

sos se establece la igualdad //“ =D

Cuanto hemos dicho anteriormente nos permite calcular en
cada momento las variables necesdrias para conocer el estado fisio-
1l6gico de un determinado cultivo empleando sistemas de flujo simple

una vez conocida la composicidén del medio de cultivo.



3. Esporulacion en cultivo continuo.

Recientemente DAWES y cols. (1970) han realizado un estu-
dio tedrico-practico sobre la relacidn existenie entre la esperula-
cién y la tasa de multiplicacidén en B. subtilis'estirpe 168. Estos
autores llegan a la conclusion de que existe una relacion lineal
entre la tasa deinieciacidén a la esporulacidén y la tasa de multipli-
cacion, en el sentido de que aquella aumenta al disminuir la tasa

de multiplicacidn (/P ).

Los resultados obtenidos permiten establecer ecuaciones
matemiticas que se emplean para conocer la aparicidn de pre-esporas
en el quimostato en funcidon de la tasa de dilucidén en cultivos conti=-

nuos en equilibrio.



I. INTRODUCCION: ESQUEMA

EXVERIMENTAL

Como se desprende de la revisidn bibliografica que
acabamos de realizar, ha sido muy largo y fructifero el camino
recorrido en el campo de la transformacién bacteriana desde que
en 1944 AVERY y sus colaboradores diefon una explicacidon conclu-
yente a los experimentos llevados a cabo por GRIFFITH en 1928

con células de Pneumococcus.

Este resurgir de la transformacidén bacteriana se ha
visto sometido a profundos cambios hasta alcanzar el grado de

madurez y desarrollo que en la actualidad le coloca en la van=-

guardia de la problematica biologica.

Analizar detalladamente las razones que han llevado a
la situacidén actual seria ocioso pero basta sefialar que la trans-
formacidn se encuentra entre los cimientos que sostienen la Bio-
logia Molecular ya que nos permite disponer del sistema bioloégico
iddneo para estudiar de forma directa la relacion célula-macromo-
lécula y como consecuencia la influencia que las alteraciones es=
tructurales y funcionales del DNA y de la célula receptora ejercen

sobre tales sistemas.

Y Ay s T



Sin embargo la rica bibliografia de que disponemos deja
al descubierto algunas facetus que estan llamadas a desempeiiar un
papel preponderante en un proximo futuro; se trata de buscar méto-
dos que nos permitan estudiar los factores que regulan las diver-
sas fases del proceso transformante. En este sentido BOYT y WILSON
(1968) recurrieron al empleo de medios minimos donde estudiaron la
influencia que ejercea diversos aminodcidos en el desarrollo de la
competencia y FELKNER y cols. (1970) llegan a la conclusidén de que
determinados aminodcidos juegan un papel regulador en la transfor-
macion; sin embargo, en ambos trabajos se concluye afirmando que en
sus condiciones experimentales es dificil controlar los factores que

intervienen en la incorporacién del DNA.

Por otra parte HORVATH (1967) ha tratado de investigar
el papel que ejerce sobre la transformacidn el estado fisioldgico
de la bacteria receptora y, si bien sus re;ﬁltados le llevan a afir-
mar la existencia de tal influencia, este autor no puede dejar de
limitar sus conclusiones a causa de la cambiante composicion del
medio ambiente en que se multiplica el microorganismo desde el mo-

mento en que comienza el desarrollo de la competencia hasta que se

pone en contacto con el UNA transformante.

Asi vemos que diversas lineas de evidencia llevan a la
conclusidn de que en la transformacidn deben estar implicados pro=
cesos de regulacion y en este sentido hemos centrado nuestro trabajo

en:




a) La bilisqueda y puesta a punto de un método que nos
permitiese colocar a las cc¢lulas rcceptoras en unas condiciones
homqgéneas a lo largo del tiempo y donde los diversos factores
que interviencn en el desarrollo de la competencia fuesen con-

trolables.

b) La influencia de determinadas sustancias sobre el
sistema transformante como una primera aproximacidn al estudio
de los posibles procesos regulatorios a que pueda estar sometida

la competencia bacteriana.

Esperamos que los resultados que a continuacidn presen-
tamos sean una aportacion que permita ir esclareciendo una de las
facetas mas oscuras y apasionantes del proceso transformante, lo
cual, a su vez, serd de gran ayuda en los numerosos y ain incipien=-
tes investigaciones que se realizan sobre la regulacidn en células

eucariontes,



II. MATER1AL Y METODOS

1. Estirpes bacterianas

Las estirpes bacterianas utilizadas en nuestro trabajo
estin indicadas en el cuadro 2,

2. Bacteriofagos

Los bacteriofagos utilizados fueron el tipo salvaje del
fago SPP1 (RIVA, POLSINELLI y FALASCHI, 1968) que nos fue amablemen-
te donado por el br. T.A. Trautner, Max Planck Institut Berlin y el
bacteriofago ¥ 29 (REILLY y SPIZIZEN, 1965) cedido gentilmente por
el Dr. E. Vifiuela , Instituto Gregorio Marafidén. Madrid.

Los cultivos bacterianos fueron almacenados en frio a
49 C en tubos de agar inclinado o bien en placas de agar comun.

3. Medios de cultivo

Los principales medios de cultivo empleados en esta me-
moria consisten en modificaciones de los medios de BOTT y WILSON
(1968) o de ANAGNOSTOFOULOS y SPIZIZEN (1961) y se encuentran
descritos en el Cuadro 3.

Todos los medios fueron preparados con agua desionizada
excepto HS, LS y Penassay (Difco) que se prepararon con agua bides-
tilada. El pH de los medios no tamponados se ajustd a 7.2 con ClH.

Los disolventes utilizados en los diferentes experimentds

poseen la siguiente composicibén en gr/l1 (Cuadro 4).
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CUADRO 3.- Composicidn de los medios de cultivo en gr/1

BWC BWI TY HS LS

P04H2K 6 6 6 6
e

P04Lh2 14 14 14 14
s04(m14)2 2 2 2 2
SO4Mg 0.72 0.72 1.2 0.012 0.012
SO4Mn 0.151
Cl Na 5
012 Mg 2.4
012 Ca 0.05
Citrato Sédico| 1 1 , 1 1
Glucosa 5 5 5 5
Triptona 10
Extracto de 5 1 1
levadura
Hldr?lizado de 0.2 0.1
caseina
his, trp, arg,| 25 gr/
val, lys, thr,| ml de
gly, met, asp | cada uno
Arginina 8
Histidina 0.4




Cuadro 4.- Composicidn de los disolventes en gr/l

SSC TBT Diluyente de DNA
Cl Na 8.8 5.84
Citrato Sodico 4.4
Tris base 12.1
C12 Mg 2.03
SO4 (NH4)2 1.3
PO4 Kz H l.4
PO4 K H2 0.6
SO4 Mg ' 0.012
Asparragina 1.5
Glucosa 1.8
Gelatina 5

El pH de TBT fue ajustado a 7.2 con ClH fumantel
La composicidn de los diferentes tipos de medios sdlidos
empleados a lo largo de los experimentos realizados aparece en el

cuadro 5.



CU4uk0O 5.- Composicidén de los medios de cultivo sb6lidos en gr/1

TBAB LTT MM
Cl Na 5 10
804 Mg 0.2
504 Mn 0.151
504 (NH4)2 2
PO4 H K2 . 14
PO4 H2 K 6
Citrato Sodico 1
Bacto triptona 10
Bacto agar 8 15 16
Aggr sangre 17.5
triptosa

En los experimentos de transformacion para un solo
caracter se adiciond a las placas de medio minimo (MM) 25/# g/ml
de los marcadores genéticos para los cuales no se deseaba trans-
formar, para el recuento de viables se anadicron a las placas de
MM todos los nutrientes requeridos a una concentracion de 2i/ﬂgr/ml

cada uno.



. . , 44+
4, Preparacidn de Desoxirrihonuclecasa + Mg

Las soluciones de desoxirribonucleasa (DNA-sa)se prepa-
ran en agua destilada csteril a una concentracion de %/‘gr/ml,
repartida en tubos y almacenada a 02 C. Antes de ser usada, a
los tubos de DPN-asa stock para tener una concentracion final

de dg't de 0.0012 M.

5. Purificacidn del bacteriofago SPP1

Se parte de un cultivo de bacterias de la estirpe MC-~1
multiplicadas en medio TY (SPATZ y TRAUTNER, 1970) e incubadas en
agitador metabdolico New~Brunswick med. R-26 a 250 r.p.m. a 372 C
hasta alcanzar una densidad 6ptica (D.0) correspondiente a un nii-
mero de viables de aproximadamente 109 células/ml,en ese momento
se afiade el fago SPPl al cultivo, de tal forma que, la multiplici-~
dad de infeccidén (m.d.i) sea de 1/50 - 1/100 es decir una particula

figica por cada 50 6 100 células.

Una vez anadido el fago para dar la m.d.i. anteriormente

sefialada se deja incubar en agitacion a 372 C durante 12 horas.

El lisado que contiene el fago se centrifuga durante 20°
a 10.000 r.pem. Sorvall empleando un rotor GS-A a 02 C y el sobre-
nadante se vuelve a centrifugar a 27.000 g (13.000 r.p.m.) durante

3 horas a 02 C en un rotor GS-A.

Finalizada la centrifugacidn se decanta rdapidamente el

sobrenadante y el precipitado se decja resuspender lentamente duran-

te 12 horas a 42 C en el resto de medio que ha podido quedar en el

tubo.




El precipitado ya resuspendido se centrifuga durante
2 horas a 02 C en gradiente preformado de ClCs a 90.000 g (25.0C0
r.p.m,) en una Spinco mod. L/L2, El fago se separa claramenie en

una banda proxima al fondo del tubo de centrifuga,

Por Gltimo el fago asi purificado se dializa contra 6 1

de TBT 24 h. con objeto de eliminar el ClCs.

La pureza de la obtencion se puede apreciar en la foto-

grafia al microscopio electronico que se muestra en la Fig. 5

El diagrama de la Fig. 6 ha sido propuesto por RIVA y
cols. (1968) en donde podemos apreciar que la cabeza del fago de
contorno hexagonal posee una anchura aproximada de 450 £ debido
muy probablemente a una conformacidén icosaedrica. La cola tiene

aproximadamente 1,400 K de longitud y 65 K de espesor.

Las placas de lisis que produce este fago tiene aproxi-
madamente un diametro de 3 mm y forman un ancho halo en placas

de LTT.

6. Purificacidn del fago @ 29

Para la purificacion del fago # 29 hemos utilizado en
esencia un protocolo experimental semejante al empleado para la

purificacion de SPPl.

En este caso, la bacteria huesped es la estirpe HM y la
m.d.i. es de 1/5 - 1/10, El lisado celular sc centrifuga durante

20" a 16,300 g y a 02 C y el sobrenadante se vuelve a centrifugar
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Fig. 5

Microfotografia del bacteriofago SPPl purificado



(1968)

Diagrama del bacteriofago SPPl segin RIVA y cols.



a 17,000 r.p.m. en una ultracentrifuga Beckman Mod. L/L2 utilizan-
do un rotor R-19 a 00 C. Bl precipitado se deja resuspender lenta-
mente y a continuacion se centrifuga en gradiente de C1Cs del mis-

mo modo que con SPP1l.

En la Fig., 7 mostramos la. fotografia: al microscopio
electrdonico. Las muestras del fago después de dializado fueron
mezcladas con una gota de fosfotungstato potisico al 2% pH 7 y
situadas sobre '"Carbon coated gridshdurante 5 min.»Las rejillas

fueron examinadas en un microscopio electronico Philips.

El bacteriofago # 29, especifico para algunas especies
del género Bacillus, estd formado, segun describen MENDEZ y cols.
(1971), por una cabeza con fibras, un cuello y una corta cola.

La cabeza contiene por lo menos 3 polipeptidos de pesos molecula-
res 54.000, 48.000 y 28.000. El cuello consiste en 2 collares y
12 apendices formados asimismo por 3 polipéptidos cuyos pesos
moleculares de 80.000, 40,000 y 36.000 también han sido deter-
minados por estos autores. Por ultimo la cola contiene un poli-
peptido de peso molecular 71.000. Estos 7 polipeptidss estructu-
rales de ¥ 29 ocupan alrededor del 60% de la informacidn genetica

que posee el DNA del fago cuyo peso molecular es de 11 x 106 daltons.

7. Métodos de extraccidn y purificacién de DNA bacteriano

El DNA bacteriano se obtuvo de células de B. subtilis tipo

salvaje (4WT) empleandose principalmente dos procedimientos:



o

Fig. 7

Microfotografia del bacteriofago 0-29 purificado



a) Método de Marmur

Este método descrito por MARMUR (1961) consiste funda-
mentalmente en provocar la lisis de las células que han estado
multiplicandose hasta alcanzar el final de la fase logaritmica,
por tratamiento con‘EDTA, lisozima y lauril sulfato sodico. La
lisis del cultivo provoca un drastico incremento en la viscosi~-

dad acompafiado de la liberacidon de los acidos nucleicos.

A continuacion se afiade perclorato sddico a una concen-
tracidén final 1M con lo que la alta concentracidon salina ayuda a
disociar las proteinas de los acidos nucleicos. La desproteiniza-
cidén se verifica utilizando cloroformo, alcohol isoamilico y los
adcidos nucleicos se precipitan con alcohol etilico. El posterior
tratamiento con RN-asa destruye el RNA y facilita su separacidn

del DNA .

b) Método de Kirby modificado

En nuestros iiltimos experimentos hemos utilizado este
método por la rapidez que proporciona para obtener el DNA. En
esencia se basa en una serie de fenolizaciones del extracto celu-

lar obtenido por tratamiento con lisozima (VENEMA y cols. 1965)

8. Métodos de extraccidon y purificacion de DNA fagico

a) DNA del fago SPP1
El genoma del fago SPPl puede ser extraido como una mo-

lécula simple de DNA con un peso molecular de 2.5 x 107 utilizando



una modificacidén del método de RIVA y cols. (1968) que consiste

en lo siguiente: 1 fago purificado como se ha descrito anterior-
mente se lleva a un titulo aproximado de 2 x 1012 unidades forma-
doras de placas por ml (u.f.p./ml) diluyendo con SSC, muestras de
2,5 ml se colocan en matraces de 25 ml y se afiade un volumen igual
de fenoldestilado y saturado con tris 0.1 H pH: 8. L1 BNA se extrae
agitando suavemente la muestra durante 5 minutos a temperatura am-
biente. Después de centrifugar a 4.000 g (10,000 r.p.m.) en un rotor
SS-1 a 492 C durante 10 minutos, la fase acuosé se trata nuevamente

con fenol como se acaba de describir y por Gltimo se dializa contra

2 litros de SSC estéril a 49 C durante 24 a 48 horas.
b) DNA del fago ¢ 29

El fago purificado se diluye en SSC hasta dar una concen-

12 . .. ~
u.f.p./ml, a continuacidn se aiiade

tracidén aproximada de 2 x 10
"Sodium Lauril Sacosine" para dar una concentracidén final del 2% y
se deja & temperatura ambiente durante 10 minutos en reposo. Trans-
currido este tiempo se aiiade fenol destilado y saturado con SSC
volumen a volumen y se agita suavemente durante 10 minutos. Poste-
riormente se centrifuga a 3.020 g (5.000 r.p.m.) en rotor S3-34

a 02 C durante 5 minutos. Se retira éon pipeta y propipeta la fase
acuosa quc se vuelve a fenolizar por 2 veces. Por Gltimo se dializa

contra SSC tal y como se ha descrito mas arriba para la extraccidn

del DNA de SPFl.



9, Valoracidn del DNA

a) Método de la difenilamina

Este método se basa en el hecho de que la difenilamina
recacciona con la desoxirribosa dando lugar a un compuesto colo-
reado caracteristico que absorbe a 600 m/ﬁ . El reactivo esta
constituido de una solucidon A de difenilamina en acido acetico
glaciar y una solucidon B de aldehido acético que se mezclan en el
momento del uso y se aiiaden en un volumen doble a las diversas so-
luciones standard de DNA preparadas a concentraciones variables
desde 5 a 80/07Vh1 incubandose juntas durante 18 horas a 302 C.
Los valores de la D.0. a 600 ﬂ/ se colocan en un grafico contra
los valores de las distintas concentraciones con objeto de obtener

una recta patréon (Fig. 8).

Haciendo un tratamiento analogo con la muestra que quere-
mos analizar, por comparacidon con la recta patron podemos saber la

concentracion cn/p gr/ml de la muestra problema.
b) Meétodo de medida espectrofotométrica directa

Se basa en el hecho de los dcidos nucleicos presentan un
maximo de absorcidn a una D.0. de 260 m/ﬁ . Este método se emplea
para determinar rutinariamente la concentracidon de DNA en nuestras

purificadas teniendo en cuenta que a un valor en absorciones de 1.0

corresponde una concentracion de 50/‘g/m1 de acido nucleico. El cri-

terio de pureza del DNA se obtiene al comparar este método con el de

R

ey
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difenilamina. En la Fig. 9 se presenta una grafica de los DNA de
bacteria y fagos purificados por los métodos descritos anterior-
nente. Las determinaciones se realizaron en un espectrofotometro

Beckman mod. DBG equipado con registrador automatico mod. 1005.

10. Origen comercial de los reactivos

Los reactivos utilizados en los diversos experimentos

pertenecen a las siguientes casas comerciales:

MERCK Darmstadt. Alemania
- Formalina

Cloruro sbédico

]

Hidroxido potasico

EDTA

Perclorato soddico

Fenol

MANN RESEARCH! LABORATOXIES. Division of Becton Dickinson & Co.
New York. U.S.A.

~ Lauril sarcosil sbdico 97%
- Lauril sulfato sddico
DIFCO LABORATORIES. Detroit 1, Michigan. USA
- Bacto Agar
- Bacto iriptona
- Triptosa agar-sangre base
- Triptona

- Extracto de levadura
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VOLTHINGTON BIOCHENICAL COKPORATLION. Freehold, New Jersey. USA

- Acido desoxiribonucleico de timo de ternera
- Desoxiribonucleasa de pancreas bovino
NUTRITONAL BIGCHENICAL CO, Cleveland. Ohio, USA
- Ribonucleasa NisC
SIGMA CHEMICAL CO. St. Louis. Missouri, USA
- Lisozima
- Timina
D' EMIO, Madrid
- Etanol de 96%
BRITISH DiiUG HOUSE LTD (BDM). Poole. Inglaterra .

- Fosfotrugstato soddico

Los aminodcidos empleados a lo largo de nuestro trabajo procedian

de los Laboratorios Sigma o de los Laboratorios Merck.

11. Incubaciones

Siempre que no se diga lo contrario, las placas de culti-
vo fueron incubadas a 372 C y los cultivos liquidos a la misma tem-
peratura con agitacidén circular en agitador New Brunswick Scientific
Co., New Brunswick, New Jersey, USA modelo R.26, a una velocidad

de 230-250 oscilaciones por minuto.

12. Determinacidén de la densidad de un cultivo por medio

de la transmitancia optica.

Para el cilculo rapido y aproximado del nimero de células

de un cultivo, usamos determinaciones espectrofotométricas de la



transmitancia dptica en un Spectronic 20 (Baush and Lomb, Rochester,
New York, USA) a una longitud de onda de 500 m/ﬁ y usando como
blanco agua destilada. Construimos para ello una curva patron

del siguiente modo: vurante la incubacidén de un cultivo en multi-
plicacion activa; extrajimos varias muestras, en cada una de ellas
medimos la transmitancia Optica en las condiciones descritas, y

determinamos el numero total de células viables del siguiente modo:

Se hacen diluciones del cultivo en medio TY. De la dilu-
cion conveniente se toman 0.05, 0,1 6 0.2 ml que son afiadidos al
medio s6lido distribuyendose el indculo uniformemente con una va-
rilla de vidrio en forma de L, a4 menos que se diga lo contrario el
medio usado fue LIT 0 kM suplémentado con 25//~gr/m1 de cada una

de la exigencias de la estirpe usada.

La curva patrén resultante de estos ensayos se presenta

en la Fig. 10.

13, Desarrollo de la competencia en cultivos ordinarios

El método utilizado ha sido el descrito por BGTT y WILSON
(1968), que consiste en la siguiente: A partir de un cultivo stock
de la cstirpe deseada almacenado con frio (42 C) en tubo de agar in-
clinado, se inocula un matraz conteniendo 10-15 ml de medio TY o
Penassay (Difco) y se incuba durante 12 h a 379 C. A continuacién
se centrifuga el cultivo y se resuspende en medio BWC, suplementa-
do con 25/k»ér/m1 de cada una de las exigencias de la estirpe, en

un matraz de Modod, hasta dar una D.O.550 - 0.1, Scguidamente la
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la suspensidn es incubada de nuevo. Il maximo de competencia se
alcanza a las 3 horas de haber abandonudo la fase logaritmica,
tiempo conocido como TS'
Otro procedimiento usado para llevar las células al es~
tado de competenéia, fue el cdisico de ANAGNOSTOPOULOS y SPIZIZEN
(1961). Con la estirpe deseada sé inocula una placa de Petri con-
teniendo LTIT y se incuba durante 15-20 horas. Tomamos de la placa
una cantidad de bacterias suficiente como para dar una D.O.550 - 0.2
en medio HS suplementado con 25//‘gn/ml de cada una de las exigen-~
cias de la estirpe. Se incuba a continuacidén durante 4 horas o mis
hasta alcanzar una D.O.550 entre 0.8 y 1. El cultivo es entonces

diluido 1/20 en medio LS y se incuba en agitacidén a 372 C. El mi-

ximo de competencia se alcanza a las 2 horas.

14. Desarrollo de la competencia en cultivo continuo

Para desarrollar la competencia en cultivo en quimosta=-
to, utilizamos un equipo semejante al descrito por ROSENBERGER y
ELSDEN (1960). La instalacién para cultivo continue de lo que da
idea la Fig. 11 consta fundamentalmente de un quimostato (1) en el
que se realiza el cultivo y que posee un sistema calentador termos-
tatizado y un mecanismo de agitacion. Al gquimostato tienen acceso
los diferentes medios estériles (A, B) que son impulsados por las
respectivas bombas (2) a una velocidad regulable que se mide median-
te el dispositivo correspondiente (3); el aire se insufla por un

compresor (4) midiendo su flujo de entrada en un rotdmetro (6); antes



Modelo de cultivo contiuuo similar al descrito
ELSDEN (1960) por EOSEMBERGER vy



de entrar al quimostato, el aire burbujea en agua esteril (7)

adquiriendo la humedad necesaria.

iin la parte superior se aprecia un dispositivo (8) que
corresponde a un sistema anti-espuma con silicona, por medio de
un recipiente especial (9) se obtienen las muestras, y R corres-

ponde al matraz de recogida del cultivo que sale del guimostato.

Los dispositivos para la towa de energia electrica de
las bombas, el compresor, el calentador, termostato y agitador,

se encuentran reunidos en el panel (10).

La estirpe escogida, que hébia estado multiplicandose
en medio Y durante 12-14 horas se centrifuga y resuspenden en
unos 6 ml; de medio BWC 0 BWI que se toman con una jeringuilla
estéril y se inyectan al interior delyquimostato por una de las
ramas laterales. Se deja multiplicar a las bacterias en el interior
del quimostato a 372 C, manteniendo desconectado el flujo de entra-
da de medio, durante 12 horas. A partir de ese momento y cuando la
D.O.550 del cultivo es 2~ 1 se conecta la bomba 2 y se espera alre-
dedor de 48 horas hasta que se alcanza el estado de equilibrio, es-
timacion que se verifica por medidas de D.O.550 y recuento de via-

bles. Una vez alcanzado el estado de equilibrio estos pardmetros

permanecen constantes con el tiempo como indica la Fig. 12.

En aquellos experimentos en los que se deseaba mantener
constante la concentracion de una sustancia en el quimostato, el

cilculo de la cantidad necesaria que se debe afiadir al matraz no-
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driza A 6 B se realizd de acuerdo con las ecuaciones de HERDERT

y cols. (1956)

15. Procedimiento de transformacidn

A nuestras de 0,9 ml de células que han alcanzado el
estado de competencia por cualquiera de los procedimientos ante-
riormente descritos, se afiadieron C.1 ml de DNA en concentraciones
saturantes en tubos de ensayo de 30 x 200 mm y la mezcla fue incu=-
bada a 372 C y a 250 r.p.m, Después de 30' de incubacion, la reac-
cidn fue detenida afhadiendo IOQ/~gr de desoxirribonucleasa conti-

nuando la incubacidn durante 5 minutos mas.

Las diluciones del cultivo se prepararon en solucion sa-
lina (pH : 7) y se sembraron en las placas apropiadas (MM & MM su-

plernentado) del modo descrito anteriormente.

Los experimentos de control se realizaron tratando el
DNA con DN-asa durante 15 minutos antes de afiadirlo a las células

competentes.

A fin de determinar la frecuencia de retromutaciones
espontidneas para las mismas caracteristicas a obtener por trans-
formacidn, inoculamos en todas las experiencias placas idénticas
a las usadas para la determinacidén de transformantes con una muestra
no diluida del cultivo competente inmediatamente antes de afiadir el

DNA transformante.



Las placas se incuban durante 24-48 horas, hasta que

las colonias pucden ser contadas. Cada colonia corresponde a una
célula sembrada en la placa, capaz de multiplicarse (esto es, "via-
ble'") en el medio de referencia. Para la determinacidn de cada valor
usamos por lo menos 3 placas con 150-300 colonias cada una. A partir
de esos valores y del de la dilucidn usada, determinamos el nimero
total de celulas viables por ml de cultivo o de transformantes y el
de mutaciones espontaneas (retromutantes) para el mismo caracter.

La frecuencia de transformacidn se obtuvo como un cociente

+

entre el numero de dobles transformantes (h182

4 + +
trp, ; trp, thyz)
o bien de transformantes simples (his+ trp;; his~ trp+, trp thy*
trp’ thy~) referidos al nfimero total de células por ml triplicado

por 100.

En este ultimo tipo de experimentos de transformantes sim-
ples, las placas fueron suplementadas con 25/bgr/ml de histidina,

triptofano o timina respectivamente.

16, Procedimiento de transfeccidn

Los experimentos de transfeccidon se llevaron a cabo del
modo siguiente: Muestras de 0.8 ml de las células receptoras compe-
tentes fueron incubadas con 0.2 ml de DNA del fago SPP1 &6 @ 29
(lo/hgr) en un bafio de agua a 37¢ C durante 30 minutos, o en agita-

cion a 372 C y 250 r.p.m.



Al cabo de este tiempo se detiene la reaccidn con
DN-asa 109/‘gr y se continua la agitacion durante 5 minutos
mas, Se hacen las diluciones apropiadas en medio TY y muestras
de 0.15 ml de cada dilucidn se siembran en placas de LiT a las
que se afiade 0.15 ml de la cepa indicadora (MC-1, HM & §-23)
que habla estado multiplicandose durante 12-14 horas en medio

TY a 379 C en agitacion. La D.O. de la cepa indicadora se

500
ajusta aproximadamente a 1, cuando proceda, afladiendo medio TY
fresco. La mezcla se distribuye sobre la superficie de la placa
utilizando una varilla de vidrio en L hasta que quede bien seca,

a continuacidén se incuba en estufa a 372 C de 8 a 12 horas hasta
que se aprecien con claridad las placas de lisis. Cada célula que
haya incorporado una molécula de DNA producird particulas fagicas
que infectaran después de su liberacidn nuevas células del entor-
no, produciendo una discontinuidad o placa de lisis en la capa
continua de la cepa indicadora. La razon de utilizar otras estirpes
como cepas indicadoras en lugar de la misma bacteria que vamos a
transfectar es que esta muestra un cierto grado de resistencia a

la infeccidén fagica por SPP1 o @ 29 lo que dificulta el recuento

de las placas de lisis mientiras que las cepas indicadoras son es-

tirpes previamente seleccionadas extraordinariamente sensibles a

estos bacteriofagos.



17. bEstimacion del nimero de esporas refractiles

La incidencia de esporas refractiles como una fraccidn
del total de la poblacidén se determind bajo el microscopio de con-
traste de fases como ha descrito DAWES y MANDELSTAN (1970). Las
bacterias se tifien con formalina al 5% de concentracidén final.
Para una mejor obscrvacibén es conveniente incubar durante 2 horas
a 379 C con la formalina aunque para un recuento interesa hacerlo

inmediatamente nara evitar errores.



III. ESTUVIO DE LA COMPETENCIA

EN CULTIVOS ORDINARIOS

Como hemos senalado anteriormente en el esquema experi=-
mental, nuestras investigaciones iban dirigidas especialmente hacia
el estudio de la influencia que ciertos aminoacidos podrian ejercer
en el desarrbllo de la competencia. Sin embargo teniendo en cuenta
que los cultivos ordinarios presentan serias dificultades para es=-
tudios de regulacidén al introducir nuevos parametros en una situa-
cidén ya de por si compleja (CLARK y LILLY, 1969), hemosyensado para
vencer tales inconvenientes utilizar el quimostato donde las tasas
de multiplicacidn celular pueden ser controladas por un nutriente

- esencial en unas condiciones perfectamnente definidas.

Sin embargo, antes de abordar el problema en cultivo con-
tinuo era necesario elegir entre las diversas estirpes que poseiamos

la mas iddnea,como asi mismo, el procedimiento para poner de manifies-

’

to la competencia, y el medio de cultivo mas adecuado.

Para ello realizamos los diversos experimentos que a con-

tinuacion se describen:



1. Curva de saturacion de DNA por transformacién y

transfeccion.

a) Transformacidn

kEn la Fig. 13 se muestran los resultados de transfor=-
macion obtenidos cuando se afiadieron distintas concentraciones
de DNA de B. subtilis WT que oscilaban entre 2 x 10-2/% gr/ml a
zé/ﬁrgr/ml a células de ARl en estado de competencia, la trans-

formacion se hizo para un caracter simple histidina (hisz) 0

triptofano (trp; ) o bien para los dos caracteres (h152

trp.. ).
P2
Como se aprecia en los graficos anteriores tanto para

uno como para otro caracter la concentraciéon de DNA saturante es

de 0.2//*gr/m1.
b) Transfeccibn

Se llevaron a cabo una serie de _esperiencias paralelas
utilizando diferentes concentraciones de DNA del fago SPPl como
donador, la estirpe Ax1T como receptora y la estirpe MC-1 como in-
dicadora siguiendo la técnica descrita en el capitulo anterior. Los

resultados aparecen e¢d la Fig., 14

La curva de la fig. 14 demuestra que se alcanza la satu-
racion de DNA a concentraciones superiores (S/f gr/ml) a las reque-

ridas en transformacion.
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FIG. 14

Curva de saturacion de DNA puesta de manifiesto por transfeccion



2. Curva de tiempo dc éxposicidOn del DNA a las celulas

competentes ror transformacidon y transfeccion.

a) Transformacidn

©l tiempo neccesario para que el DNA donador alcance el
estado miximo de unidén irreversible a lascélulas compeientes AR,
se calculd deteniendo el experinento de transformacion ahadiendo
DN-asa a diferentes tiempos en alicuotas tomadas de una mezcla

transformante.

Los resultados representados en la Fig. 15 revelan que
el estado de maxima unidn irreversible se alcanza a los 20 minutos

de incubacidn,
b) Transfeccidn

El tiempo Optimo de exposicidén del DNA de los fagos S:?P1
o #§ 289 a células ARIT en estado de maxima competencia aparece re-

presentado en la Fig. 16,

3. Influencia de la agitacidén sobre la transfectabilidad

Dado que en la literatura aparecen discrepancias en cuan-
to al sistema de incubacidn del DNA del fago SPPl con las células
competentes, pues mientras RIVA y cols. (1968) recomienda la agi-
tacidn, SPATZ y TRAUTNER (1970) lo hacen en estdtico, nosotros he-
mos realizado una experiencia incubando DNA de SPP1l con células com-
petentes de ARIT con agitacion o sin ella; los resultados aparecen

en el siguiente cuadrot P9 MV
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Tiempo en minutos
FIG. 16

Variacion del niimero de transfectantes respecto al tiempo de incu-
bacién de las células competentes con el DNA donador (de $#-29 6 de
SPP1).



CUADRO 6

Frecuencia de transfectantes

Con agitacidn 4.5 x 1071

Sin agitacibn 7.4 x 1075

Se observa claramente que la agitacidn favorece
extraordinariamente la transfeccion en el caso de emplearse
DNA de SPP1l; cuando se utiliza DNA de ¥ 29 la incubacidén ha
de hacerse en estatico pues la agitacion perjudica considera-

blemente (TRAUTNER, comunicacién personal)

Una vez establecidas las condiciones anteriores pa-
sanos a seleccionar la estirpe bacteriana, el DNA fagico y el

medio de cultivo mas adecuados para los estudios posteriores.

4. Desarrollo de la competencia segin el método de

Bott y Wilson 0 de Anagnostopoulos y Spizizen para diferentes

estirpes bacterianas.

Las diferentes estirpes se elevaron al maximo de
competencia siguiendo los dos procedimientos descritos en

Material y Métodos, los resultados aparecen en el cuadro 7



CUADRO 7

Ne total de transformantes para trp
Estirpes
bacterianas Método de Bott y Método de Anagnostopoulos y
Wilson Spizizen
AR1 6 x lO5 5.8 x 105
AR2 8 x 10% 8.5 x 10%
. ) r
AR3 4 x 10° 5.8 x 10°

Estos resultados nos dicen que con anbos métodos se
obtienen cifras similares para la misma estirpe. Sin cmbargo
el procedimiento de BOYWT y WILSON tiene para nosotros la ventaja
de tratarse de un medio mas sencillo y que no requiere, por otra

parte, la dilucidn del cultivo.

La cepa mas transformable como se desprende del cuadro

anterior es la ARl.

5. Eleccion de las condiciones de transfectabilidad

Con objeto de elegir las condiciones mas idboneas para
los futuros experimentos de transfeccion, realizamos una serie de
experiencias en las que ensayamos distintas estirpes indicadoras,
es decir aquellas células que han de servir de cesped para poner de

manifiesto las placas de lisis.



Los resultados se muestran en el cuadro 8, donde se
ha representado el grado de claridad de las placas de lisis
obtenidas; las células receptoras habian alcanzado el estado de

competencia segin el método de ANAGNOSTOFOULOS y SPIZIZEN.

Como se puede observar las estirpes AR1T y AR2 poseen
cierta resistencia a la infeccién‘por SPP1 6 @ 29 lo que deter-
mina la aparicion de placas turbias que impide el recuento de los
transfectantes. Por otra parte, cuando se transfecta utilizando
DNA de £ 29 a pesar de que HM presenta una gran sensibilidad a
este fago, es conveniente utilizar como estirpes indicadoras HMS
o HMES sobre placas que contengan estreptomicina o eritromicina
con objeto de impedir la multiplicacion de las células receptoras

(sensibles a estos antibiéticos) pues ARLT y AR2 producen bacterio-

cinas que atacan a HM, HMS y HMES introduciendo errores en la inter-

pretacion de los resultados.

Asi pues utilizando como estirpe indicadora la MC-1 siempre

que la transfeccidn se realizaba con DNA de SPPl y la estirpe W-23
para las transfecciones con DNA de @ 29, investigamos la frecuencia
de transfeccidén de diferentes estirpes receptoras que habian alcan-
zado el estado de competencia bien por el método de BOTIT y WILSON,

bien segin el procedimiento de ANAGNOSTOPOULOS y SPIZIZEN.

Los resultados aparecen en el cuadro 9.
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Los resultados obtenidos en todos los experimentos
descritos anteriormente nos indican, como discutiremos mas
adelante, que las condiciones optimas de transformicion son

las siguientes:

a) Desarrollo de la competencia empleando el método
descrito por BCTIT y wiLSON

b) Estirpe receptora: ARl

c¢) Concentracidn de DNA saturante O.S/k gr/ml

d) Tiewpo de incubacidn de las células competentes con

el DNA donador de 30°?

En cuanto a los experimentos de transfeccidén las

condiciones elegidas son:

a) Desarrollo de la competencia segln el procedimiento
de BOTT y WILSON
b) kstirpe receptora: ARIT
c) DNA donador del fago SPrl a una concentracidn de
10 4 gr/ml.
/f d) Tiempo de incubacidn de las células competentes con
el DNA donador de 30’ en agitacion a 250 r.p.m.

e) Estirpe indicadora: MC-1



IV. ESTUDIO DE LA COMPLETENCIA

EN CULTIVO CONTINUO

Para estudiar el desarrollo de la competencia en quinos-
tato es preciso eslablecer previamente una serie de parametros
con objeto de trabajar en unas condiciones normalizadas. El prime-
ro de ellos es el calculo del factor limitante puesto que al culti-
var en quimostato células quxotrofas como ARl con necesidades nutri-
tivas de histidina y de triptofano no tenemos, en principio, la se-
guridad de que la tasa de multiplicacién/ﬂ’ venga condicionada por
la concentracion de la fuente carbonada o por la de los nutrientes

esenciales.

1. Calculo del factor limitante

En las Figs. 17, 18 y 19 se representan las variaciones
de la tasa de multiplicacion, calculadas de acuerdo con la férmula

7 de la pag. 66, con respecto a la concentracidén del sustrato.

Resulta evidente que a partir de determinadas concentra-
ciones del sustrato la tasa de multiplicacion celular//n permanece
constante, existiendo pucs unas concentraciones criticas (Co) a las

cuales se alcanza la tasa de multiplicacidon maxima g/Lm), concentra-
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Concentracion de triptofano

FIG. 17

Variacién de la tasa de multiplicacidon respecto a la concentracion
de triptofano,
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Concentracion de histidina
FIG. 18

Variacién de la tasa de multiplicacidn respecto a la concentracion
de histidina




0.04
0015 0031 0.62 045 025 0.5

Concentracion de glucosa
FIG. 19

Variacion de la tasa de multiplicacion respecto a la concentra-
cion de glucosa




ciones que debemos tener en cuenta con objeto de conseguir que el

factor limitante sea Unico.

En efecto, si el medio de cultivo contenido en el matraz
nodriza (A Fig., 11) se ha preparado con una cantidad de triptdéfano
y de histidina tal, que para cualquier tieupo de duplicacidn, en el
quimostato exista una concentracion de estos aminoacidos igual o
superior a Co cstas sustancias no afectaran a la tasa de multipli-
cacidén celular. Por el contrario, teniendo presente la Fig. 19, la
cantidad de glucosa que debe contener el matraz nodriza ha de ser
aquella con la cual a ningin tiempo de duplicacidén estudiado se su-
pere en el quimostato la concentraciodn critica Coy condicionando,
de este modo, al ser el factor limitante, el tiempo de duplicacion

de las células.,

2. Competencia y tasa de multiplicacidon analizado por

transformacion y transfeccidn.

a) Transformacibn

Para conocer las variaciones de la onda de competencia
con respecto a la tasa de multiplicacion celular llevamos a cabo
unos experimentos de transformacion con la estirpe ARl utilizando
distintas concentraciones de hitidina con objeto de variar los va-
lores de//‘, los resultados estan representados en las Figs. 20 y
21. Era dificil sin embargo conocer si las variaciones en la capan

cidad transformante podian ser atribuidas a las diferentes tasas de
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FIG. 20

Variacidén de la D,0. de un cultivo de B, subtilis ARl multiplicando-
se en medios con diferentes concentraciones de histidina: a, = 100
/gr/ml, a, = 50 gr/ml, b = 25/gr/ml, ¢ = 12.5 4gr/ml, = 6.25
‘/er/ml, e = 3.12 pgr/ml, £ = .56 4 gr/ml. Los nimeros en el inte-
rior de los circulos indican los momentos que fueron tomadas las
muestras para determinar la onda de competencia por transformacion,
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Variacion de la onda de competencia de B. subtilis ARl respecto a
los valores de la tasa de multiplicacion y a las concentracioncs
de histidina en las condiciones indicadas en la fig., 20




multiplicacidn S/w ) o a las bajas concentraciones del factor limi-
tante que da origen a un medio agotado o bien a awmbas circunstancias.
Por otra parte estas condiciones asi como las usadas por HORVATII
(1967) no excluian la posibilidad de que otros factores, como por
ejemplo sustancias catabolicas acumuladas en el medio, pudiesen

ejercer una influencia decisiva sobre la transformabilidad.

Con objeto de evitar la interferencia de tales productos
catabolicos llevamos a cabo experimentos de transformacidn culti-
vando las células en quimostato y mateniendo la L-histidina como

factor limitante.

La Fig, 22 muestra los resultados obtenidos en estos ex-
perimentos donde se puede apreciar una estrecha relacidn entre el
desarrollo de la competencia y la tasa de multiplicucidn, existen
dos valores maximos a tiempos de duplicacion 2.5 horas y 6.5 horas

-iendo el primero el mayor en nuestras condiciones experimentales.
b) Transfeccidn

La Fig. 23 representa las variaciones de la frecuencia
de transfeccion a diferentes tiempos de duplicacidén de las células

receptoras ARIT.

Al tratarse de una estirpe prototrofa, la glucosa pasoé

a ser en este caso, el factor limitante.

Una vez mas los experimentos de transfeccidén confirman

los resultados obtenidos con transformacidon en el sentido de que
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| FIG. 22

Relacion entre el tiempo de duplicacidén y la frecuencia de transfor-
macion en B. subtilis ARl multiplicandose en quimostato. Cada punto
es el valor medio de tres experimentos realizados cada 48 horas,
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Fi6. 23

Relacién entre la frecuencia de transfeccidon y el tiempo de dupli-
cacidén cuando las células receptoras se multiplicaban en medio BWC,




se detectan claramente dos valores miximos de compctencia a tiem-

pos de duplicacion 2.5 h y 6.5 h.

3. Competencia y esporulacion en cultivo continuo

Diversos autores (SPIZIZEN y cols. 1963) han sefialado
que debia de existir una estrecha relacidn entre el estado de conm-
petencia, la esporulacion y el ciclo de Krebs, basandose fundamen-
talmente en el hecho de que en cultivos ordinarios al maximo de
competencia se alcanza eh los primeros estadios de la fase esta-
cionaria de desarrollo bacteriano, esto es cuando en el cultivo
el nlimero de pre-esporas es maximo y por consiguiente es el momen-
to en que en las celulas se estan realizando mayor nimero de ciclos

de Krebs.

Por nuestra parte, teniendo en cuenta los resultados
anteriormente expuestos, realizamos un estudio que nos indicara
el nimero de esporas presentes eun el quimostato a diferentes tiem-
pos de duplicacion., La Fig. 24 indica como el niumero de esporas
aumenta a medida que el tiempo de duplicacidn se hace mayor. Estos
resultados experimentales confirman plenamente las consideraciones

matemiticas propuestas por DAWES y THORULEY (1970)

Considerando las Figs. 22, 23 y 24 es evidente que un
maximo de competencia (td = 2.5 h) aparece cuando el nimero de
pre-esporas en el quimostato es marcadamente bajo y consecuenteinen~
te la posibilidad de hallar ciclos de Krebs intactos es tambien muy

baja.

H
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Relacién entre el tiem

: po de duplicacién y el nimero d
refractiles presentes y 0 de esporas

en el quimostato



V. INFLUENCIA DE LOS AWINGACIDGS
INHIBiDORES Y ESTIMULANTE SOBRE EL
DESARROLLO v LA COMPuTENCIA EN

CULTIVO CONTINUO

Para clarificar los resultados contradictorios que en
el capitulo anterior hemos sefialado, llevamos a cabo algunos ex-
perimentos que condujeran a estudiar la influencia, asi como el
posible efecto regulador, que los aminoacidos calificados como
estimulantes o inhibidores por BOTT y WILSON (1967) podian tener
sobre el desarrollo de la competencia en cultivos nultiplicandose

a diferentes tiempos de duplicacidn.

La Fig, 25 ilustra los resultados obtenidos en la fre=-
cuencia de transfeccidn cuando los aminodcidos fueron extraidos
del medio BWC, es decir cuando las celulas receptoras se multipli_
¢aban en el quimostato en medio BWI. Estos experimentos revelan la
existencia de un solo maximo de competencia a un td = 2.5 h mien-
tras que cl otro maximo que existia a 6.5 h. ha desaparecido com~

pletamente.



DE TRANSFECCION

FRECUENCIA
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0=

TIEMPO DE DUPLICACION

FIG. 25

Relacidn entre la frecuencia de transfeccidén y el tiempo de dupli-
cacion de las células multipliciandose en medio BWI,




Con objeto de caracterizar el comportamiento de los
aminofcidos considerados como inhibidores (p. ej. &dcido L-gluta-
mico, L-alanina) y estimulantes (p. ej. L-arginina, L-histidina)
en cultivos ordinarios, llevamos a cabo un nuevo experimento en
el cual el aminodcido estudiado se maniuvo a una concentracién

constante en el quimostato durante todo el experimento.

Los datos sefialados en la Fig. 26 muestran que una con-
centracidn constante de 50/&-gr/ml de acido L-glutimico o de L-ala-
nina increumenta la frecuencia de transfeccidon para tiempos de dupli-
cacidn que oscilan entre 1.7 h a 5.5 h respecto a la curva de
transfeccion en medio BWC, mientras que el nivel de competencia

cae bruscamente a tieiipos de duplicacion mas altos.

Por otro lado, llevainos a cabo experimentos similares
usando una concentracion constante de los aminoacidos estimulantes.
La L-arginina y la L-histidina disminuyen el nivel de competencia
con respecto a la curva base entre 1.7 h y 3.3 h., mientras que in-
crementan la transfeccion desde 3.4 h hasta 6.5 h, como se muestra

en la Fig. 27,

Los datos anteriormente expuestos sugieren la marcada
influencia que el tiempo de duplicacidn tiene sobre el desarrollo
de la competencia. Asi, centramos nuestra atencion en los tienpos

de duplicaciéon de 2.5 h y 6.5 h, cada uno de los cuales tenia un



DE TRANSFECCION

FRECUENCIA
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1

TIEMPO DE DUPLICACION
FIG. 26

Efecto de una concentracion constante (50 fcgr/ml) de acido L-glu-

tdmico (O) y L-alanina (#) sobre la frecuencia de transfeccidn en
funcion del tiempo de duplicacién., (® ) transfeccidon en medio BWC,
La concentracion de los aminodcideos estudiados fue mantenida cons-
tante como se describe en Material y Métodos.




Frecuencia de transfeccion

y 2 3 4 5 6
Tiempo de duplicacion (horas)

FIG. 27

Efecto de una concentracidén constante de 50/‘ gr/ml de L-arginina
(0) y L-histidina (Q) sobre la frecuencia de transfeccién en
funcion del tiempo de duplicacién. (0) Transfeccién en medio BWC.




comportamiento claramente diferente. De este modo, llevamos a

cabo varios cxperimentos para estudiar la cinética de la trans-
feccidn cuando el cultivo receptor era '"pulsado' con cantidades
variables de aminoicidos. La Fig. 28 nos muestra que ia arginina
inhibe 1la competeﬁcia mas de 2 unidades logaritmicas cuando la
concentracidén del aminoacido se incrementa desde 0 a 100//‘gr/ml
en el quimostato, donde las bacterias recentoras estaban crecien-
do a un td ccenstante de 2.5 h. En contraste, cuando se afnadid el
dcido L-glutdmico al medio BWI, la competencia se mantuvo constan-

te o fue ligeramente estimulada.

Similercs ex;erimentos se llevaron a cabo a td = 6,5 h,
usando el medio BWI., Podenos ver, de los resultados mostrados en
la Fig., 29 que el acido L-glutamico inhibe completamente el desa-
rrollo de la competencia mientras que la arginina la estimula de
una forma moderada hasta una concentracidon de lS/Lgr/ml, a partir

de la cual la competencia permanece constante.

Los resultados indicados en las Figs. 28 y 29 y reunidos
en la Fig. 30, poncen de manifiesto el hecho de que el mismo amino-
dcido (L-glutimico, o bien L-arginina) tienen efectos exverimenta-
les absolutamente contrarios para los dos diferentes tiempos de du-

plica€ion estudiados.
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FI1G. 28

Variaciones de la frecuencia de transfeccion cuando lascélulas re-
ceptoras se multiplican a un tiempo de duplicacidn constante (2.5 h)
en medio BWI en presencia de diferentes cantidades de dcido L-glutd-
mico (0) & Le-arginina (4),

Cuando la concentracion de los aminodcidos fue modificada, se dejo
transcurrir siempre un intervalo de 48 horas entre cada experimento.
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FIG. 29

Variaciones de la frecuencia de transfeccidn cuando las células re=
ceptoras se multiplican a un tiempo de duplicacion constante (6.5 h.)
en medio BWI en presencia de diferentes cantidades de 4cido L-glutd-
mico (0) 6 L-arginina (&),
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FIG. 30

Cinética de la transfeccién a td = 2.5 h Yy td = 6.5 h cuando el

medio BWI fue suplementado con concentraciones variables de 4cido
L-glutdmice o de L-arginina.




VI, REGULACION DE LA COM. LTENCIA POR

EL ACiDU L-GLUTANICO Y LA L-ARGININA

Durante la realizacion de los experimentos que hemos
descrito en las pdginas anteriorcs pudimos comprobar que los va-
lores de transfectabilidnd, no alcanzaban un nivel constante hasta

que habian transcurrido 48 horas desde el momento en quc se habia

! "

atiadido el "pulso'" de aminoicido. Este hecho nos llevd a pensar que
tanto la L-arginina como el &cido L-glutimico desempeiiaban un papel
regulatorio en el desarrollo de la competencia, lo gue nos indujo
a estudiar cl modo de accidn que estos aminoicidos tenian sobre el
desarrollo de la competencia para lo cual realizamos una serie de
experimentos en los que podiamos poner de manifiesto la influencia

que sobre la frecuencia de transfeccion, tenian los aminoicidos es-

tudiados en funcidn del tiempo de actuacidén de los mismos.

Las figs. 31, 32 y 33 mucstran las variaciones de trans-

fectahilidad, en presencia de tres diferentes concentraciones de

dcido L-glutimico durante las primcras 48 horas.
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kn las tres figuras se pueden observar oscilaciones
paralelas que se van acentuando a medida que la concentracidn
del aminoicido se hace mayor. A partir de 48 horas se aprecia
que no exiuten variaciones significativas en la Irecuencia de

transfectuntes.

En la Fig. 34 presentamos los resultados de un experi-

mento simiiar realizado en presencia de 53/vgr/ml de L-arginina.

En este caso no aparecen oscilaciones semejantes a las
descritas mas arriba, sino una inhibicidén progresiva de la trans-
fectabilidad que alcanza un equilibrio o valor constante a las

48 horas de haber aiiadido la L-arginina al medio de cultivo.

Ln ambas eXperiencias se hicieron rccuentos de viables
a los tienpos seiialados con el fin de observar posibles variaciones
en el numero de células presentes en el quimostato. Como se despren-
de de las Figs. 31 a 34 el nimero de células no experimentd varia-

ciones sensibles.
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VII. CONSIDERACIONES ACERCA
DE LOS RESULTADOS

Con objeto de poner en evidencia los posibles fendmenos

de regulacidén que intervienen capacitando a células de B. subtilis

para entrar en competencia, en el presente capitulo, nos propone-
mos considerar separadamente los distintos conjuntos de resultados

obtenidos segin las fases de nuestro protocolo de trabajo.

l, Condiciones optimas para el desarrollo de la competencia.

Dado que existe una gran controversia en cuanto a la defi-
nicion de la competencia y sobre todo una gran laguna en como se al=-
canza dicho estado, no existen por el momento normas fijas para con-
seguir que determinadas células bacterianas entren en estado de com-
petencia. Por esa razdn resulta absolutamente imprescindible, antes
de centrarnos en el problema, determinar, en cada caso concreto, das
condiciones que resulten dptimas para el desarrollo de dicha competen-
cia pues variaciones tan insignificantes como la composicion del agua
(BOTT comunicacidn personal) o incluso el origen comercial de los
productos usados para preparar el medio de cultivo (LANDMAN, comuni-
cacidn personal) pueden afectar decisivamente los resultados que se

obtengan,



Con este fin, realizamos una curva de saturacién que nos
permitiese conocer la cantidad minima de DNA necesaria para que se
pusieran de manifiesto todas las células competentes del cultivo.

La Fig. 13 nos indica las variaciones en el numero total de trans-
formantes, para el caracter histidina, triptdéfano o bien para ambos
caracteres, al modificar la concentracion de DNA afiadido a células
competentes. Se puede apreciar claramente como a partir de una con-
centracién de DNA de 0,2/Agr/m1 el numero total de transformantes
permanece invariable, lo cual nos indica que existe una saturacidn
de los lugares de unién de las células por las moléculas transfore
mantes. Es evidente, asi mismo, que los valores alcanzados en trans-
formacidn para ﬁn solo caracter (histidina o triptofano) son iguales
entre si debido a tratarse de dos marcadores genéticamente ligados,
es decir, consisten en cistrones situados uno a continuacidén del otro
en el cromosoma»bacteriano, sin embargo, cuando la transformacibn se
realiza para los dos caracteres simultineos, aunque la cantidad de
DNA que satura lascélulas compétentes sea la misma, el nimero total

de transformantes es menor como era logico suponer,

En la fig. 14 estan representados los resultados de un
experimento en el que el DNA afadido era el del fago SPPl, es decir
las célulaw competentes del cultivo se ponen de manifiesto por trans-
feccién. Como se desprende del gragico, a partir de S/bgr/ml el nme-
ro de placas de lisis permanece constante, lo que se podria interpre-

tar, de la misma manera que en el caso anterior, como que los lugares



de unién al DNA por parte de las células competentes estaban satura-
dos; sin embargo, esta interpretacion estaria en desacuerdo con el
hecho de que O,z/btgr/ml de DNA bacteriano son suficientes para satu-
rar estos lugares, como se demostro en la Fig. 13, y se los lugares
de unidén se encuentran en la superficie de las células, estos son
independientes de la clase de DNA utilizado., Aunque este hecho es
cierto, no podemos olvidar que el DNA suministrado en el caso de un
experimento de transfeccion, ha de dirigir la sintesis de una parti-
cula figica completa y por lo tanto las moléculas de DNA que penetren
al interior de una célula competente, o bien deben llevar la totali=
dad de la informacién, o bien han de recombinarse con otras moléculas
de DNA con objeto de reparar las pérdidas que se hayan producido du-

rante el proceso de extraccion y purificacion del DNA transfectante.

En el caso de la transformacidn, recientes experimentos de
DUBNAU y cols. (1971) y DAVIDOFF-ABELSON (1971) llevan a pensar que
una vez que una molécula de DNA ha penetrado en el inséerior de la cé-
lula competente, es rapidamente degradada en segmentos muy pequefios
los cuales pueden entonces recombinarse con el DNA de la célula e in-
corporar éste caracter; con lo cual, suponiendo que una célula compe-
tente tenga saturados de DNA todos los lugares de unidn la probabili-
dad de obtener un transformante sera mayor que la de obtener un trans-
fectante, aunque a partir de una cierta concentracion de DNA ( i/‘gr/ml
en este caso) desapareceria el efecto de yuxtaposicién y apreciaria-

mos el de saturacion.



Teniendo presente la meta que nos proponiamos alcanzar,
esto es, el estudio de la regulacidon de la competencia en quimos-
tato, resultaba muy importante conocer cual es el tiempo minimo que
debe permanecer el DNA en contacto con las células competentes hasta
hacerse insensible a la DNAsa, pues una incubacién muy prolongada
alteraria notablemente las condiciones fisioldgicas de las células
que se estaban multiplicando a un tiempo de duplicacidn determinado

y cuyo efecto sobre la competencia queriamos conocer.

El experimento, cuyos resultados se representan en la
Fig. 15, indica la cinética de la penetracidén de DNA bacteriano en
el cual se afiadid DN-asa a diferentes intervalos de tiempo despues
de haber suministrado el DNA al cultivo, determinandose en cada caso
el nimero de transformantes para el caracter histidina obtenidos. Co-
mo se puede apreciar existe un periodo de latencia de 2 minutos, es
decir, que para obtener por lo menos un transformante (his®) se re-
quieren 2 minutos entre la adicidén del DNA y la DN-asa. Estos resul-
tados confirman los obtenidos por LEVINE y STRAUSS (1965) quienes
demostraron que el periodo de latencia es independiente de los mar-
cadores genéticos y de las estirpes utilizadas aunque depende de la
temperatura a la que se haga el experimento. De los 2 minutos de pe~
riodo de latencia s0lo una parte del tiempo es consumido para la en~
trada del DNA, el tiempo restante corresponde probablemente a la sin-
tesis de un tipo de permeada (KOHIYAMA y SAITO, 1960) dotada de un

mecanismo de transporte activo (STUY y STERN, 1964).



A medida que se prolonga el tiempo de incubacidén de las
células competentes con el DNA el nimero de transformantes para
el marcador histidina va aumentando progresivamente hasta alcanzar
su maximo valor a los 20 minutos; a partir de este tiempo el niame-

ro de transformantes permanece constante.

Este experimento, de la misma manera que los realizados
por diversos autores (LEVINE y STRAUSS, 1965; STRAUSS, 1966; YOUNG,
1967), no llega a demostrar claramente que después de 20 minutos
todo el DNA haya penetrado al interior de la célula receptora sino
simplemente que una vez transcurridos 20 minutos desde la adicidn
del DNA, todas aquellas moléculas que se habian unido a la superfi-
cie celular se han hecho insensibles al ataque enzimatico, bien por
haber penetrado al interior de la célula, bien por permanecer situa-
das entre la pared y la membrana. Es pues importante distinguir en~
tre la penetracidn de la pared y la penetracidon de la membrana; en
ambos casos el DNA no es atacado por la DN-QB:, sin embargo podria
tratarse de dos fendmenos diferentes: el primero puramente fisico,
el segundo metabdlico y energético. En nuestro laboratorioc hemos rea-
lizado experimentos (datos no publicados) en los que se ha suminis-

trado DNA bacteriano a protoplastos de B. subtilis AR2 en medios

osméticamente protegidos sin haberse conseguido nunca transformacidn
positiva; por el contrario, cuando el tratamiento con lisozima no era
lo suficientemente enérgico como para convertir las células en proto-

plastos, sino que permanecian restos de pared adosados a la membrana




la transformacidn se verificaba con entera normalidad apreciandose
incluso un notable aumento en el niumero de transformantes totales.
En cualquier caso tanto si el DNA ha penetrado al citoplasma celular
como si permanece irreversiblemente unido a la pared bacteriana siem-

pre y cuando mantengamos cl criterio apuntado en la pag. 18 de que

definimos la competencia como transformabilidad, después de transcurrido:

20 minutos de contacto con el DNA todas las células que habian alcanza-—

do el estado de competencia se pondran de manifiesto al originar colo-

niaw en un medio ausente del marcador para el cual estamos transforman-

do.

De esta manera y teniendo en cuenta que en nuestras condi=~
ciones experimentales los tiempos de duplicacidén mas cortos que pode~
mos conseguir en el gquimostato son de 1,7 h estamos dentro de los li-
mites permisibles, pues 20 &6 30 minutos de incubacidén no modificarian

muy sensiblemente las condiciones fisioldgicas de las células.

La Fig. 16 representa los resultados obtenidos en unos ex-
perimentos en los que se evidencia la cinética de la union irreversi-
ble del DNA fagico SPP1 6 #-29 a las células AR1T que se encontraban

en maxima competenciae

A pesar de no disponer de datos experimentales directos
que lo confirmen, parece plausible suponer por extrapolacion, que en
el caso de la transfeccion, el periodo de latencia es algo mas largo
que en transformacidn y por razones que hast# el momento permanecen

desconocidas, el tiempo Optimo de incubacion de las células competen-




tes con el DNA fagico se encuentra entre los 60 y los 120 minutos.
Resulta dificil dar una solucidn razonada para explicar el compor=-
tamiento diferencial de unas mismas células competentes frente a di-
ferentes moléculas de DNA, sin embargo constituye un hecho incontro-
vertible que muy probablemente esté relacionado con el fendmeno da
la penetracidn del DNA exdgeno. Existen algunos autores (ERICKSON

y BRAUM, 1968) que opinan que la penetracion del DNA se verifica por
apareamiento de bases complementarias durante la replicacion del DNA
bacteriano; en este sentido, seria mas probable o mas rfipida la pene-
tracion de DNA bacteriano que la del bacteridofago por lo que la sen-
sibilidad al ataque por la DN-asa seria mas duradero en este dltimo
caso. En lo que a nuestro trabajo se refiere, no podemos mantener

en contacto a las células c mpetentes con el DNA por mas de 30 minu-
tos debido a las razones que mencionamos anteriormente por lo que, a
pesar de que el nimero de transfectantes no sera maximo y con objeto
de homogenizar las situaciones transformacién-transfeccion, hemos
realizado todos los experimentos con un periodo de incubacidn de 30

minutos.

La misma Fig. 16 demuestra también que el nivel de competen-
cia es muy superior en el caso de suministrar DNA de SPP1l que de $-29.
El fendémeno habia sido descrito anteriormente por numerosos autores
(REILLY y SPIZIZEN, 1965; FOLDES y TRAUTNER, 1964) asi como que la

infectividad del DNA de @-29 previamente tratado con tripsina, qui-




motripsina y prongsa se reducia notablemente mientras que estos
mismos tratamientos no causan reduccidon alguna en la infectividad

de DNA de SPP1 (HIROKAWA, 1972). Es probable que la necesidad de

una proteina ligada al DNA de $-29 y el hecho de ser el unico DNA
fagico descrito hasta la fecha que sea sensible al tratamiento con
enzimas proteoliticos convierte a la transfeccidn con DNA de este
bacteriofago, en condiciones normales, en un fendomeno singular digno

de estudio por si mismo.

El cuadro 6 nos demuestra la positiva influencia que la
agitacidn, de las células competentes AR1T con moléculas de DNA de
SPP1, ejerce sobre el numero de transfectantes. Este hecho, observado
también en experimentos de transformacidn, no se reproduce al utili-
zar DNA de @~29 (TRAUINER, comunicacidn personal). Los resultados
presentados en el cuadro 6 nos indican que, en los experimentos de
transfeccion con SPP1 de la cepa ARLT, es conveniente la incubacidn
con agitacidén, pues de este modo se evidencia un mayor niimero de célu-

las competentes.

Los resultados de los cuadro 7, 8 y 9 nos sirven, en pri=-
mer lugar, para elegir entre las estirpes ensayadas, aquella que
alcanza un mayor nivel de competencia y en segundo lugar para esta=-
blecer las mejores condiciones de transfectabilidad seleccionando
la mejor estirpe indicadora, es decir, aguella que fuese mas sensi-
ble a la infeccidn por los bacteribéfagos P-29 6 SPP1l, Como ya men-

cionabamos en el capitulo precedente nos encontramos con que las



estirpes indicadoras de la serie HM son sensibles a ciertas subtili-
sinas producidas por ARIT y AR2 lo que nos obligaba a complicar el
sistema de transfeccidén afadiendo un antibidtico a las placas de
medio solido. No cabe duda de que la simplificacion maxima se con-
seguiria utilizando como estirpe indicadora la propia estirpe recep=-
tora del DNA, sin embarbo resulta obvio, de la observacién del cuadro
8, que, excepto la estirpe MC-1, las restantes son resistentes en
cierta medida a la infeccidn fagica lo que impide el empleo de estas
estirpes como indicadoras. Por oéra parte de los resultados expuestos
en el cuadro 9 se deduce que la estirpe MC-1l no entra en competencia
en el medio BWC siendo ésta una de las razones por las que nos vemos
obligados a prescindir de la estirpe MC-1 en los experimentos de

trnsfeccibn.,

El conjunto de resultados que hemos comentado a lo largo
del prescente capitulo nos han servido para determinar las condiciones
6ptimas de trabajo que nos servirian para abordar el estudic de la re-
gulacidn de la competencia. Estas condiciones, resumidas en el capi-

tulo anterior, son las siguientes:

a) Las estirpes receptoras, como se deduce de los cuadros 7 ¥ 9,
han de ser ARl (para los experimentos de transformaciémn) o
bien ARLT (para los de transfeccidén) ya que son estas estir-

pes las que presentan los niveles mas altos de competencia.

b) Para desarrollar el estado de competencia se ha de emplear

el mpéodo de Bott y Wilson pues como se desprende de los
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cuadros 7 y 9 no existen diferencias notables en los niveles de
competencia de las células ARl 6 ARIT puesto de manifiesto por
transformacién o transfeccidn respectivamente, Una de las razones
mas importantes para decidirnos a no utilizar el procedimiento de
ANAGNOSTOPOULOS y SPIZIZEN para desarrollar la competdncia, es que
este metodo implica el cambiar de medio de cultivo, lo cual difi-
cultaria extraordinariamente su empleo en quimostato en la realiza=-
cidn de los estudios de regulacidon que nos habiamos propuesto llevar

a cabo.

c) Cuando se afiada a las células competentes DNA bacteriano,
debe hacerse a una concentracidn superior a 0,%/Vgr/ml (Fig. 13).
En los experimentos de transfeccidon, el DNA a utilizar sera el del
bacteriofage SPP1 (Fig. 16) a una concentrafidén superior a ?/Agr/ml

(Fig. 14).

d) En todos los experimentos para poner de manifiesto la compe-
tencia, la incubacidén de las células receptoras con el DNA se ha de
hacer en agitacién (Cuadro 6) prolongandose esta durante 30 minutos

(Figs. 15 y 16).

e) En cuanto a la estirpe indicadora que ha de emplearse en las

experiencias de transfeccion seri la MC-1 (Cuadro 8).

2, Tiempo de duplicacidén y competencia

El examen de la Fig. 21 pone de manifiesto las variaciones

de la frecuencia de transformacion con respecto a los valores de la
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tasa de multiplicacidn estudiado en cultivos ordinarios. Las Figs.
22 y siguientes demuestran la eficacia del uso del cultivo continuo
para estudiar la transformacion y la transfeccidon de B. subtilis mul=-
tiplicandose en medios definidos como el BWC. BOTT y WILSON (1968)
habian manifcstado que el estado competente estaba asociado con una
fase especifica del desarrollo y que una alteracion de la tasa de
multiplicacion en la fase logaritmica tenia un efecto muy pequefio

sobfe el desarrollo de la competencia.

Nuestros resultados (Figs. 22 y 23) indican que en cultivo
continuo el desarrollo de la competencia, fuertemente influido por
la tasa de multiplicacién, muestra frecuencias maximas a tiempos de

duplicacidén 2,5 h y 6,5 h en nuestras condiciones experimentales.

Por otra parte, BOTT y WILSON (1967) han encontrado que
en ausencia de aminoacidos estimulantes (medio BWI), la frecuencia
maxima de competencia disminuye mas de un 30% con respecto a la ob-
tenida en medio suplementado BWC. Por el coﬁtrario, nosotros obser-
vamos (Fig. 25) que a un tiempo de duplicacién de 2,5 h la maxima
competencia permanece inalterada o es ligeramente estimulada cuando
las bacterias receptoras se multiplican en medio BWI, mientras que
a tiempos de duplicacidn superiores a 4,5 h, el cstado de competencia

desaparece por completo.

Estos resultados podian sugerir que cuando las bacterias
se estan multiplicando en cultivo continuo a un tiempo de duplicacidn

de 2,5 h las condiciones fisioldgicas que conducen a la competencia
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difieren marcadamente de aquellas que conducen a la competencia en
cultivos ordinarios. Esta conclusidn estd reforzada por el hecho de
que la pre-esporulacidn es muy baja al tiempo de duplicacién anterior-
mente citado (Fig. 24). La baja tasa de pre-esporulacidn cuando la
competencia es muy alta, no concuerda con lalsugerencia hecha por
algunos autores (SPIZIZBN y cols. 1967) de que la pre-esporulacién

tiene un efecto positivo sobre el desarrollo de la competenciae.

Mas ain, cuando estos experimentos se llevaron a cabo en
presencia de Sp/b gr/ml de acido L-glutamico o bien de L-alanina
(aminoicidos inhibidores) en el quimostato, como se muestra en la
Fig. 26, un agudo incremento en el nivel de competencia fue detecta-
do a un tiempo de duplicacidén de 2,5 h mientras que a tiempos de du=

plicacion de 6,5 h el estado competente fue claramente inhibido.

Si las curvas de competencia se hacian en presencia de
5%/‘gr/m1 de L-arginina o L-histidina (aminoicidos estimulantes) se
obtiene un fendémeno inverso (Fig. 27). Es decir, a un tiempo de du=-
plicacién de 2,5 h; el nivel de competencia era fuertemente inhibido,
pe2o fue estimulado cuando las bacterias se multiplicaban a un tiempo

de duplicacion de 6,5 h,

Todo lo anteriormente expuesto parece demostrar claramente
que el fenémeno de la competencia es completamente independiente del
giclo del acido citrico, puesto que el acido L-glutdmico y la L-alani-

na son inhibidores especificos de la aconitasa (HANSON y cols. 1968).

£




Mas todavia, el hecho de que la arginina estimule la competencia
a un tiempo de duplicacidon 6,5 h, contradice completamente la supo-
sicion de FELKNER (1970) de que un ciclo del &cido citrico intacto
es necesario para la consecucidon del estado de competencia. Estos
resultados, como se puede ver, indican que la competencia estda de-
cididamente mas influenciada por el tiempo de duplicacidn que por

un ciclo de Krebs intacto.

De los datos presentados podemos concluir que las vias
que conducen a la competencia, para los tiempos de duplicacidon de
2,5 h y 6,5 h, son completamente diferentes. La forma de alcanaar
el estado competente a un tiempo de duplicacidén de 6,5 h es similar
a las condiciones que elevan a este mismo estado en cultivos ordina-
rios. Esta afirmacién esta apoyada por el efecto de ciertos aminodci-
dos sobre la expresidén final de la competencia. Estas conclusiones po=
dian estar relacionadas con aquellas expuestas por EPHRATI-ELIZUR
(1968) en cultivos ordinarios quken surgirid que la competencia en
la fase logaritmica temprana podia diferir en algunos aspectos im=-
portantes de la competencia en la fase estacionaria temprana. Final=-
mente, nuestpvos estudios sugieren algunas modificaciones al modelo
propuesto por ERICKSON (1970) en el sistema de transformacidn de

B. subtilis, ya que mientras este autor excluye a la transformacidn

como un mecanismo evolutivo en este microorganismo, nosotros hemos
encontrado que las células receptoras, multiplicandose activamente
en un quimostato, pueden incorporar DNA y son capaces de expresar

marcadores genético.




3. El estado de competencia y su regulacion

De los resultados expuestos en las Figs. 31, 32 y 33 se
aprecia como inmediatamente después de aifiadir al quimostato el acido
L-glutarico tiene lugar una inhibicidén brusca de la transfectabilidad,
inhibicion que es mas acentuada en el caso de la Fig. 33 cuando la
concentracidén de 4cido L-glutamico era de Sg/tgr/ml. Si tenemos en
cuenta el modelo recientemente descrito por PIERSON y cols. (1972)

para B. subtilis, segin el cual se postula la existencia de dos fac-

tores, uno fuertemente unido a la pared, capaz de liberarse el medio
por choque osmotico que podriamos considerar como equivalente a los
"jugares' ("sites") de unidén del DNA, y otros un factor proteico que
se libera en el medio (factor de competencia), cuya interaccién da
lugar a "sites" actuados suceptibles de unir DNA exogeno, podemos
interprefar estos resultados como consecuencia de una interaccién del
glutidmico con los lugares de unidn del DNA a la superficie bacteriana
impidiendo de este modo que las moléculas transfectantes se fijen de

una manera irreversible a la pared celular,

La gradual recuperacidén del estado de competencia podria
ser explicada suponiendo que el 4cido L-glutamico dereprime alguna
region del DNA celular cuya secuencia de bases codifica polipéptidos
implicados en la sintesis del factor de competencia siguiendo un mo-
delo similar al modelo del operon de JACOB y MONOD, de este modo, a
pesar de que el glutamico bloquea los lugares de unidn del DNA figico

con la superficie celular, el aumento de FC sintetizado impediria la



manifestacién del efecto inhibitorio que produce el gentamico en
cultivos ordinarios, o cuando las células se multiplican a un td =

6,5 h.

Hay que tener en cuenta ademas, que en las condiciones
fisioldgicas anteriormente apuntadas (td = 6,5 h o en cultivos or-
dinarios) se han podido sintetizar ciertas sustancias de naturaleza
inhibidora que no estdn presentes a td = 2,5 h lo que haria mas no-
torio el efecto inhibidor del 4cido L-glutamico sobre el desarrollo

de la competencia.

En cuanto a la recuperacion del nivel de competencia en
las 3 primeras horas después de la adicidn del acido L-glutamico
podria ser debido a la heterogeneidad de la poblacidn celular, en
el sentido de que el DNA fagico podria fijarse a la pared bacteriana
de una manera irreversible en presenciﬁ de un precursor del factor
de competencia es decir de una sustancia de. naturaleza proteica que
no hubiera adquirido su estructura definitiva, transcurrido ese tiem#
po, y teniendo presente que el td = 2,5 h, la poblacion celular como

un todo manifiesta inhibicion,

En la Fig. 34 se presentan los resultados obtenidos al afa-
dir al quimostato 50/“-gr/m1 de L-arginina, en este caso la hipotesié
para explicar la inhibicién de la transfectabilidad seria esencial=-
mente la misma que hemos sefialado para el acido glutamico con la di-

ferencia de que la arginina actuaria como represor, en vez de como

T L
e PR

e Wt R DR

-

e



inductor, de la sintesis del FC, Del mismo modo que en las conside-
raciones precedentes, la inhibicidén no alcanzaria los niveles defi=-
nitivos hasta transcurrido un cierto tiempo debido a que el cultivo
no esta sincronizado siendo la poblacidn celular heterogénea. Esto
explicaria el efecto inhibitorio de la arginina a td = 2,5 h pero

no la estimulacidén que origina a td = 6,5 hr.

En definitiva y teniendo en cuenta los datos presentados
dn las figuras 26 a 34 resulta evidente que el desarrollo de la com-
petencia presenta fluctuaciones y alteraciones notables y contrapues-
tas segin esten presentes en el medio de cultivo aminodcidos que for-

man parte de la pared celular de B. subtilis mayoritaria (4cido L-glu-

tamico y L-alanina) o bien minoritariamente (L-arginina y L-histidina)
regulando la capacidad de las células para incorporar DNA exdgeno,
ésto es su competencia. Como ya hemos mencionado repetidas veces a

lo largo de este trabajo, el estado de competencia puede ser el resul-
tado final de un gran numero de fendmenos o de procesos bioquimicos
que permanecen hasta el momento desconocidos por lo que la interpre~
tacion de los resultados obtenidos en los experimentos descritos en
presencia de aminoacidos deberan continuarse y asi después de exhaus-
tivos estudios posteriores dirigidos a corroborar o rechazar inter-
pretaciones como las seiialadas anteriormentek se podran esclarecer
definitivamente el osvuro fendomeno de la competencia. Sin embargo,
trabajos actuales llevades a cabo en nuestro laboratorio y cuyos re=-

sultados se han obtenido durante la redaccidn de esta memoria, por




lo cual no figuran en ella, demuestran que el efecto que sobre célu-
las de baja competencia ticne el sohrenadante de células yue se esta-
ban multiplicando en un quimostato a td de 2,5 hr en presencia de
50’/Agr/m1 de L-arginina, es marcadamente inferior que el descrito
por JOENJE y cols. (1972) lo que es un dato mas que apova la conclu-
si6n apuntada anteriormente de que por lo menos uno de los efectos
regulatorios que puede tener la arginina sobre cl desarrollo de la
competencia podria ser afectando la biosintesis del facior de compe-

tencia.

Por otra parte, ELLWOOD (1970) ha encontrado una clara
influencia del tiempo de duplicacion sobre la composicidén de la
pared de células de B, subtilis multiplicandose en quimostato. Esto
unido al hecho de que las paredes celulares de las bacterias compe-
tentes y no competentes difieren marcadamente en sus propiedades qui-
micas (YOUNG y cols. 1963) e inmunolégicas (TOMASZ, 1970) apoyaria la
conclusion de que el efecto contrapuesto que ejerce un mismo amino=-
dcido sobre la capacidad de competencia td de 2,5 h y de 6,5 hr, se
pueda deber ademas de un efecto regulador de la biosintesis del FC,
a una influencia variable y asimismo de tipo regulador, sobre ambos
tipos de poblaciones (competente y no competente), dependiendo tal
efedto de las condiciones fisioldgicas de las células que vienen de-
terminadas principalmente por su constante de multiplicacion. Dicho
en otras palabras, la influencia que podria ejercer la presencia de

un determinado aminoacido sobre la biosintesis de un "site" a td 2,5 h




seria despreciable mientras que tal influencia apareceria como cri-
tica a td de 6,5 hr, o a la inversa. Si se admite tal hipotesis los
aminodcidos mayoritarios en composicidn de la paréd celular, ejercen
un efecto inhibidor sobre los "sites" a tal de 6,5 hr, mientras que
los minoritarios no influyen sobre los mismos de forma significati-
va, siendo esta una situacién similar a la que aparece en cultivos

ordinarios (BOTT y cols. 1968).

Bs importante hacer nota: que a pesar de suponer que existe
un bloqueo por parte de la arginina y del &cido glutimico sobre los
lugares de unidn del DNA a la pared celular, podrian muy bien estos
aminoacidos afectar a cualquiera de los pasos subsiguientes alteran-
do igualmente la expresidén de la competencia. En este sentido quere-
mos indicar que solo hemos pretendido iniciar una linea de investi-
gacibn que en modo alguno hemos cerrado con la finalizacidn de esta
memoria, por el contrario las posibilidades que nos ofrece el empleo
del cultivo continuo en este campo y que h;n quedado patentes a lo

largo del trabajo, sirven para que elaboremos projgramas de investiga=-

cidén futura cuyo final por el momento no es previsible.

Cabe sefialar como metas inmediatas, algunas de las cuales
estan en vias de solucidén, el aislamiento o deteccidn del factor
de conmpetencia, el analisis fino de las alteraciones de pared en
funcién del tiempo de duplicacién de la bacteria en ausencia o pre-
sencia de aminoicidos asi como las posihles modificaciones que tales

alteraciones pudieran ejercer sobre la unidén irreversible del DNA




a la pared, datos que han de contribuir al esclarecimiento de los
procesos de incorporacién de macromoléculas informativas a células
vivas uno de los puntos clave en las modernas investigaciones de la

Biologia Molecular.



VIII. RESUMEN Y CONCLUSIONES

En la presente memoria de tesis nos hemos propuesto con-
tribuir al estudio del problema de la incorporacidn a células vivas
de macromoléculas con capacidad informativa; hemos elegido para ello
el sistema de transformacidn bacteriana por encontrar entre otras
razones que eh el se presentan una serie de caracteristicas que le
hacen idoneo para este tipo de estudios como son la obtencidn rela-
tivamente sencilla de poblaciones en estado de competencia asi como
la facilidad para conseguir DNA altamente purificado a través de
métodos muy asequibles en la actualidad. Para ello hemos‘realizado
en primer lugar un estudio bibliografico en el que se recogen, den-
tro de la rica bibliografia que se posee sobre el tema, datos sobre
los mecanismos habituales de intercambio genético en bacteriologia,

dando especial énfasis a la transformacidn bacteriana,

El estudio realizado sobre transformacién lo hemos dividi-
do atendiendo a las diversas etapas por las que atraviesa el DNA do-
nador desde el momento en que se afiade al cultivo bacteriano hasta
que llega a ser incoporado al patrimonio genético de la célula recep-
tora y es expresado como tal. Dentro de todas y cada una de tales

etapas se relacionan los factores que aporta la célula competente o



las alteraciones que sufre la misma para llegar a ser reconocida
por el DNA donador; por otra parte, también se sefialan las carace
teristicas que este material genético ha de poseer para llegar a

ser incorporado a la célula.

Este estudio bibliografico en el cual hemos procurade
dar lugar preponderante a la incorporacidn del DNA nos mostrd cla-
ramente las multiples lagunas ailn existentes en el conocimiento
intimo de la transformacidn bacteriana y nos llevd al planteamiento
de un protocolo experimental en el que se han obtenido datos acerca

de:

l,- Estirpes de B. subtilis mas idoneos para estudias de

transformacidén o transfeccidn,

2.= Eleccifn del medio de cultivo mas adecuado para el
desarrollo optimo del estado de competencia teniendo en cuenta que
este ha de ser muy simple para permitirnos estudios de regulacidn

en cultivo continuo.

3.~ Se han puesto a punto diversos métodos, descritos en
la literatura, para la obtencidén y purificacidén de DNA bacteriano y

de DNA fagico.

4,~ Con vistas a las experiencias en cultivo continuo se
realizaron pruebas comparativas entre transformacidn y transfeccién
para conocer cual de las dos sistemas reportaba mayores ventajas en

el estudio de la incorporacién del DNA exogeno.



5.~ Dentro de las dos sistemas sefalados se determinaron
las respectivas cinéticas de incorporacion de DNA a la célula com-

petente.

6.~ Determinacién de las condiciones necesarias para el
desarrollo de un procedimiento, mediante cultivo continuo, para man-
tener las células, indefinidamente, en estado de competencia puesto

de manifiesto por transformacion y por transfeccidn.

7.~ Estudio de la relacidn existente entre el tiempo de

duplicacién y el desarrollo de la competencia.

8.~ Mediante ensayos realizados en cultivo continuo en
presencia de determinados aminoicidos en el medio de cultivo o a
través de la determinacion del nimero de preesporas se estudia la
influencia que determinadas vias metabdlicas consideradas hasta hpy

como imprescindibles, ejercen en el desarrollo de la competencia.

-

9.~ Finalmente se estudia la influencia que ejercen deter=-
minados aminoacidos, anteriormente considerados a través de estudios
en cultivos ordinarios como estimulantes e inhibidores de la competen-
cia, sobre el desarrollo de la misma a diferentes tiempos de duplica-
cién. Asimismo, dentro de estos tiempos de duplicacidn se investig6
la influencia temprana y tardia de los aminoacidos sobre la competen-

Ciao



Los resultados obtenidos en las experiencias que se indi-
can en el resumen anterior nos permiten concluir que: la estirpe
AR-1 es la mas idonea para estudios de transformacidon, mientras que
la ARLT, derivada de la anterior, es la indicada en experiencias

de transfecciln.

Dentro de la amplia gama de medios de cultivo conocidos

para conseguir que las células de B. subtilis alcancen el estado de

competencia nuestros resultados aconsejan el empleo del medio de
BOTT y WILSON ya que une a su gran sencillez y eficacia el que las
células desarrocllan a competencia sin necesidad de recurrir a un
procedimiento de '"'step-down'. Por otra parte, en estudios realizados
en cultivo continuo para tiempos deduplicacidn bajos se recomienda
el empleo de una modificacion del medio de BOIT y WILSON que simpli-
fican la composicidon del mismo quedando reducido a glucosa y sales,

lo cual le hace idoneo para realizar estudios de regulacién.

Se han establecido las condiciones necesarias para la
eleccidén del factor limitante en estirpes de B. subtilis mutantes
o de genotipo salvaje siendo la histidina el factor limitante en

experiencias de transformacidén realizadas en cultivo continuo emplean-

2

transfeccidn con la estirpe salvaje ARIT.

do la estirpe ARl (his_ trp. ) y la glucosa en las experiencias de
2 P

Nuestros resultados demuestran que B. subtilis multiplican-

dose en quimostato en las condiciones seiialadas alcanzan estado de



competencia que se mantienc constante para cada tiempo de duplica-

cidn una vez alcanzado el equilibrio del cultivo.

Dentro de los margenes determinados por nuestras condi-
ciones experimentales los valores de competencia encontrados mues=-
tran dos maximos a tiempos de duplicacidn de 2,5 hr y de 6,5 hr,
siendo mas elevado el primero. Los valores de transformabilidad o
de transfectabilidad encontrados son siempre inferiores a aquellos
obtenidos en cultivos en agitacion en la fase estacionaria temprana
(1%). Sin embargo, a tiempés de duplicacidén de 2,5 hr se alcanzan

valores del orden de 0,1%.

Habida cuenta de las precarias condiciones en las cuales

se desarrollan las celulas de B. subtilis en quimostato que condi-

cionan los procesos de integracidén y expresién del DNA donador nues-
tros resultados acongejan el empleo de la transfeccion como medio

optimo para estudios de incorporacidn.

Basandonos en la influencia que determinados aminoacidos
(que intervienen en el ciclo del acido tricarboxilico) ejercen sobre
el desarrollo de la competencia y en la aparicidén de preesporas a
diferentes tiempos de duplicacidn hemos podido descontar, en cohtra
de los resultados existentes en la literatura, una influencia directa

del ciclo de Krebs en el desarrollo de la competencia en B. subtilis.

Por Gilltimo las experiencias realizadas a tiempos de dupli-

cacién de 2,5 hr y 6,5 hr demuestra que determinados aminodcidos



mayoritarios en cuanto a su contenido en la pared celular de gé_ggg-
tilis y considerados hasta hoy cvomo inhibidores de la competencia
pueden en otras condiciones fisioldgicas, estimular o no afectar el
desarrollo de la misma; inversamente, aminoicidos considerados como
estimulantes en cultivos agitados pueden efjercer uwn efecto inhibidor.
Nuestros primeros resultados parecen indicar que este efecto inhibi-
dor o estimulante sobre la transfectabilidad podria estar localizado
a diferentes niveles, es decir en la biosintesis del factor de com=-
petencia o bien alternando los lugares de figacion del DNA ("sites")
de forma contrapuesta segin sean las condiciones fisiologicas a las

cuales se desarrolla la célula receptora.

De cuantp hemos ddcho anteriormente creemos que con el de-
sarrollo de estudiés de transformacion bacteriana sobre celulas pues-
tas en estado de competencia a diferentes tiempos de duplicacidon me-
diante el empleo de cultivo continuo hemos establecido un sistema con
indudables ventajas que nos permite abordar desde una nueva perspecti=-
va el problema de la competencia, patticularmente en lo que se refiere
a los procesos de regulacion envueltos en la misma que hasta hoy han
tropezado con inconvenientes insalvables en los estudios realizados

sobre cultivos en agitacibn.
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