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INTRODUCCION

Al dirigir nuestra atencion hacia el vasto mundo bac- 

teriano nos scntimos atraidos por la gran variabilidad, tanto 

morfologica 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 diversificacioa en cuanto a sus manifestaciones 

biologicas todo lo cual ha dado lugar a ese cambiante y vasto 

campo de estudio que es la Biologla Microbiana.

De los distintos aspectos que en ella cabe estudiar, de-

seamos centrar nuestro interes en el por que de la diversificacion 

bacteriana, en los mecanismos evolutivos condicionantes de tales 

Cambios (mutacion, conjugacion, transduccion y transformaciôn) ira- 

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» Elio constituira nuestra 

linea futura de investigacion 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 perduraf 

son aquellas que estan determinadas por modificaciones en el geno- 

ma. Como apuntamos en nuestra intooduccion son cuatro los mecanis­

mos evolutivos que determinan la variabilidad bacteriana -mutacion, 

conjugacion, transduccion y transformacion- y de ellos, en la pri­

mera parte de esta Memoria, daremos una breve idea que sirva de ba­

se a nuestro estudio bibliogrâfico del problema*

1* Mutaciôn genética. Segûn es sabido, las mutaciones ge- 

néticas, en su mas estricto sentido, se definen como "alteraciones 

hereditarias del âcido desoxirribonucleico (DNA) no causadas por in- 

teracciôn con otro DNA". Pueden originarse por deleciôn de bases del 

DNA, por inserciôn de nuevas bases entre las ya existentes, por in­

version de grupos de bases, y, finalmente, por sustituciôn de una 

base por otra. La sustituciôn es susceptible todavia de subdividirse 

en dos tipos distintos, si una base pûrica (Adenina o Guanina) es 

sustituida en una cadena de DNA por otra base también pûrica fGuani-



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:

I . . . . I A . . . .  T

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 quedarâ sustituido por el par G - C 

provocando el consiguiente cambio genético o mutaciôn.

Si por el contrario una base pûrica se sustituye por una 

primidinica la sustituciôn se conoce como TRANSVERSION:

A # . # # T A # # # * T G # « » # Cî î t t i IT # * * # A C # # # # G # G

WATSON y CRICK en 1953 sugieren que los tautomerismos 

(desplazamientos de ôtomos de H de un punto a otro de la estructura 

de la molôcila) podian ser tambiôn 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 anômalo, que le permite aparearse mediante puentes de H 

con la Citosina en lugar de con la Timina que es BU base complemen- 

taria natural:



N H T.

N

N

hl W

ADENINA EN ESTADO NORMAL 
NW .  ......

^ H - -  -  -

ADENINA EN ESTADO ANOMALO

ADENINA EN ESTADO ANOMALO
......

CITOSINA EN ESTADO NORMAL

En la siguiente replicaciôn la citosina se aparearia 

normalmente con la Guanina, y el resultado final séria la conver* 

siôn de par inicial A • • • T por el G • • • C en aquel punto de 

la cadena del DNA#

Existe un gran numéro de sustancias quimicas, conocidas 

como agentes mutagénicos, que bien por modificar la molécula de las 

bases pûricas o pirimidinicas o bien por tener una extraordinaria 

semejanza estructural con ellas y ser incorporadas al DNA en su 

lugar, ocasionan sustituciones de las que acabamos de mencionar, 

entre ellas estâ la Hidroxil-amina (NH^OH), 2 Aminopurina (AP), 5 

Bromo-uracilo (5-BU), âcido nitroso (HNO^), etil etano sulfonato 

(ses) etc# cuyo modo de acciôn puede ser resumido en el siguiente 

cuadro:



»0•HOü

§
9pü

03d d
t 3 (0•H d
U P
U3 d0 T30 (0c a' 0 d•H d0 Pi3 03•H OrH(03 dW d

ddd•H «3■P Wd Hd03 >o do d•H Sd d O3&û C 3d 22-p 003 dS pd03 d (Md p O■p 3 Sd E  ••d dfcO (0 'dd or4 d(0 v Oo d  *H■p 'ü üd u Cd•H d  d <•P ' O03 •H d•H ü  iH•O Üd  dd d  O p'0 k  Pi p1d p

13rcJ
d•H
OQ ••d  dd  0 p0  Pi p•HU  CQ 1d  dP  T3 p3  -H
Z  ü

ü H

Eh

H O

oj o

Ü ü H Ü  El ü  Ü  O  Hj

Ü <

Z

CMO S% oW cs%
CQ
g

O
Ü
&ü•Hd
•H(Acjü

OC3fcû-d•H22

d•HdO>>d

cfio"do+j
•H
03dü

10Opo■p



Existcn, naturaliüente, otros muchos agentes de mutacion 

con mecanismos de accion a nivel molecular conocidos entre los cuales 

citaremos por ejemplo el bajo pH o las altas temperaturas que parecen 

causar despurinizacion, esto es, una perdida compléta de A y de G, 

reemplazandose subsiguientemente por cualquiera de las cuatro bases; 

la proflavina y las acridinas que causan mutacion por inserciôn o 

eliminaciôn de una base (LUZ2ATTI y cols. 1961); las radiaciones UV 

que producen dimerizaciôn de bases pirimidinicas, estableciendo 

uniones covalentes entre T - T ,  C - C Ô U - U ,  los dîmeros de timina 

pueden ser escindidos por una enzima que solo actûa en presencia de 

la luz, 0 en otros organismes, por una enzima que actûa en la oscu- 

ridad (Reparaciôn sin luz) pudiendo los dîmeros escindidos ser ais- 

lados por centrifugaciôn (SEÏLOW y CARRIER, 1964).

2. Conjugacion Bacteriana. Otro sistema de trascendental 

importancia en la variabilidad bacteriana es un tipo especial de 

’’Reproducciôn sexual” descubierto en 1946 por LEDERBERG y TATUM y 

conocido con el nombre de CONJUGACION.

Este fenômeno biolôgico consiste en que al ponerse en con­

tacte dos bacterias de ”sexo” diferente, se forma entre ellas un 

”tubo de conjugacion” a través del cual pasa una molécula de DNA,

0 parte de ella, desde la célula llamada masculina o macho a la 

femenina o hembra y nunca en sentido inverso. Lo que détermina que 

una bacteria sea macho o hembra es la presencia o la ausencia de 

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



la bacteria que se denoraina factor sexual, factor de fertilidad 

0 factor F, Las células que llevan el factor F en estado autônoirio 

se denominan F^, mientras que aquellas que lo poseen incorporado 

al cromosoma se han llamado Hfr funcionando ambas como machos aunque 

no exactamente del raismo modo.

Las bacterias que no poseen el factor de fertilidad F se 

conocen como F comportândose como hembras, es decir como receptoras 

en la conjugacion.

La pared celular de las bacterias masculinas son fisico- 

-quîmicamente diferentes de las fenieninas provocando la atracciôn 

mutua que conduce a la conjugacion. Estas diferencias fisico-quirai- 

cas son debidas a la presencia en las células masculinas de deter­

minadas sustancias cuya sîntesis esta controlada por el factor F.

Recientemente parece haberse identificado la estructura 

de la pared de las células masculinas responsables de la conjuga­

cion. Se comprobô, de hecho, que la presencia del factor F déter­

mina la formaciôn en la superficie celular de unos filamentos espe- 

ciales denominados ”F-pili”. Su composiciôn es proteica e idéntica a 

la del antigeno de las células masculinas. Asimismo ha sido compro- 

bado que los F-pili constituyen el lugar de adsorciôn de los fagos 

y son necesarios para que se verifique el contacte conjugador entre 

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

ras que funcionan de tuho de conjugaciôn. (ARCHER, 1970)



En cuanto al significado evolutivo de la conjugaciôn y 

peculiaridades del fenomeno en las distintas escalas biologicas, se 

Te 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 (fusion de los dos nucleos en 

uno solo) sin que se de inmediatamente la cromosogamia (empareja- 

■iento o fusién de los cromosomas). De hecho, en el zigoto de los 

diplontes y de los haplodiplontes coexisten los cromosomas del ga- 

meto masculine y los del femenino, pero estos cromosomas, se divi- 

den y se segregan por mitosis sucesivas sin entrar en contacte los 

unos con los otros. Solamente mas tarde, en la zigotena de la meio- 

sis es cuando los cromosomas de origen paterne entra en contacte y 

recombinaciôn con sus homôlogos de origen materne (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 prôxima de la carioga­

mia y de la citogamia. En los verdaderos haplontes, la citogamia 

y la cariogamia van seguidas inmediatamente de la cromosogamia 

meiôtica.

En la base de la escala evolutiva encontramos a las bac­

terias en las que la conjugaciôn 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 contiens ni protaminas 

ni histonas.



La conjugaciôn de las bacterias es, por ello, un fenômeno 

molecular* En la presencia de los factores sexuales autônomos F̂ , 

F'..* etc ••• podemos ver la tendencia evolutiva, ya incipiente en 

las bacterias de poseer varies 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

pli con independiente y que, por diferentes alteraciones tenderian a 

establecerse como un nuevo cromosoma*

3* Transduccion* ^n las paginas précédantes hemos conside- 

rado al factor F, un episoma, déterminante de estructuras proieicas 

especializadas (F-pili) en la superficie 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 détermina, y que la replicaciôn autônoma 

de este se libéra del control que confiere al huesped la inmunidad 

a la superinfecciôn* Estaremos entonces prôximos a lo que llamamos 

fagos* Algunos fagos (los llamados "temperados”) son todavia verda­

deros episomas, puesto que su DNA alterna, segûn las circunstancias, 

del estado integrado al estado autonome*

En este ultimo 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 esta reprimido en su actividad viru- 

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



tabolismo de la bacteria, que transourre con absoluta normalidad. 

Las células que continen un profago, se denominan lisogénicas* 

C&ertoB agentes, como por ejemplo los rayos ultravioleta (llamados 

agentes de inducciôn) ocasionan la derrepresiôn del profago que 

entonces pasa de nuevo al estado autônomo*

Los fagos temperados son por lo tanto, verdaderos episo­

mas algo mas evolucionados que parecen ser los precursores de los 

"fagos virulentes" que han perdido la capacidad de lisogenia (in­

tegracion) consiguiendo el estado autônomo définit!vamente y sin 

alternativas.

Al igual que sucede en los episomas, en el caso de los 

fagos temperados, la inducciôn del profago se da a veces de modo 

que una pequena region del DNA bacteriano -en el que el profago 

estaba integrado- es arrastrada y tlevada en el DNA del nuevo fa­

go que se libera* Al infectar una nueva bacteria, este fago (llama­

do, ahora, particule transductora) podrâ 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 denomina TRANSDUCCION y 

fue descubierta en 1952 por un estudiante universitario llamado 

N*D. ZINDER* Cuando la transduccion se realiza por el mecanismo 

que acabamos de resumir muy similar al sistema F* de la conjuga­

cion, se denomina "transduccién especializada"* Un proceso dife-



rente caracterizado por el hecho de transferir practicamente cual- 

quier marcador genético del cromosoma bacteriano ha sido llamado 

"transduccion generalizada"#

Durante mucho tiempo se pensé que la formaciôn de las 

partlculas transductoras se realizaba, en la transduccion genera- 

lizada, por un mecanismo semê ânte al de la transduccién especiali­

zada* Fueron IKEDA y TOMIZAWA en 1965 quienes demostraron que las 

particulas transductoras que llevan a cabo la transduccion genera- 

lizada no contienen DNA fagico sino tan solo fragmentos de DNA bac­

teriano* En este tipo de transduccién, la producciôn 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 futures fagos* En un paso sucesivo, el DNA recientemente sinte- 

tizado emigra hacia estas cabezas (inicialmente vacias) y comienza 

la sintesis de las colas, y de otras estructuras; esto lleva a la 

formaciôn de las verdaderas particulas fagicas que son finalmente 

liberadas de la bacteria* Sucede, sin embargo, que a un pequeno 

nûmero de cabezas fagicas, en lugar de emigrar el DNA fagico, emi­

gra exclusivamente el DNA de la bacteria* Ese pequeno porcentaje 

de particulas fagicas con DNA de bacteria son las particulas trans- 

ductantes de la transduccién generalizada, las cuales irân a infec­

tar otras bacterias y a transferir su DNA bacteriano*



En los ûltimos anos se han hecho numerosos experimentos 

usando técnicas que incluian el empleo de isotopos radiactivos o 

pesados para observer el destine de los DNAs fagico o cromosômico 

sintetizados antes o durante la infeccion; se llegô a la conclusion 

de que el destine del DNA transductor, cualquiera que sea su origen, 

es variable y ha de ser considerado separadamente en los diferentes 

tipos de transduccion*

4* Transformacion* Dado que nuestro trabajo experimental 

ha versado integramente sobfe el proceso de transformacion bacteria­

na, creemos imprescindible el llevar a cabo una revision bibliogra- 

fica mas profunda sobre este tema, de aqui que dediquemos capitule 

aparté a este mecanismo de variabilidad bacteriana*



II. TRANSFORMACION BACTERIANA

Los pasos que comprende la transformacion bacteriana 

pueden dividirse en 2 categories principales aquellos que condu- 

cen a la yuxtaposiciôn o sinapsis de los genes donadores y recep- 

tores y los implicados en el proceso de recombinaciôn subsiguiente 

La explicaciôn del mecanismo por el cual se verifica el ultimo pa­

so es de importancia general en el campo de la genetica 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 transformacion fueron llevadas a cabo, en su mayor jkarte, con 

dos organismos: Diplococcus pneumoniae y Haemophilus influenzae.

De estos estudios surgiô una vision generalizada del proceso de 

transformacion que podia ser aplicada a otras especies bacterlanas 

transformables.

1. Definiciôn. La transformacion bacteriana es un proce­

so de transferencia intercelular de informaciôn en el cual una mo- 

lécu^a de DNA extracelular, producida por procedimientos naturales



(secreciôn o liais) o bien por extracciôn 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 transmisiôn conoci­

dos por el hecho de que el DNA purificado puede actuar como el vec­

tor en la transferencia de informaciôn*

El DNA extracelular puede resultar de una extracciôn y 

purificaciôn quimica, de lisis celular (OTTOLENGHI y HOTCHKISS,

1962; TAKAHASI, 1962) o liberarse de células en multiplicacion acti­

va (EPHRATI-ELIZUR, 1968). Este DNA extracelular, no importa de que 

manera alcance el entorno exocelular, esta sujeto a fuerzas Jledegra- 

daciôn. Las nucleasas que estân présentes de un# 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 purificaciôn. El DNA 

transformante es también degradado, en el curso de la purificaciôn y 

manipulaciôn, por fuerzas hidrodinâmicas generadas durante la homo- 

genizaciôn y pipeteo (LEVINTHAL y DAVISON, 1961). Esta degradaciôn 

redistribuye el genoma en un gran numéro de fragmentos de DNA mas 

pequehos. Si estas roturas en la doble hélice sucediesen al azar a 

lo largo del genôma bacteriano, entonces el numéro posible de molé­

cules de DNA diferentes en una preparaciôn de DNA puede ser extreroa- 

damente grande y los datos de recombinaciôn obtenidos usando la



transformaciôn como sistema analitico serian relativamente exactes. 

Por otro lado si existen puntos de rotura preferenciales, los datos 

para la construccion de mapas genéticos basados en la transformacion 

serian poco concluyentes. Âsî el termine "ligados" (linkage) cuando 

se aplica a transformaciôn bacteriana esta mejor definido como la 

probabilidad de que dos loci genéticos diferentes se situen en el 

mismo fragmente de DNA después de su liberaciôn espontânea o puri­

ficaciôn quimica (KENT y HOTCHKISS, 1964) y los mapas de marcadores 

ligados del genoma bacteriano complete, utilizando los resultados 

obtenidos por transformaciôn, no pueden ser verdaderas representa-

^  ciones de la secuencia de los cistrones en la estructura Intacta.et
0"
^ Las dimensiones de la molécula de DNA transformante y
ft

del genoma total pueden ser usados para calculer algunos datos deû
(0
U\ mucho interés en transformaciôn. El tamaho del genoma puede ser 

calculado bien por medidas fisicas directes o por calcules 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 autoradi ograf i as han demostrado la existencia de estruc­

turas que varian en longitud desde 700y^ (GANESAN, 1967) a 1300^  

(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 

10^ daltons (correspondiente a una léngitud aproximada de 700y^ ) 

(GANESAN, 1967) a 3,9 x 10^ daltons (correspondiente a una longitud 

aproximada de 2Q00y^ ) (EBERLE y LARK, 1967).



DENNIS y WAKE (1968), quienes consideraron 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 

conclusion de que el peso molecular de un genoma complete, es de
93.3 X 10 daltons lo cual équivale a una longitud de alrededor de 

1700̂ .
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 completes,cada uno con un peso
9molecular de 2.7 x 10 daltons.

BODMER (1966) ha sometido una preparaciôn de DNA transfor­

mante, extraido por el método de MARMUR (1961), a centrifugaciôn 

zonal y ha determinado que el peso molecular medio de las molecules
7bicatenarias de DNA era de 2.1 x 10 daltons. Esto signifies que el 

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

tud media de lOy^ . La célula de B. subtilis receptora del DNA (cé­

lula compétente) es mas pequena que la célula vegetative media te- 

niendo una longitud de aproximadamente 1.4y(A (JAVOR y TOMASZ, 1968), 

de estos datos se deduce que en la reacciôn 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 numéro de transformantes para un marcador



especifico si el numéro de sitios de penetraci6n en cada cllula 

receptora, es significativamente mener 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- 

tegracion para cada marcador es 1̂ y que existen 32 sitios actives 

por célula compétente segun han calculado FOX y HOTCHKISS (1957) 

en Pneumococcos, entonces solamente el 20% de las células recepto- 

ras se transformarân corne media, para ese marcador especifico, El 

calcule es muy similar para el case de B, subtilis ya que reciente- 

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

actives por célula compétente.

La molécula de DNA transformante debe también poseer 

ciertos atributos biofisicos y bloquimicos para ser biolôgicamente 

activa eh la reacciôn dé transformaciôn, Los mas importantes son: 

l) Un peso molecular superior a una magnitud minima, variando esta 

magnitud desde 2 x 10^ daltons (CATO y GUILD, 1968) a 10 x 10^ dal­

lons (SZYBALSKI y OPARA-KUBINSKA, 1966); 2) Una configuraciôn bicate- 

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

el de la cepa receptora,

3. Competencia

a) Definicién

Ya desde los primeros estudios realizados sobre transfor­

maciôn se sabe que esta solo se verifica cuando las células se en-



cuentran en un estado fisiologico caracteristico que las vuelve re- 

ceptoras en relaciôn con el DNA que se les suninistra (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 compétente es aquella cuya 

pared celular permite que pénétré DNA exôgeno (YOUNG, 1966; RANHAND 

y HERRIOT, 1966, SPIZIZEN et al. 1966). Para otros^compétente 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 (TdMASZ, 1966; PERRY y SLADE, 1966).

Estas très definiciones de competencia eran practicamente 

idénticas desde el momento en que se juzgaba que el numéro de trans­

formantes obtenidos era siempre estrictqmente 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). M&s tarde sin embargo, 

se descubrio que esto no se cumplia siempre. Una fragmentaciôn exce- 

siva del DNA donador, por ejemplo, causa una disminucion en el numé­

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 pénétra en las células y el numéro de transforman­

tes, se altera por incubaciôn en medios altamente nutritives, por 

variaciones del pH, de la temperatura o de la concentraciôn iônica 

(YOUNG y SPIZIZEN, 1961). Por otra parte, a bajo pH, tanto células 

intégras como esferoplastos de Haemophilus y de B. subtilis absor- 

ben DNA en cadenas simples en cantidades relativamente elevadas, 

pero el numéro 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

signe penetraciôn del DNA donador en cantidades apreciables (FOL- 

SOME, 1968; GERMAINE y ANDERSON, 1966; PERRY y SLADE, 1962). En 

conclusion no siempre la cantidad de DNA donador que pénétra en 

las células del cultivo receptor es una medida valida de su inte- 

graciôn en el genoma huesped, ni el grado dé esa integraciôn es 

una medida vâlida de su expresiôn. Este hecho se debe a que cada 

una de las sucesivas fases del fenômeno de la transformaciôn tiene 

exigencies diferentes en lo que respecta, por ejemplo, a la presen- 

cia de iones o molécules especificas, temperatura, pH y actividad 

metabôlica. 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 numéro de transformantes 

obtenidos, nosotros preferimos définir la competencia como TRANS­

FORMABILIDAD* En este sentido lato, la competencia es el resultado 

final de todas las fases de transformaciôn.



b) Localizaciôn de la competencia en las fases del 

desarrollo

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

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

la competencia surge y alcanza su mâximo durante la fasë exponen- 

oial. En el caso de Psenomococcus (HOTCHKISS, 1954), Haemophilus 

influenzae (GOODGAL y HERRIOTT, 1961), Bortedella pertussis 

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

B. subtilis (ANAGNOSTOPOÜLOS y SPIZIZEN, 1961; BOTT y WILSON, 1967) 

la competencia se alcanza al comienzo de la fase estacionaria. En 

B. subtilis se encontrô una correlaciôn entre el tierapo de genera- 

cion y la competencia (HORVATH, 1967) y esta ultima fue asi mismo 

identificada con una fase particular del ciclo de crecimiento (BOTT 

y WILSON, 1967). En las condiciones expérimentales usadas por estos 

autores, la competencia surgiô siempre en el momento en que la den- 

sidad optica del cultivo empézaba a desviarse de la curva lineal 

que caracteriza el crecimiento logaritmico (T̂ ) y el mâximo de com­

petencia fue alcanzado siempre 3 horas después del Tq. Estos tiempos 

fueron siempre independientes de la mayor o menor transformabi1idad 

de la estirpe usada.

Sin embargo se puede poner en duda la existencia de una 

relaciôn 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 limitaciôn de alguna 

de las sustancias del medio, el momento de apqriciôn de la compe­

tencia no se anticipa por ello (TOMASZ, 1966) indicando que no es 

la proximidad de la fase estacionaria lo que détermina la apariciôn 

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

ras en germinaciôn también son compétentes (SPIZIZEN, 1958).

Recientemente, DOOLEY et als. (1971) han llegado a la con­

clusion de que existe una independencia absoluta entre el estado de 

competencia y el ciclo biologico de la bacteria receptora en el caso 

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

estado de competencia en una pequena fracciôn de la poblaciôn se 

inician en la fase logaritmica y se ponen de manifiesto en la fase 

estacionaria correspondientes a la fraccion no compétente, pero 

ellous no pueden ser englobadas en ninguna de taies fases.

c) Desarrollo del estado de competencia

El significado del estado fisiolégico 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 transformaciôn de Pneumococcos debido fundamentalmente a lo 

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



se llegô a la conclusion de que la poblaciôn receptora ténia que 

pasar por un periodo de crecimiento y multiplicaciôn antes de que 

fuese susceptible a la transformaciôn (McCARTY et al. 1946). Tra­

bajos posteriores demostraron de una manera definitiva la natura- 

leza transitoria de la competencia y se llegô incluse a calcular 

que el tiempo que permanece compétente una celula indificual de 

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

SPIZIZEN (1958) fue el primero en describir un procedi- 

miento que permitia la transformaciôn de esporas germinantes de 

B. subtilts 168, un mutante inducido por rayos ultravioleta y ais- 

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

la cepa W-25, se encontrô que no era transformable por los procedi- 

mientos convencionales de transformaciôn (SUEOKA y YOSHIKAWA, 1963). 

ANAGNOSTOPOÜLOS y SPIZIZEN (l96l) difinieron las condiciones para 

la transformaciôn de células végétâtivas de B. subtilis. Estos auto­

res observaron que cuando las células se multiplicaban en un medio 

minime semi-definido la competencia comenzaba a aparecer en el culti­

ve durante la transiciôn 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 minutes, en la mayoria de los casos, la duraciôn del estado 

compétente se observé que era de 3 a 4 horas, y aunque la apariciôn



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

llegan a ser compétentes 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 compétente han sido estudiados profundamen- 

te. El extracto de levadura se vié que contenia factores inhibidores 

para la transformaciôn de células vegetativas y podian ser reempla- 

zados por bajas concentraciones de hidrolizado âcido de caseina 

(ANAGNOSTOPOÜLOS y SPIZIZEN, 1961), Ademâs de suministrar los reque­

rimientos auxotrôficos, el hidrolizado de caseina contenia L-histidi- 

na, un aminoâcido necesario para quelar los iones de Cu^^ inhibidores 

présentes en el medio. Otros compuestos quelantes (p.e. EDTA) son 

capaces de reemplazar a la histidina. La estimulaciôn de la transfor­

maciôn 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 composiciôn del hidrolizado de caseina comer- 

cial (WILSON y BOTT, 1968). Ciertos aminoAcidos se ha demostrado 

que son estimulantes en el proceso de transformaciôn (arginina, his­

tidina, treonina, glicocola, valina, âcido aspârtico, lisina y metio- 

nina) y otros inhibidores (alanina, âcido glutâmico, leucina, iso-



leucina y prolina) y las concentraciones relatives de estos amino- 

âcidos variaban considerablemente de un hidrolizado de caseina a 

otro.

YOUNG y SPIZIZEN (1961, 1963 b) han estudiado los requeri­

mientos fisiolôgicos de la transformaciôn usando como parâmetros de 

medida la frecuencia de transformaciôn y la incorporaciôn del DNA.

La inhibidiôn de la transformaciôn en medios ricos y en presencia

de Cu** se viô que era debida a una disminucion en la incorporaciôn
32por célula de DNA transformante marcado con F . La temperatura ôp- 

tima oscilaba entre 340 C y 370 C y el pH ôptimo entre 6.9 y 7.4,

El aporte de oxigeno o aire incrementaba la incorporaciôn del DNA 

y la transformaciôn en relaciôn con una atmôsfera de N^ o con respec­

to a los resultados obtenidos en cultives receptores no agitados. La 

naturaleza de la fuente de carbone (p.e. glucosa, piruvato o lactato) 

no tenian influencia sobre ninguno de los parâmetros. La presencia 

de Ba^^, Ca^*, Sr^^ o Mg^^ erai necesaria para obtener incorpora­

ciôn y transformaciôn^ siendo la concentraciôn ôptima para los ca- 

tiones de 0.005 M. Otros cationes monovalentes o divalentes, no 

influian sobre la incorporaciôn de DNA (YOUNG y SPIZIZEN, 1963 b) 

y la presencia de Fe^^ y Mn^^ (dos cationes asociados con la espo- 

rulaciôn) destruian la competencia (BOTT y WILSON, 1968). El medio 

de cultivo original descrito por SPIZIZEN (1958) contiene 0.14 M de 

fosfato potâsico, recientemente ha sido senalado que el anion fosfa- 

to podîa actuar como un inhibidor coropetitivo de la transformaciôn



(STEWART, 1968). Se encontrô que la omisiôn del fosfato potâsico 

del medio mlnimo no alteraba el pH y que la respuesta lineal de la 

transformaciôn frente a la concentraciôn de DNA fue cinco veces ma­

yor en el medio libre de fosfato.

Existen probablemente tantos môtodos para obtener un cul­

tive compétente de B. subtilis como laboratories interesados en es- 

tudiar este fenômeno. Dado que altas concentraciones de aminoâcidos 

eran inhibidoras del desarrollo de la competencia (ANAGNOSTOPOÜLOS 

y SPIZIZEN, 1961), muchos investigadores han eropleado el procedimien- 

to del "step-down" que impiica diluciôn del primer cultivo en un 

segundo medio nutricionalmente mas pobre (pero conteniendo una ma­

yor concentraciôn de M^^^) durante un corto periodo de tiempo antes 

de la adiciôn del DNA transformante. Sin embargo, actualmente se 

piensa que la disminuciôn de las frecuencias de transformaciôn se 

deben a la presencia de aminoâcidos inhibidores en el hidrolizado 

de caseina (WILSON y BOTT, 1968) y que condiciones nutritives preca­

rias (semi-staiVation-precarias) no se requieren de hecho para el 

desarrollo de la competencia. Otros môtodos han probado igual efica- 

cia y se han apreciado pequenas 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 senalado por BOTT y WILSON, que implica 

la adiciôn 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 diverses 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 

idénticos se obtuvieron incluso después de transf ormac i ones en cade- 

na en las que se usaron como estirpes receptoras los transformantes 

de la transformaciôn 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 esporulaciôn (ANAGNOSTOPOÜLOS y SPIZIZEN, 1961). En la 

mayoria de los casos en que, por mutaciôn o por transformaciôn, una 

estirpe dejô de ser esporôgena, perdiô también transformabilidad 

(SPIZIZEN, 1965). El âcido ot-picolinico^que es un inhibidor de la 

esporulaciôn 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 esporôgenos 

que sin embargo permanecen enteramente transformables (SCHAEFFER, 1964) 

pero debe recordarse que el proceso de esporulaciôn comprends una sé­

rié de fases sucesivas y que el bloquée de cualquiera de ellas da ori­

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



las primeras fases de este proceso las que parecen identificarse 

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

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

esporôgenos sin perder su transformabilidad hayan sufrido un bloqueo 

del proceso esporulante en una de las ultimas fases,

Finalmente, estudios autoradiogrâficos de cultivos compé­

tentes a los que se les anadiô DNA tritiado presentaron marcas de 

desintegraciôn del tritio asociadas a células que parecian presenter 

la morfologia de los estadios de pre-esporulaciôn (YOUNG, 1967)* 

SPIZIZEN y cols. (1966) concluyeron de todos estos datos que durante 

las fases iniciales del proceso esporulativo se dâ la sintesis de un 

producto capaz de determiner la competencia y que podria tal vez 

corrésponder al activador del que nos vamos a ocupar a continuaciôn.

e) Regulaciôn autocatalitica de la competencia: factor de 

competencia.

La regulaciôn de la competencia ha sido atribuida a très 

factores principales: El activador, su inhibidor y los lugares de 

uniôn 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 compétentes. 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)̂  demostrô que las células de Pneumococcus que 

se vuelven compétentes produces el FC.



Cuando pequenas cantidades de esa sustancia se difunden en el medio, 

se induce, en células vecinas incompétentes, la râpida produccién 

del PC que las vuelve asi compétentes. La velocidad de este proceso 

autocatalitico esta determinada por la probabilidad de colisiôn en­

tre moléculas activàdoras y células incompétentes por lo cual es de- 

pmndiente de la concentraciôn de células en el medio.

Cultivos sometidos a condiciones de incompetencia pueden 

volverse también compétentes y pôr lo tanto productores de factor de 

competencia si son activados por la adiciôn de pequenas cantidades 

de un extracto del FC.

La naturaleza quimica del activador ha sido investigada 

por TOMASZ y MOSSER (1966) en Pneumococcus y han encontrado que po­

sée un peso molecular de cerca de 10.000, se adhiere fuertemente al 

vidrio y a las superficies celulôsicas 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 lâbil pero a pH 10 11 présenta una gran estabilidad. No alte­

ra ninguna de las propiedades fisico-quimicas o biolôgicas del DNA 

aislado. Su acciôn activadora parece consistir en una reacciôn con 

algunas estructuras de la superficie de las células incompétentes 

(lugares de uniôn del activador) lo que daria origen a su vez a la 

formaciôn de lugafes de uniôn 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 RNÂ y de proteinas, 

bloques completamente tanto el proceso de activaciôn como la apa­

riciôn espontanea de la competencia (TOMASZ, 1969).

Utilizahdo DNA donador marcado con isôtopos radiactivos 

se comprobô que cultivos incompétentes incapaces de absorber DNA, 

comenzaban a absorberlo en cantidades apreciables después de haber 

sido tratados con el activador. Esta reacciôn de activaciôn exige, 

por parte de la célula, una continua actividad metabôlica, Enzimas 

proteoliticos asi como inhibidores de la sintesis de proteinas o 

de RNA bloquean t)talmente la reacciôn de activaciôn. Por el contrario, 

tratando con las mismas enzimas o inhibidores, cultivos ya. activados, 

la activaciôn previamente obtenida no es destruida. Estos resultados 

indican que la reacciôn de activaciôn implica la sintesis de al me­

nas 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 activaciôn, el apogeo 

de la competencia, esta puede ser mantenida indefinidamente diluyen- 

do 1:2 el cultivo periôdicamente en medio fresco. Si en lugar de 

esas diluciones, el medio fuese resuplementado con un pequeho volû- 

men de una mezcla concentrada de sus componentes, o fuese totalmente 

sustituido sin alteraciôn de la concentraciôn celular, o diluido



1 : 2 en su propio filtrado, entonces no se évita 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 

précisa 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 

(VOMASZ y MOSSER, 1966). Segun TOMASZ la competencia varia sobre to­

do en funcion de los 2 factores hasta ahora mencionados el activador 

y el inhibidor*

Se admite, finalmente, la existencia de un tercer factor 

en la obtenciôn de la competencia- los lugares de union del activa­

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

TOMASZ (1966) realize un experimento extraordinariamente 

significative: A un cultivo en maxima competencia, aÿadio un cultivo 

incompétente, genéticamente diferente* El cultivo mixte résultante 

fue entonces incubado, deterroinandose periôdicamente la transforma­

bilidad de cada una de las estirpes. Los resultados mostraron que 

la cepa compétente mientras sufria un declive temporal de la compet 

tencia, producia FC en cantidades suficientes para volver transfor­

mable a la cepa no compétente. Este fenômeno fue interpretado como 

una pérdida recuperable de los lugares de uniôn del activador.

Fluctuaciones ciclicas en la transformabilidad ya habian 

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



También en el caso de la transformaciôn de Streptococcus 

se propone la existencia de lugares de uniôn del factor de competen­

cia puesto que incluso cuando la producciôn del activador se mantiene 

en el mâximo y sin que se pueda detectar la presencia de ningûn tipo 

de inhibidor, se observa a veces un acentuado declive de la transfor­

mabilidad (PAKULA, 1965 c).

Es posible que estos lugares de uniôn del factor de compe­

tencia constituyan los precursores de los lugares de uniôn del DNA 

donador. La existencia de estos ûltimos fue sugerida por vez prime­

ra a raiz de las experiencias realizadas con Haemophilus,en las cua- 

les la transformaciôn fue inhibida por la acciôn competitive de DNA 

heterôlogo (SCHAEFFER, 1957). También en Pneumococcus se llegô a la 

misma conclusion a través de estudios cinéticos de adsorciôn del DNA 

donador (HOTCHKISS, 1957). En ambos casos se calculé que cada bacte­

ria compétente tendria de 10 a 25 lugares de uniôn del DNA transfor­

mante. Mas recientemente se comprobô que el periodato sôdico, 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 transformaciôn, tanto en H. in­

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

Un factor soluble ha sido también aislado de cultivos com­

pétentes de B. subtiliSfel cual puede inducir la apariciôn de la com­

petencia en cultivos no compétentes. Este factor estâ présente en el 

sobrenadante (CHARPAK y DEDONDER, 1965) y en los extractos acuosos 

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



han cromatografiado los extractos acuosos concentrados de células 

compétentes y no compétentes y han demostrado la existencia de 

ciertas substancias en los extractos obtenidos de las células en 

estado de competencia. El material active es termosensible e inac­

tivado cuando se expone a tripsina o quimotripsina, pero no se inac­

tive cuando se somete a tratamiento con RNA-asa. No se ha descrito 

0 postulado, inhibidor alguno de esta sustancia y el hecho de que 

una célula compétente de B. subtilis parece retener su capacidad 

para incorporer DNA transformante durante 3 ô 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 diverses auto­

res (STREIP et als. 1971). PIERSON et als. (1972) han detectado en 

el sobrenadante de cultivos compétentes de B. subtilis una substan- 

cia capaz de restaurer 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 maxima competencia, han aislado un factor capaz de adelantar la 

apariciôn del mâximo de competencia en células intactas en estado de 

baja competencia.

Aunque estos resultados son compatibles con los resulta­

dos del sistema de Pneumococcus deben aûn ser analizados mucho mas 

datos antes de que se pueda emitir una conclusion definitiva sobre 

la importancia e identidad de este factor.



f) Enzima autolitica de la pared celular

Otra faceta de los posibles mecanismos bloquimicos de 

la competencia en B. subtilis, que ha sido mas profundamente es­

tudiado es la acciôn 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 tampôn 

fosfato a pH 8. Por anâlisis quimico de los productos résultantes 

de esta autolisis, se demostrô la presencia de una enzima que sé­

para los polipeptidos de los polisacâridos de la pared celular, 

rompiendo las uniones entre el âcido acetil murâmico y la L-alanina 

(YOUNG, TIPPER y STROMINGER, 1964). Esta enzima se denomina acetil 

murami1-L-alanin-amidasa. La autolisis exige una energia de activa­

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

Esta enzima autolitica aparece durante la fase inicial del 

crecimiento logaritmico y, muy probablemente^ desempena un papel im­

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

La rotura del complejo peptidico facilitarâ la expansiôn 

de su rigido entramado al permitir la inserciôn de nuevos materiales 

en la pared y bajo la acciôn de una transpeptidasa que actua conjun- 

tamente con la amidasa. Esta hipotesis estâ 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 apariciôn de la competencia, 1% enzima autolitica acusa un 

aumento de actividad cuyo mâximo coincide con la iniciacion del 

periodo de transformabilidad. En mutantes de baja competencia o 

cuando cepas altamente transformables son cultivadas en condiciones 

desfavorables para la competencia, la actividad de esta enzima estâ 

muy limitada. Ademâs, se ha demostrado que la acciôn inhibidora o 

estimulante de los diverses cationes bivalentes y de diferentes con­

centraciones iônicas (YOUNG, 1966) afectan de un modo paralelo a 

la enzima y a la competencia,

Parece por lo tanto que el desequilibrio de la pared 

celular, causado por la enzima autolitica facilita la penetraciôn 

del DNA transformante, y asi la competencia aparece como un estado 

fisiolôgico de crecimiento caracterizado por un desequilibrio entre 

la actividad de la amidasa y la de la transpeptidasa que da origen 

a un estado de adelgazamiento especifico de la envuelta celular.

Esta hipôtesis estâ apoyada por los siguientes hechos:

1) Las bacterias E. coli K12 pueden ser transformadas por el DNA 

aislado del fago transductor Â  ,pero sôlo en la presencia de un 

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

2) El DNA del fago T4 puede penetrar en esferoplastos de E.coli pero 

no en células complétas de la misma bacteria (VAN DE POL, VELDHUISEN 

y COHEN, 1961).



3) El DNA del fago /  o del T1 puede dé la misma manera transformar 

esferoplastos pero no células complétas de E. coli (EVANS, MACKAL 

y COLEMAN, 1962).

4) El DNA del fago 0 174 infecta mejor los esferoplastos que las cé­

lulas complétas de E. coli (GUTHRIE y SINSHEIMER, 1960; HOFSCHNEIDER 

I960).

5) Finalmente, en muchas especies de Neisseria (SPARLING^ 1966), asi 

como de Pneumococcus (RAVIN, 1957) el grado de competencia es inver- 

saroente proporcional a la cadtidad de polisacarido de la capsula.

En la transformaciôn 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

formaciôn (SPIZIZEN, 1959); los cultivos compétentes son mas sensi­

bles a la lisozima que los no compétentes (MILLER, ZSIGRAY y LAND­

MAN, 1967) y, por lo menos en una de las cepas, los protoplastos 

absorben el DNA transformante en mayores cantidades que lo hacen 

las células intactas (HIROKAWA e IKËDA, 1966; HIROKAWA,comunicadiôn 

personal)•

Expérimentes relativamente recientes en los que el hidro­

lizado de caseina, generalmente usada en el medio de transformaciôn, 

fue sustituido por mezclas definidas de aminoâcidos, mostraron que 

varies 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 aminoâcidos 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 compétentes absorben mas DNA que los protoplastos obtenidos 

a partir de células no compétentes (HIROKAWA comunicaciôn personal) 

y existen razones para pensar que la membrana citoplasmâtica consti- 

tuye un punto de unién firme para el DNA transformante.

De todo lo anterior se desprende que el concepto de compe­

tencia no alude exclusivamente a un estado fisiologico absolute si- 

no que depende, asimismo, de la naturaleza del DNA donador utilizadoy 

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 compétentes para el DNA en cadena simple, puedem 

volverlas incompétentes 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 sera mejor comprendida después de haberse estudiado las diver­

ses fases del proceso de transformaciôn 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# Adsorciôn del DNA

Despues de que las células de un cultivo son puestas en 

contacte con el DNA donador, este comienza por adsorberse a la super­

ficie externa de las células que eran compétentes (Fig. l)$ El DNA 

adsorb!do 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 distinciôn experimen­

tal entre adsorciôn y penetraciôn del DNA donador.

La existencia de la adsorciôn como una fase, en cierto 

modo, autônoma,en el proceso transformante con caracteristicas 

propias que la distinguen de las fases subsiguientes de penetra­

ciôn e integraciôn 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 adsorciôn 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 tamano y estructura 

del DNA donador, asi como del pH y de la fuerza iônica del medio.

El DNA desnaturalizado o fragmentado por ultrasomidos, pierde casi 

todo su poder de adsorciôn (BARNHART y HERRIOTT, 1963) y decrece 

también a medida que la fuerza iônica aumenta a partir de ClNa 0.03 M
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hasta 0.3 M. Puesto que la concentraciôn de sales afecta la inte- 

racciôn de superficies electricamente cargadas, ese hecho fue in­

terpretado sobre la base de que el aumento de la fuerza iônica dis- 

minuye la atracciôn entre las cargas electrostâticas del DNA y de 

la superficie celular. El descenso graduai del pH (entre 7 y 5.5) 

provoca un aumento lineal en la adsorciôn, probablemente a causa 

de su efecto de redacciôn de cargas negatives (BARNHART y HERRIOTT,

1963).

La naturaleza electrostâtica de esta fase de adsorciôn 

fue también demostrada en B. subtilis, y asada para obtener el 

fraccionamiento electrocinético de cultivos compétentes con el 

consiguiente enriquecimiento en células compétentes. El método 

consistia en la filtraciôn de los cultivos compétentes a través 

de filtros con poros de diferentes tamahos, y resuspensiôn em me­

dios con fuerzas iônicas diferentes (JENSEN y HAAS, 1963 a y b).

Las conclusiones finales de estos estudios y de otros anteriores 

son en resumen las siguientes:

En un medio acuoso de pH neutro, la superficie celular 

mantiene una densidad de carga electrica negativa que es equilibra- 

da por la carga positiva del medio. La densidad de carga electrica 

de la superficie celular depende de la naturaleza estructural in- 

trinseca de la superficie celular (numéro de grupos aminicos y 

carboxilicos ionizables, etc) y varia con el estado fisiolôgico 

de la célula. Se demostrô por ejemplo que la movilidad electrofo- 

rética de las células bacterianas se altera hacia el final de la 

fase logaritmica.



La competencia surge en cada célula por un salto brusco 

hacia un mâximo de carga negativa que produce un potencial electro­

cinético elevado. Los factores extrinsecos (medio de cultivo) cau- 

san entonces un descenso graduai de las cargas negativas de la su­

perficie celular hasta un momento en que el DNA, negativamente car- 

gado, es atraido por la pared celular. Esta es posiblemente una de 

las funciones de la albumina bovinayde aqui que sea necesaria para 

la transformaciôn de B. subtilis (ANAGNOSTOPOÜLOS y SPIZIZEN, 1961). 

De hecho una vez que estas sustancias proteicas ee adsorben a la su­

perficie celular, tienden a desplazar el punto isoelectrico en su 

direccion 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 mâximo simultâ- 

neamente (YOUNG, 1967). Teniendo en cuenta el hecho de que la galac­

tosamina se aisla en la misma fracciôn del âcido teicoico (YOUNG y 

cols. 1964), es bien posible que el aumento en galactosamina contri- 

buya a la reducciôn de la carga electrica negativa de la pyed celu­

lar, por combinaciôn con grupos terminales fosfôricos (negatives) 

del âcido teicoico (YOUNG, 1967). El mismo papel, al menos parcial- 

mente, parecen desempehar los cationes que se sabe son necesarios 

para la transformaciôn como por ejemplo, Ca^^ en Diplococcus (FOX



y HOTCHKISS, 1957) y en Neisseria (LIE, 1965); Ca** y en

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

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

y Sr**, Ba**, Ca*^ o Mg*+ en B. subtilis (YOUNG y SPIZIZEN, 1963 a).

5e Penetraciôn del DNA

Cuando el DNA donador, adsorbido a las bacterias recepto­

ras, se vuelve resistente a la acciôn de la DN-asa anadida al medio, 

se supone que ha penetrado en el interior de las células receptoras 

(Fige l). Esta penetraciôn se da en esferoplastos o bacterias con pa­

red celular compléta, y en este ultimo caso tanto en cepas transfor­

mables como no transformables* En cuanto a protoplastos aûn existe 

controversia sobre la posibilidad de que tal proceso se lleve a efec­

to (MILLER et aïs. 1972). Al contrario de lo que sucede en la fase 

precedente, la penetraciôn del DNA exige métabolisme celular, se 11e- 

va* a cabo a una velocidad mesurable y es dependiente de la tempera­

tura. La primera de estas caracteristicas esta basada en el hecho 

de que se requiere una fuente de energia (glucosa o bien otra) pa­

ra que el proceso de penetraciôn 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 inhibidores roetabôlicos 

incluso cuando son ahadidos a un cultivo compétente al mismo tiempo 

que el DNA (SPIZIZEN y cols. 1966; BARNHART y HERRIOTT, 1963). La 

energia de activaciôn de este proceso de penetraciôn fue calculada 

en 13.9 Kcal.



La cinética de la penetraciôn del DNA se estudio en expé­

rimentes de transformaciôn de B, subtilis en los cuales se anadiô 

DN-asa a diferentes intervales de tieropo después de haber suminis- 

trade el DNA al cultive, determinandose en cada case el nûmere de 

transfermantes ebtenides (LEVINE y STRAUSS, 1965). De este mede se 

demostro que para ebtener per le menes un transfermante, se requiere 

un determinado période de tiempo entre la adiciôn del DNA y de la 

DN-asa al que se llam6 période de latencia. Su duracion es indepen- 

diente de los marcadores genetices y de las estirpes usadas asi cerne 

del grade de fragmentaciôn, concentracion e unienes transversales 

existantes en el DNA, ne siendo alterada tampoce per la adiciôn de 

un excese de DNA homôlege no transformante*

El période de latencia es, cen tede, dependiente de la 

temperatura, siende mas large a 26û C que a 370 C, y es nule si el 

tratamiente cen DN-asa se sustituye per lavades del cultive, que 

éliminent el DNA del medioi, pero no el adsorbido* A 260 C el période 

de latencia es de 2.5 min. De este période de tiempo, apenas cerca 

de 1.3 min. son de hecho utilizados para la entrada del DNA. El tiem­

po restante corresponde probableraente a algun proceso metabolice pre­

cedents (STRAUSS, 1965), como es la posible sintesis de un tipo de 

permeasa (KOHIYAMA y SAITO, I960)* La existencia de una permeasa 

del DNA dotada de un mecanismo de transporte active ha side propues- 

ta asiraisme en la transformaciôn de Haemophilus (STÜY y STERN, 1964), 

siendo posible que les cationes necesaries para la reacciôn de trans­

formaciôn esten relacienados cen esta enzima (SCHLISSEL y SWORD, 1966)



La duracion del période de latencia para los dobles trans­

formantes de genes ligades es directsmente proporcional a la distan- 

cia cromesômica entre eses genes (STRAUSS, 1965). Este hecho indica 

que el DNA transformante pénétra la pared celular longitudinalmente. 

Esta hipôtesis fue confirmada mas tarde en expérimentes que mostra- 

ban que esas transformaciones dobles son originadas per la misma me- 

lecula de DNA donador y que, per tante, el periodo de latencia repré­

senta de hecho, el tiempo necesarie para la entrada del segmente de 

una molêcula de DNA comprendide entre las 2 marcas transformaderas. 

Ëse tiempo es tante mas largo cuanto mas alejados estuvieran eses 

marcadores (STRAUSS, 1966). El mecanismo per el cual se da la pene- 

tracion del DNA no esta demasiado clare en la actualidad. For un la­

de parece exigir energla y métabolisme; por etro lado hay pruebas de 

que las células compétentes tienen las paredes adelgazadas y modifi- 

cadqs, indicando que la penetraciôn del DNA se da a travée de hendi- 

duras de la pared per un proceso fisice, auxiliado por un descense 

graduai en la carga negativa de la pared celular (YOUNG, 1967). Es 

posible que la aparente contradicciôn de estes datos provenga de ne 

haberse distinguide todavia suficientemente entre la penetraciôn de 

la pared y la penetraciôn de la membrana, que podrian ser 2 fenôme- 

nos diferentes: el primero puramente fisice; el segunde metabolice 

y energético. MILLER y LANDMAN (1966) presentaron cases en los cuales 

parte del DNA transformante, después de volverse résistante a la 

DN-asa parece quedar entre la pared y la membrana durante un période 

de tiempo considerable.



Otro aspecto del mecanismo de penetraciôn ha sido pucsto 

de manifiesto por autoradiografias de cultives de B. subtilis recien 

transforroados con DNA tritiado, en los que el 88% de las células que 

presentaban marcas de desintegraciôn 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 hipôtesis de que el DNA después de fijarse a la membrana cito- 

plasmâtica es forzado hacia el interior de la espora por el désarro- 

llo de esta, quedando asl separado del genoma vegatàtivo y de las 

nucleasas. Posteriormente, el medio sôlido usado para poner de mani­

fiesto la transformaciôn impediria la consumaciôn del proceso de es- 

porulaciôi, y restaurarîa el crecimiento vegetative, permitiendo asi 

la recombinaciôn y la expresiôn del DNA transformante (YOUNG, 1967). 

Estos resultados estan en franco desacuerdo con las experiencias de 

integraciôn de DNA descritas para ERICKSON yBRAUN (1968).

Otras autoradiografias de cultivos del mismo organisme, 

también expuestas a DNA tritiado (WOLSTENHOLME, VERMEUEN y VENEMA,

1966), mostraron marcas de desintegraciôn del tritio claramente aso- 

ciadas con la pared externa de los mesosomas. Puesto que durante el 

desarrollo mâximo de la competencia se da un notable aumento de los 

mesosomas, es posible que estos sirvan para transporter 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 compétentes, se tienen que utilizer nuevos métodos



para poder estudiar las distintas vicisitudes- que atraviesa antes 

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

el de la reextracciôn y anâlisis del DNA intracelular de cultivos 

recien tratados por el donador. Ese DNA eeextraido contiens 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 elles con elementos de densidad diferente o con diferentes ra- 

dioisôtopos; 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 transformaciôn revelarân si el DNA reextraido 

contenia de hecho, y en qué grade, fragmentes del donador inicial 

Asi se denomina "actividad donadora" al grado en que el DNA reextrai­

do es capaz de inducir transformaciôn para los marcadores genéticos 

caracteristicos del donador inicial. En el proceso de transformaciôn 

de Pneumococcus se descubriô un breve periodo, después de la pene­

traciôn del DNA donador, durante el cual el DNA reextraido no révé­

la actividad donadora alguna (FOX, I960). Este periodo fue denomina- 

do '•ECLIPSE” por analogia con la fase de la infecciôn virica conoci- 

da con el mismo nombre.

Algo similar sucedia en el caso de B. subtilis y en ambos 

génères la actividad transformante del primer donador se récupéra en 

funciôn del tiempo de incubaciôn. Sin embargo H. influenzae carece de 

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

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



La primera interpretaciôn de este fenômeno en Pneumococcus 

(EPHRÜSSI-TAYLOR, 1960 b) mantenîa que el DNA donador séria inicial- 

mente inactivado por la union a un lugar receptor* Esta interpreta­

ciôn fue después abandonada, y recientemente rechazada (GHEI y LACKS,

1967).

32En experiencias en las que el DNA donador marcado con P

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

se ha observado que en el DNA reextraido pocos minutos después de
32la penetraciôn, el P fue encontrado en una fracciôn constituida

por pequenos oligonucleotides dializables, y en otra, no dializable

que sedimentaba en ClCs en la zona de alta densidad que caracteriza

el DNA desnaturalizado. En el DNA reextraido a partir de incubaciones

sucesivamente mas prolongadas desppes de la penetraciôn, esa fracciôn

de DNA desnaturalizado aparece progresivamente mas reducida hasta de-
32saparecer por complète al mismo tiempo que el P del DNA donador 

comenzô a aparecer en una nueva fracciôn, asociado con el DNA en ca- 

dena doble del receptor. De aqui se concluyp que el periodo de eclip­

se es una consecuencia de la desnaturalizaciôn del DNA donador, des­

pués de su penetraciôn en las células 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 integraciôn subsiguiente 

del donador desnaturalizado en el DNA en cadena doble del receptor 

restituiria al DNA reextraido la actividad donadora, cesando asi el 

eclipse.



Esta hipôtesis fue apoyada por trabajos posteriores de 

FOX y ALLEN (1964) y confirmadas por experiencias mas recientes 

de GHEI y LACKS (1967). En estas ultimas^el DNA reextraido durante 

el periodo de eclipse fue puesto en contacte con otro DNA desnatu­

ralizado, en condiciones que permiten el emparejamiento de cadenas 

simples del DNA. El resultado fue la recuperaciôn de la actividad 

donadora.

En Haemophilus se pensô desde el principio que no existia 

un periodo de eclipse, que los segmentes de DNA donador se integra- 

rian en el genoma del receptor bajo la forma de cadenas dobles (HE- 

RRIOTT, 1961; STUY, 1965; VOLL y GOODGAL, 1961 y 1965). Esta conclu- 

siôn estaba basada en experiencias con DNA heterozigôtico artificial, 

en que se presuponia que, por el apareamiento de dos tipos de DNA 

desnaturalizado, con diferentes marcadores genéticos, no se podîa 

obtener un DNA hibrido que tuviese en la misma cadena ambos marcado­

res.

Cuando se probô que esta suposiciôn era falsa (HËRRIOTT,

1965) se puso en duda la inexistencia, en Haemophilus de una desna- 

turalizaciôn del DNA donador previa a la integraciôn (VENEMA, PRIT­

CHARD y VENEMA-SCHRODER, 1965 a). Experiencias posteriores emplean- 

do diverses marcadores en una misma molécula demostraron que, de he­

cho, no se observa desnaturalizaciôn del DNA donador aunque so^o una 

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



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

cadena es destruida.

En B, subtilis tambien se llegô a admitir que no existia 

ningûn periodo de desnaturalizaciôn, puesto que no se encontraba 

por fraccionaroiento en ClCs ningûn vestigio de DNA monocatenario 

(PENE y ROMIG, 1964). Sin embargo, se pensô que los métodos de pre- 

cipitaciôn del DNA usados por estos autores podian haber excluido 

el DNA desnaturalizado (VENEMA y cols. 1965 a). Posteriormente se 

ban ido acumulando pruebas indirectes en favor de que la existencia 

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

naturalizaciôn del DNA donador.

VENEMA y cols, (1965 a) demostraron que, en esta especie, 

el DNA donador sufre inmediatamente después de la penetraciôn una 

perdida transitoria de su capacidad transformante; que este eclipse 

corresponde a la desnaturalizaciôn del donador se apoyaria, parcidl- 

mente/ en el hecho de que solo una cadena de cada molécula de DNA do­

nador se integra en el genoma receptor. La integraciôn monocaténaria 

del donador fue demostrada en las elegantes experiencias realizadas 

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

Âdemâs, se ha encontrado donador desnaturalizado en el in­

terior de células de B. subtilis en expérimentes en los que se diô
15 2 gDNA donador marcado con N , H y timidina H a células receptoras

marcadas con P^^, N^^ e H^. Durante un corto intervalo de tiempo,



Éespués de la penetraciôn del DNA, se encontraron en el DNA reextrai- t

do, atomos del donador en fracciones de ClCs que correspondian tanto 

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

1964). Esto indicarîa que el DNA pénétra la pared celular bajo la 

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

Podemos también buscar apoyo para la teoria del eclipse- 

-desnaturalizaciôn en experiencias realizadas con DNA dotado de 

uniones transversales. Asl varies réactivés que anadidos a soluciones 

de DNA determinan una disminuciôn de su capacidad transformante, cau- 

san también uniones transversales del DNA, como se demostrô por la 

resistencia a la desnaturalizaciôn. Entre estos réactivés se encuen- 

tran el âcido nitroso (BECKER, ZIMMERMAN y GEIDUSCHEK, 1964; GEIDÜS- 

CHEK, 1961), la mitomicina C (NAKATA y SAKAMOTO, 1961) y los rayes 

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

El hecho de que estes tratamientas causaran en el DNA, tan­

to una pérdida en su capacidad de transformaciôn como una resistencia 

a la desnaturalizaciôn, parece significar que la integraciôn ha de 

ser precedida o acompanada por la conversiôn de la cadena doble del 

DNA en cadenas simples, ya que fue demostrado que el tratamiente pre- 

vio con rayes ultravioleta, del DNA donador o de las células recep­

toras de Haemophilus permite la penetraciôn normal del agente trans­

formante, pero impide su asociaciôn con el genoma receptor. Como 

consecuencia de estos y de otros datos, se llegô a la conclusiôn de



que la formaciôn de uniones transversales, inducldas por rayos ul­

travioleta, impide la desnaturalizaciôn del DNA donador, imposibi- 

litando asl su integraciôn subsiguiente (NOTANl y GOODGAL, 1965).

Es probable que los otros agentes causantes de uniones transversa­

les, que, asimismo disoainuyen 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 sedaUdesnaturalizaciôn 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 apariciôn de 

un estado monocatenario que explica el periodo de eclipse.

Finalmente, con respecto a B. subtilis»si bien se apunta

hacia la existencia de una fase monocaténaria previa a la integraciôn, 

este punto aûn esta sujeto a controversial y asl VENEMA y cols. (1970) 

(comunicaciôn personal) senalan el haber obtenido evidencia sobre la 

existencia de un estado bicatenario especial del DNA donador consis­

tante en una disminuciôn de su tamaho 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 investigaciôn continua abierta en este punto

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



yan las teorias de VENEMA, PIECHOWSKA y FOX (1971) en experiencias 

realizadas sobre gradientes de ClCs y de sacarosa ton DNA donador 

obtenido después de la incorporaciôn al primer receptor y tratado 

con pronasa y lipasa, apuntan hacia la existencia de un DNA monoca­

tenario ligado a una proteina^lo cual justificarla 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. Integraciôn

El DNA reextraido de cultivos que estan en una fase avan- 

zada del proceso de transformaciôn, muestra haber recuperado la acti­

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

minaciôn del eclipse se debe a la integraciôn del DNA donador (hasta 

entonces en cadena simple) en la estructura en cadena doble del recep- 

tor. Esta integraciôn se da no por la mera .adiciôn del DNA donador 

al genoma receptor, sino por una sustituciôn parcial de este por 

aquel. En realidad desde hace bastante tiempo se comprobô que los 

caractères dominantes y recesivos transformaban con idéntica efica- 

cia (RAVIN, 1959)ymas tarde se observô también la constancia de gru- 

pos ligados ("linkage”) incluso entre genes de los que uno habia sido 

transforraado. (FOX, 1960; VOLL y GOODGAL, 1961; ANAGNOSTOPOÜLOS y 

CRAWFORD, 1961). Estos y muchos otros trabajos posteriores no dejaron 

ninguna duda sobre que la integraciôn se da por sustituciôn de parte 

del genoma receptor por segmentes del DNA donador.



Para explicar esta sustituciôn se ha acudido a algunas 

variantes sobre las dos hipôtesis générales forrauladas hace ya lar­

go tiempo, para la interpretaciôn de la recombinaciôn entre cromoso- 

mas la hipôtesis de "rotura y reuniôn” ("breakage and reunion" 

DARLINGTON, 1935) y la de "selecciôn de molde" ("copy choice" LEDER- 

BERG, 1955). Aplicando la primera hipôtesis al caso de la transfor­

maciôn, se admite que el donador y el receptor se fracturan en pan­

tos homôlogos y se unen de nuevo de modo que originan la formaciôn 

de una estructura recombinada, que contiene fragmentes de una y de 

otra de las unidades iniciales. Este proceso recombinante no exige, 

por tanto, sintesis cromosômica.

En la hipôtesis de la "selecciôn de molde", por el contra­

rio, séria durante la replicaciôn cromosômica cuando se doria la re­

combinaciôn; durante el proceso replicativo de la regiôn transforma- 

da séria esta, en algunos casos, la que se toma como molde, surgiendo 

asi un transformante, producto de este proceso de replicaciôn, sin 

que el donador y el receptor originales se asociasen fisicamente. La 

primera prueba indirecte 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 replicaciôn apreciable del 

DNA (FOX, 1960; VOLL y GOODGAL, 1961). Una prueba mas directa se obtu- 

vo por medio de los expérimentes realizados en Pneumococcus por FOX 

y HOTCHKISS (i960) empleando isotopos radiactivos y pesados y gra­

dientes de Cl Cs.



En B. subtilis la integraciôn fisica por fotura y reuniôn 

fue demostrada por primera vez, administrando DNA radiactivo a célu­

las compétentes que poseian cromosomas marcados con isotopos pesados, 

El fraccionamiento en Cl Cs del DNA de esos cultivos recien transfor- 

mados revelô la uniôn del marcador radiactivo con el de densidad (PE­

NE y ROMIG, 1964), Todos los estudios posteriores han confirmado la 

integfaciôn por rotura y reuniôn 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 integraciôn de cadenas simples fue sugerida en expéri­

mentes con D. pneumoniae (FOX y ALLEN, 1964) y H. influenzae (NOTANl 

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

de la integraciôn en cadenas simples se obtuvieron a partir de ecpe- 

riencias con marcadores multiples (BODMER y GANESAN, 1964). Posterior­

mente se encontraron pruebas mas concluyentes por medio de hibridaciôn 

de preparaciones de DNA genéticaroente diferentes (VENEMA y cols. 1965 

a; y VESTRI y cols. 1966)

La integraciôn en cadenas simples,en B. subtilis,fué mas 

recientemente confirmada por separaciôn de las dos cadenas complemen- 

tarias del CNA por medio de la acciôn diferencial del écido polirri- 

boguanilico (CHILTON, 1967). Estas ultimas experiencias también de­

mostraron que las dos cadenas complentarias del DNA de B. subtilis 

tienen idéntica capacidad de transformaciôn.



Los mecanismos de integraciôn y sus fases son menos claros 

y parecen mostrar algunas variaciones entre los diferentes sistemas 

de transformaciôn. 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 de cadena 

triple; b) recombinaciôn por rotura y reuniôn; c) reparaciôn de la 

molécula recombinada.

Para la interpretaciôn molecular de la recombinaciôn del 

DNA donador con el receptor durante el proceso de transformaciôn se 

han elaborado dos modèles en los ûltimos anos,

El primero de elles (LACKS, 1966) admite que las variaciones 

en la eficiencia de integraciôn, caracteristicas de los diferentes 

loci, son debidas a diferentes tipos de incompatibilidad molecular en­

tre los nucleôtidos del DNA donador y los del receptor. Incompatibi- 

lidades acentuadas impedirian el apareamiento del donador con el re­

ceptor y su posterior recombinaciôn, deterroinando asi, los casos co- 

nocidos de baja eficiencia de integraciôn. En los otros casos la es- 

tructura en cadena triple alcanzaria un equilibrio termodinâmico, 

cuando el segmente donador establece dos uniones con una de las cade­

nas del receptor. Entonces una exonucleasa comenzaria por atacar la 

regiôn terminal 3*-0H del segmente donador hasta la primera uniôn; 

ahi, la exonucleasa catalizaria una uniôn nudeotidica entre el seg­

mente 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 regiôn subsiguiente 

del receptor; al llegar a la segunda uniôn, catalizaria otro enlace 

nucleotidico entre el donador y el receptor y pasaria a degradar la 

secciôn restante del DNA donador (Fig. 2).

Se formaria asi una molécula recombinada por un proceso 

enzimatico que, al mismo tiempo que degradaria las secciones del 

DNA donador no integradas, estableceria las uniones covalentes entre 

los segmentes integrados del donador y del receptor.

Fig. 2.- Representaciôn esquemâtica del modelo de Lacks. 
En trazo fino el DNA receptor, en trazo grueso el DNA 
donador. El asterisco indica el lugar de actuaciôn de la 
exonucleasa.

El modelo de LACKS postula por tanto, que es el mayor o 

menor grado de apareamiento en la fase de sinapsis el que détermina 

la eficacia de integraciôn 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 integraciôn, forman 

inicialmente, con idéntica frecuencia, moléculas apareadas y recom-



binadas, pero un proceso subsiguiente de revision élimina con pre- 

ferencia las moléculas recombinadas pertenecientes a marcadores ge­

néticos de baja eficacia de integraciôn. Este modelo es el llamado 

"eliminacion selectiva" ("destruction choice").

8. Expresiôn

Se ha demostrado en varies casos, que cerca de 30 a 45 min. 

después de la adiciôn de DNA a cultivos compétentes de B. subtilis, 

se encuentra ya consumado el proceso de integraciôn 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 triptôfano 

(NESTER y STOCKER, 1963) o bien las células que han sido transforma­

das para el caracter de motilidad no manifiestan tampoco este carac- 

ter (STOCKER, 1963). Esta fase del proceso de transformaciôn se deno­

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

En la transformaciôn de otras especies, esta latencia de 

expresiôn parece no existir (LACKS y HOTCHKISS, 1960). A pesar de 

que en B. subtilis, los genes recien integrados atraviesan un largo 

periodo de expresiôn latente, algunos de los genes nativos de la cé­

lula reccptora mantienen actividad metabôlica. En realidad, células 

recien transformadas sintetizan abundantemente proteinas y m-RNA de



corta duracion, mientras que la sintesis de HNA estable y la de DNA 

se encuentran reducidas (McCARTHY y NESTER, 1967).

Es sabido que, si las células recien transformadas para 

resistencia a antibiôticos o a otras drogas son puestas en contacte 

inmediatamente con la respectiva droga, solo pocos o ningûn trans­

formante se expresan. Si, por el contrario, el mismo cultivo fuese 

primero incubado durante pocas horas en un medio complete, exento de 

la droga de referenda, (medio de fijaciôn) y entonces transferido al 

medio seleccionador de transformantes (medio, por lo tanto, con la dro­

ga), el numéro de transformantes expresados aumenta notablemente (lYER, 

1962).

En menor grado el mismo fenômeno 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 transforraado un pe­

riodo de fijaciôn en medio completo (WILSON, 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 fijaciôn, no dan 

origen a transformantes (BODMER, 1966). En experiencias identicas 

pero en las que el DNA donador fue previamente tratado 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 diô 

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 incubaciôn de cultivos recien transformados 

de B. subtilis en medios liquides diferentemente suplementados, se 

demostro que la supervivencia de las células recien transformadas 

exige la presencia de aminoacidos no esenciales, concluyendose que 

hay un sintesis polipeptidica necesaria para la expresiôn (KAMMEN 

y cols. 1966 a). Se demostrô 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 expresiôn, no esta dirigi- 

da por el RNA. Por otro lado, la adiciôn de 5-fluorouridina en ausen­

cia de aminoacidos no esenciales causa la muerte preferencial de los 

transformantes. Puesto que la 5-fluorouridina 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 expresiôn, corres­

ponde a la de los mucopéptidos de la envuelta celular.

Sin embargo, al ahadirse 5 -fluorouridina en presencia de 

aminoacidos, no se encontrô efecto létal, lo que indica que no es 

exclusivamente la reparaciôn de la pared celular lo que esté en juego,

Por otro lado, un modelo de regulaciôn de la replicaciôn 

cromosômica establecido por LARK (1966) también asegura la necesidad 

de una sintesis polipeptidica, no dirigida por el RNA, para la con­

versiôn del "pre-replicador" en "replicador", las cuales son estruc-



turas de union del origen del cromosoma con las estructuras celula- 

res perifericas. Tal conversion es indispensable para la iniciacion 

de la replicaciôn cromosômica.

Por lo tanto es bien probable que el periodo de fijaciôn, 

necesario para la expresiôn de transformantes, represente una forma 

de estabilizaciôn a traves de la uniôn del DNA integrado a la peri- 

feria de la celula, siendo esta una condiciôn necesaria para la re­

plicaciôn y expresiôn.



III. TRANSFECCION

El descubrimiento de la competencia en B. subtilis 

estirpe 168 desemboco en un renovado interés por los bacterio- 

fagos de B. subtilis, habiendose aislado y caracterizado un gran 

numéro de fagos transductores (THORNE, 1962; IIJIMA e IKEDA, 1963), 

utilizandose desde entonces la transformaciôn y la transducciôn 

comparada (BARAT, ANAGNOSTOPOÜLOS y SCHNEIDER, 1965; EPHRATI-ELIZÜR 

y FOX, 1961; AOKI, SAITO e IKEDA, 1963) para la clasificaciôn 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 

transformaciôn el DNA bacteriano que contenian. Empleando métodos 

similares y valiendose de DNA extraido a partir de los fagos de 

B. subtilis SPIO (OKUBO y cols. 1963) y PBSl (MAHLER y cols. 1964) 

se ha conseguido aclarar en parte el mecanismo de la transducciôn 

en el género Bacillus asi como facilitar grandemente la confecciôn 

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



La infecciôn de células en estado de competencia por el 

âcido nucleico aislado de un virus da lugar a la producciôn de un 

virus complete este fenômeno ha sido definido como TRANSFECCION.

KAISER y HOGNESS (i960) fueron los primeros en deraostrar 

la transfecciôn infectando células de E. coli K-12 con DNA aislado 

de un fago defective X  y con un fago coadyuvantt. ("helper phage") 

con aquel relacionado.

Un tercer tipo de transfecciôn, es la infecciôn con DNA 

fâgico de poblaciones celulares que habian desarrollado la compe­

tencia para transformaciôn, sisteraa que fue investigado por ROMIG

en 1962. Posteriores investigaciones sobre la transfecciôn de B.sub­

tilis 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 transfecciôn puede ser considerada como un modelo sim-

plificado de la transformaciôn bacteriana. Una molécula de DNA vi­

rico entraria en la célula por un mecanismo similar al que introdu- 

de el DNA bacteriano en transformaciôn e inicia la formaciôn de un 

centre infeccioso, sin embargo la recombinaciôn entre DNA donador 

y receptor y otras etapas que tienen lugar en las bacterias trans­

formadas no son necesarias en transfecciôn. De todos modes cada uno 

de los sistemas de transfecciôn examinados mas arriba tiene rasgos 

caracteristicos y el reconocimiento de los mismos es fundamental a 

la hora de valorar taies sistemas.



IV. EL CULTIVO CONTINUO EN EL 

ANALISIS DE FUNCIONES CE­

LULARES.

El método del cultivo continuo se emplea cada vez mas en 

la industrie microbiolôgica debido a que posee diverses ventajas con 

respecto a los procedimientos convencionales de cultivos ordinarios 

(MALEK, 1960). También se utilizan con gran éxito los cultivos con­

tinues de microorganismos en investigaciones genéticas (MOSER, 1958),

Una condiciôn indispensable de la vida es la interacciôn 

del organisme con su entorno, el intercambio continuo de materia en­

tre elles. Cada ser viviente, incluyendo la célula bacteriana, res­

ponds 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- 

lôgica.

En cultivos ordinarios la adaptaciôn de las células a las 

condiciones ambientales tiene lugar solamcnté 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 el, la varia- 

cion de su estado morfo-fisiologico va retrasada con respecto a la 

composicion del medio.

Asi mismo, tales estados de desequilibrio pueden también 

presentarse en un medio fluyente si las células son retenidas en el 

matraz de cultivo mediante un filtro o cualquier otro procedimiento 

hasta que su numéro aumente por enciraa 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 continuamente a uno de los extremes del aparato, 

mientras por el otro extremo libera el cultivo que ha completado su 

desarrollo. Tales métodos son continues desde un punto de vista tec- 

nologico, pero no en el aspecto fisiologico.

1. Clasificacion de los sistema de cultivo continuo

a) Sistemas de flujo simple (single stream)

Consistes en unas cadenas de fermentadores (de volumenes 

iguales o desiguales) 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 traves 

de todos los fermentadores:



c

Las tasas de diluciôn (D̂ ) en los diferentes fermentadores 

estan siempre en una razôn fija de uno a otro dependiendo de los vo­

lumenes del fermentador

En el caso de que todos los fermentadores tuviesen el mis- 

volumen, sus tasas de diluciôn serian las mismas para cada va-mo

lôr de f.
'"a = S  = -  V.- = f

b) Sistemas de flujo multiple (Multi-streara)

Difieren de los anteriores en que tienen multiples entra-

das de medio nutritive (de la misma o de diferente composiciôn)

Se parecen a los sistemas single-stream en que las modifi- 

caciones introducidas en los ûltimos 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- 

tem medios nutritives pueden ser variados independientemente y por 

lo tanto las tasas de diluciôn son también independientemente varia­

bles. Por ejemplo, cambiando el flujo de entrada del medio en el fer­

mentador 2 es posible variar D^ sin carabiar D^ (aunque D^, D^, etc. 

serân afectados necesariamente).

c) Sistemas de flujo multiple con Freedback

Son sistemas multi-stage modificados por el hecho de que 

material procedente del ultimo fermentador, puede ser introducido 

en un fermentador anterior de la cadena

Este tipo de sistemas puede subdividirse en un gran numé­

ro de variadades.

El material reciclado puede ser "cultivo puro" sin célu­

las: (FEEDBACK SIN CONCENTRACION) o bien mediante el empleo de cen­

trifuge de flujo continuo o tanques de sediraentaciôn etc., el liqui­

de 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 présente memoria 

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



atenciôn a la teoria que rige los mismos, Por otra parte, estos sis­

temas son los mas ainpllamente usados hasta la feclia, 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 El medio de 

cultivo que contiene el factor limitante de crecimiento S a una con­

centracion entra al fermentador con un flujo f y la tasa de dilu-

cion es:
(1)

Las concentrâtiones de células y de sustrato en el fermen­

tador son respectivamente: X y S
s

o b  V]

I

Fig. 3

El crecimiento bacteriano sigue la ecuaciôn exponencial

i s -  = A*dt /

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

volumen) en el tiempo t y A es la tasa de multiplicaciôn neperiana. 
Ahora bien, la tasa de mtfltiplicaciôiyt, no es un valor constante

sino que depende o esta relacionada con la concentracion de factor

limitante S como se puede ver en las grâficas siguientes (MONOD, 1942):
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FIG. 4



Ës évidente I sobre todo en el caso de la glucosa y de la 

manita, que la tasa de multiplicaci6n es casi independiente de la 

concentracion del sustrato hasta valores extremadamente bajos de )oa 

mismos. Con la lactosa, sin embargo, los resultados son netameiite 

diferentes, ya que la tasa de multiplicaciôn 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 asîntota horizontal. En 

primera aproximaciôn, los limites entre los cuales se podria esta- 

blecer una relacion lineal son extraordinarlamente estrechos y es- 

tan comprendidos en una zona de concentraciones muy inferior a 

aquellas que se utilizan en la practice.

Para establecer la relacion entre el crecimiento y la con­

centracion del sustrato en estas condiciones^se adopta una formula 

hiperbolica anâloga a la que expresa la saturaciôn. de la hemoglobi- 

na en funciôn de la tension de oxigeno (Michaelis Menten):

K< + s
(3)

Siendo^ la tasa de multiplicaciôn^S la concentracion del

sustrato limitante, y Ks dos constantes. El significado fisiolo-
/ Sgico de estas dos constantes es claro. Se ve que el cociente:  ----K"̂  ♦ S

tiende a 1 cuando S es grande con relaciôn a Ks, en ese caso ! ^ q

représenta la tasa de crecimiento maxima, ^1 mismo cociente es igual



a 4 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 constantese definen con precision |

experimentalmente. Para Ks la experiencia nos proporciona solo un Iorden de magnitud. [

Supongaraos ahora, que existe un 2Q fermentador unido al

10 (Fig. 3 ) que se comporta como un recipients estanco en el cual

las bacterias cesan de raultiplicarse inmediatamente, bien por congé- 

lacion o bien por contener una sustancia antiseptica o bacteriostâ- 

tica. Entonces el numéro total de células en los dos quimostatos 

sera:

‘  X |  + ^ 2,

y derivando respecte al tiempo:

^  X,  ̂ ^

J i t  '

El numéro de células totales varia con relacion al tiempo 

en funciôn exclusivamente de la tasa de multiplicaciôn de las celu- 

las en el recipients ,1 por lo que:

ck

Por otra parte en el recipients 2, el numéro de células 

aumenta con el tiempo pues en cada momento pénétra en el recipients



un flujo f procedente del recipients 1 que no solamente lleva sustan-

cias nutritivas sino también células* Ahora bien la cantidad de célu-
X /

las contenidas en el flujo F sera: y segûn (l), la concen-
Vÿ

traciôn celular en el fermentador 2 auraentarâ con él tiempo en DX^;

fill: (C)

y sustituyendo en (4)

CI"<k Xi

d i

Integrando desde X = Xo hasta X = y desde t = to hasta t = t^

<« A .

luego la tasa de multiplicaciôn:

 ̂ 4̂ - J- X  o / _  \
/  :  J) + -----------------------------------------  C

/  i f  t e

Ahora bien, teniendo presents la curva de crecimiento ex- 

ponencial en un cultivo ordinario:



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

el numéro de células en el tiempo cero. Es évidente que n = t 

y asi la ecuacién anterior se convierte en:

y. z Z

Tomando logaritmos heperianos:

jtu X  - /tx Xe i l ' ^ „ y»':—  .

Relacionando las expresiones (7) y (& ) deyL ,haciendo la 

salvedad de que en cultives ordinaries la tasa de diluciôn D = 0 

observâmes que ambas se diferencian en que la ultima viene multipli-

cada por : ---— . Por lo tante la tasa de multiplicaciôn ne-

periana debe siempre dividirse por 0.693

Puesto q u e e s  el numéro de veces que se divide la célu- 

la en la unidad de tiempo (t), el tiempo de duplicaciôn (t̂ ) de las 

células sera

Un estado de equilibrio (’’steady-state”) de las células y 

el medio es posible solamente en el caso de cultives continues homo- 

geneos. Aqui las células crecen en un recipiente en medio liquide 

cuidadosamente agitado, el cual fluye a través de fermentador a una 

velocidad constante.



El crecimiento de un cultivo continue se expresa segûn

(6 bis):
çL X
( A i

Cuando la tasa de crecimientoy^ es igual a la tasa de di- 

^ûciôn D, el numéro de células no pasa de un nivel constante ya que

i f  - ^

La composicion del medio permanece también constante y las 

propiedades morfo-fisiolôgicas de las células varian entre ciertos 

limites estrechos relacionados con el ciclo de divisiôn celular.

NOVICK y SZILARD (1950) y MONOD (1950) demostraron que la 

tasa de multiplicaciôn de las células se adapta espontâneamente a la 

tasa de diluciôn escogida, (dentro de los limites de la capacidad 

biolôgica de los organismes). SiyA^i) , la poblaciôn comienza a 

aumentar en numéro, pero esto déséquilibra la composiciôn del medio 

y retrasa el crecimiento celular. Contrariamente siy/^D, la pobla­

ciôn disminuye y las condiciones del medio se enriquecen con la con- 

siguiente aceleraciôn del crecimiento celular,hasta que en ambos ca­

sos se establece la igualdad ^  c D

Cuanto hemos dicho anteriormente nos permite calcular en 

cada momento las variables necesârias para conocer el estado fisio- 

lôgico de un determinado cultivo empleando sistemas de flujo simple 

una vez conocida la composiciôn del medio de cultivo.



3, Esporulacion en cultivo continuo:.

Recienteraente DAWES y cols. (1970) han realizado un estu- 

dio teorico-practico sobre la relacion existante entre la eaporula- 

ciôn y la tasa de multiplicaciôn en B. subtilis estirpe 168. Estos 

autores llegan a la conclusiôn de que existe una relaciôn lineal 

entre la tasa delnleiaciôn a la esporulaciôn y la tasa de multipli- 

caciôn, en el sentido de que aquella aumenta al disminuir la tasa 

de multiplicaciôn (yA ).

Los resultados obtenidos permiten establecer ecuaciones 

matemâticas que se emplean para conocer la apariciôn de pre-esporas 

en el quimostato en funciôn de la tasa de diluciôn en cultives conti- 

nuos en equilibrio.



I« INTiiODÜCCION: ESQÜEMA 

EXPERIMENTAL

Como se desprende de la revision bibliografica que 

acabamos de realizar, ha sido muy largo y fructîfero el camino 

recorrido en el campo de la transformaciôn bacteriana desde que 

en 1944 AVERY y sus colaboradores dieron una explicaciôn conclu- 

yente a los expérimentes llevados a cabo por GRIFFITH en 1928 

con células de Pneumococcus.

Este resurgir de la transformaciôn bacteriana se ha 

visto soraetido a profundos cainbios hasta alcanzar el grado de 

raadurez y desarrollo que en la actualidad le coloca en la van- 

guardia de la problematica biolôgica.

Analizar detalladamente las razones que han llevado a 

la situaciôn actual séria ocioso pero basta senalar que la trans­

formaciôn se encuentra entre los cimientos que sostienen la Bio- 

logia Molecular ya que nos permite disponer del sistema biolôgico 

idôneo 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 taies sistemas.



Sin embargo la rica bibliografia de que disponemos deja 

al descubierto algunas facetas que estan llamadas a desempenar un 

papel prépondérante en un proximo future; se trata de buscar méto- 

dos que nos permitan estudiar los factores que regulan las diver- 

sas fases del proceso transformante. En este sentido DÜTT y WILSON 

(1968) recurrieron al empleo de medios minimes donde estudiaron la 

influencia que ejercen diverses aminoâcidos en el desarrollo de la 

competencia y FELKNER y cols. (1970) llegan a la conclusion de que 

determinados aminoâcidos juegan un papel regulador en la transfor­

maciôn; sin embargo, en ambos trabajos se concluye afirmando que en 

sus condiciones expérimentales es dificil controlar los factores que 

intervienen en la incorjioracion del DNA.

Por otra parte HORVATH (1967) ha tratado de investigar 

el papel que ejerce sobre la transformaciôn el estado fisiolôgico 

de la bacteria receptora y, si bien sus resultados le llevan a afir- 

mar la existencia de tal influencia, este autor no puede dejar de 

liinitar sus conclusiones a causa de la cambiante composiciôn del 

medio ambiente en que se multiplica el microorganismo desde el mo­

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

pone en contacto con el DNA transformante.

Asi vemos que diversas lineas de evidencia llevan a la 

conclusiôn de que en la transformaciôn deben estar implicados pro^ 

cesos de regulaciôn y en este sentido hemos centrado nuestro trabajo 

en;



a) La bûsqueda y puesta a punto de un método que nos 

permitiese colocar a las células rcceptoras en unas condiciones 

honiogéneas a lo lar^o del tiempo y donde los diverses factores 

que intervienen en el desarrollo de la competencia fuesen con­

trôlables.

b) La influencia de determinadas sustancias sobre el 

sistema transformante como una primera aproximaciôn al estudio 

de los posibles procesos regulatorios a que pueda estar sometida 

la competencia bacteriana.

Esperamos que los resultados que a continuaciôn presen- 

taraos sean una aportaciôn que permita ir esclareciendo una de las 

facetas mas oscuras y apasionantes del proceso transformante, lo 

cual, a su vez, sera de gran ayuda en los numerosos y aun incipien* 

tes investigaciones que se realizan sobre la regulaciôn en células 

eucariontes.



II. MAÏKRIAL Y METODOS

1. Estirpes bacterianas

Las estirpes bacterianas utilizadas en nuestro trabajo 

estan indicadas en el cuadro 2,

2. BacteriofaROS

Los bacteriofagos utilizados fueron el tipo salvaje del 

fago SPPl (RIVA, POLSINELLI y FALASCHI, 1968) que nos fue amablemen- 

te donado por el Dr. T.A. Trautner, Max Planck Institut Berlin y el 

bacteriofago 0 29 (REILLY y SPIZIZEN, 1965) cedido gentilmente por 

el Dr. E. Vinuela , Institute Gregorio Maranôn. Madrid.

Los cultives bacterianos fueron alniacenados en frie a 

42 C en tubes de agar inclinado o bien en plaças de agar comûn.

3. Medios de cultivo

Los principales medios de cultivo empleados en esta me- 

moria consistent en modificaciones de los medios de BOTÏ y WILSON 

(1968) o de ANAGNOSTOiOULOS y SPIZIZEN (l96l) y se encuentran 

descritos en el Cuadro 3.

Todos los medios fueron preparados con agua desionizada 

excepte HS, LS y Penassay (üifco) que se prepararon con agua bides- 

tilada. El pH de los medios no tamponades se ajusté a 7.2 con CIH.

Los disolventes utilizados en los diferentes expérimentes
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CUADRO 3.- Composiciôn de los medios de cultivo en gr/l

BWC j BWI TY HS LS

P0^H2K 6 6 6 6

14 14 14 14

S0 (̂N.l4)2 2 2 2 2

SO^Mg 0.72 0.72 lo2 0.012 0.012

SO.Mn4 0.151

Cl Na 5

C I 2 Mg 2.4

« 2  Ca 0.05

Citrato Sôdico 1 1 1 1

Glucosa 5 5 5 5

Triptona 10 '

Extracto de 
levadura 5 1 1

Hidrolizado de 
caseina 0.2 0.1

his, trp, arg, 
val, lys, thr, 
gly, met, asp

25 gr/ 
ml de 
cada uno

Arginina 8

Histidina 0.4



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

SSC TBT Diluyente de DNA

Cl Na 8*8 5,84

Citrato Sôdico 4.4

Tris base 12.1

CI2 Mg 2.03

SO4 (NH4), 1.3

PO4 Kg H 1.4

PO4 K Hg 0.6

SO4 Mg 0.012

Asparragina 1.5

Glucosa I08

Gelatina 5

El pH de TBT fue ajustado a 7*2 con CIH fumante*

La composiciôn de los diferentes tipos de medios solides 

empleados a lo largo de los expérimentes realizados aparece en el 

cuadro 5.



CliAi;uO 5.- Composiciôn de los medios de cultivo solides en gr/l

TBAB LTT MM

Cl Na 5 10

SO^ Mg 0.2

SO, Mn 4 0.151

S04 (NH^)^ 2

PO4 H Kg 14

PO4 Hg K 6

Citrate Sôdico 1

Bacto triptona 10

Bacto agar 8 15 16

Agar sangre 
triptosa 17.5

En los experimentos de transformaciôn para un solo 

caracter se adicionô a las plaças de medio minime (M̂ l) 25^  g/ml 

de los marcadores genéticos para los cuales no se deseaba trans- 

formar, para el recuento de viables se anadioron a las plaças de 

MH todos los nutrientes requeridos a una concentraciôn de 25yt*gr/ml 

cada uno.



4• Prcparaci&n de Desoxirribonucleasa +

Las soluciones de desoxirribonucleasa (DNA-sa)se prepa- 

ran en agua destilada esteril a una concentracion de ly^gr/inl, 

repartida en tubes y alinacenada a OQ C. Antes de ser usada, a 

los tubes de DN-asa stock j)ara tener una concentracion final 

de de 0.0Ü12 M.

5. Purificacion del bacteriofago SPPl

6e parte de un cultivo de bacterias de la estirpe MC-1 

multiplicadas en medio TY (SPATZ y TRAUTNER, 1970) e incubadas en 

agitador nietabolico Nev/-Brunswick mod. R-26 a 250 r.p.m. a 370 C
I

hasta alcanzar una densidad optica (D.O) correspondiente a un nu- [

mere de viables de aproximadamente 10^ células/ml,en ese momento 

se anade el fago SPPl al cultivo, de tal forma que, la multiplici- 

dad de infecciôn (m.d.i) sea de 1/50 - l/lOO es decir una partîcula 

fâgica por cada 50 6 100 células.

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

sehalada se deja incubar en agitaciôn a 370 C durante 12 horas.

El lisado que contiene el fago se centrifuga durante 20* 

a 10,000 r.p.m. Sorvall empleando un rotor GS-A a 00 C y el sobre- 

nadante se vuelve a centrifugar a 27.000 g (13.000 r.p.m.) durante 

3 horas a 00 C en un rotor GS-A.

Finalizada la centrifugaciôn se decanta rapidamente el 

sobrenadante y el precipi.tado se deja resuspender lentamente duran­

te 12 horas a 40 C en el resto de medio que ha podido nuedar en el 

tubo.



El precipitado ya resuspendido se centrifuga durante 

2 horas a 00 C en gradiente preformado de ClCs a 90,000 g (25,000 

r.p.m.) en una Spinco mod. L/L2. El fago se sépara claramente en 

una banda prôxima al fondo del tubo de centrifuga.

Por ultimo el fago asi purificado se dializa contra 6 1 

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

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

grafia al microscopio electrônico 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
Ocontorno hexagonal posee una anchura aproxiraada de 450 A debido 

muy probablemente a una conformaciôn icosaedrica. La cola tiene
e ùaproximadamente 1.400 A de longitud y 65 A de espesor.

Las plaças de lisis que produce este fago tiene aproxi­

madamente un diâmetro de o mm y forraan un ancho halo en plaças 

de LTT.

6. Purificacion del fago 0 29

Para la purificacion del fago 0 29 hemos utilizado en 

esencia un protocole experimental semejante al erapleado para la 

purificacion de SPPl.

En este caso, la bacteria huesped es la estirpe HM y la 

m.d.i. es de 1/5 - l/lO. El lisado celular so centrifuga durante 

20* a 16.300 g y a OQ C y el sobrenadante se vuelve a centrifugar
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Microfotografia del bacteriofago SPPl purificado
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Diagrama del bacteriofago SPPl segûn RIVA y cols. (1968)



a 17.000 r.p.m. en una ultracentrifuga Beckman Mod. L/L2 utilizan- 

do un rotor R-19 a OQ C. El precipitado se deja resuspender lenta­

mente y a continuaciôn se centrifuga en gradiente de ClCs del mis­

mo modo que con SPPl.

En la Fig. 7 mostramos la fotografia al microscopio 

electrônico. Las muestras del fago después de dializado fueron 

raezcladas con una gota de fosfotungstato potasico al 2% pH 7 y 

situadas sobre "Carbon coated grids’*durante 5 min. Las rejillas 

fueron examinadas en un microscopio electrônico Philips.

El bacteriofago 0 29, especifico para algunas especies 

del género Bacillus, esta formado, segûn describen MENÜEZ 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 forniados asimismo por 3 polipeptidos cuyos pesos 

moleculares de 80.000, 40.000 y 36.000 también han sido deter­

minados por estos autores. Por ûltimo la cola contiene un poli- 

peptido de peso molecular 71.000. Estos 7 polipeptidss estructu- 

rales de 0 29 ocupan alrededor del 60% de la informaciôn genética 

que posee el DNA del fago cuyo peso molecular es de 11 x 10^ daltons.

7• Métodos de extracciôn y purificacion de DNA bacteriano

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

salvaje (WT) erapleandose principalmente dos procedimientos:
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Fig. 7

Microfotografia del bacteriofago 0-29 purificado



a) Método de Marraur

Este método descrito por MAUMUR (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 sôdico. La 

lisis del cultivo provoca un drastico incremento en la viscosi- 

dad acorapanado de la liberaciôn de los âcidos nucleicos.

A continuaciôn se anade perclorato sôdico a una concen­

traciôn final IM con lo que la alta concentraciôn salina ayuda a 

disociar las proteinas de los âcidos nucleicos. La desproteiniza- 

ciôn se verifica utilizando cloroformo, alcohol isoamilico y los 

âcidos nucleicos se precipitan con alcohol etilico. El posterior 

tratamiento con RN-asa destruye el RNA y facilita su separaciôn 

del DNA.

b) Método de Kirby modificado

En nuestros ûltimos 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 (VENEHA y cols. 1965)

8. Métodos de extracciôn y purificacion de DNA fâgico

a) DNA del fago SPPl

El genoma del fago SPPl puede ser extraido como una mo-
7

lécula simple de DNA con un peso molecular de 2.5 x 10 utilizando



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

en lo siguiente; El fago purificado como se ha descrito anterior-
12mente se lleva a un titulo aproximado de 2 x 10 unidades forma­

do ras de plaças por ml (u.f.p./ml) diluyendo con SSC, muestras de 

2.5 ml se colocan en matraces de 25 ml y se anade un volumen igual 

de fenol destilado y saturado con tris 0.1 M pH: 8. El DNA se extrae 

agitando suavemente la muestra durante 5 minutes a temperatura am­

biente. Después de centrifugar a 4.000 g (10.000 r.p.m.) en un rotor 

SS-1 a 46 C durante 10 minutos, la fase acuosa se trata nuevamente 

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

2 litres de SSC estéril a 46 C durante 24 a 48 horas.

b) DNA del fago 0 29

El fago purificado se diluye en SSC hasta dar una concen-
12traciôn aproximada de 2 x 10 u.f.p./ml, a continuaciôn se anade 

"Sodium Lauril Sacosine" para dar una concentraciôn final del 2% y 

se deja a temperatura ambiente durante 10 minutos en reposo. Trans- 

currido este tiempo se anade fenol destilado y saturado con SSC 

volumen a volûmen y se agita suavemente durante 10 minutos. Poste- 

riormente se centrifuga a 3.020 g (5.000 r.p.m.) en rotor SS-34 

a 06 C durante 5 minutos. Se retira con pipeta y propipeta la fase 

acuosa que se vuelve ft fenolizar por 2 veces. Por ûltimo se dializa 

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

del DNA de SPPl.



9 .  V a - l o r a c i ô i i  d e l  DNA

a) Método de la difenilaraina

Este método se basa en el hecho de que la difenilainina 

reacciona con la desoxirribosa daiido lugar a un corapuesto colo- 

reado caracteristico que absorbe a 6üO m . El réactive esta 

constituido de una soluciôn A de difenilamina en âcido acético 

glaciar y una soluciôn B de aldehido acético que se mezclan en el 

momento del use y se afiaden en un volumen doble a las diversas so­

luciones standard de DNA preparadas a concentraciones variables 

desde 5 a 80yD̂ /'/nil incubandose juntas durante 18 lieras a 306 C.

Los valores de la 0.0. a 600 m^ se colocan en un grâfico contra 

los valores de las distintas concentraciones con objeto de obtener 

una recta patrôn (Fig. 8).

Haciendo un tratamiento analogo con la muestra que quere- 

mos analizar, por comparaciôn con la recta patrôn podemos saber la 

concentraciôn en jA gr/ml de la muestra problema.

b) Método de medida espectrofotométrica directa

Se basa en el hecho de los âcidos nucleicos presentan un 

mâximo de absorciôn a una D.O. de 260 myt* , Este método se einplea 

para determinar rutinariaiaente la concentraciôn de DNA en muestras 

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

corresponde una concentraciôn de SOy» g/ml de âcido nucleico. El cri­

teria de pureza del DNA se obtiene al coraparar este método con el de
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difonilaniina. En la Fig. 9 se présenta una grafica de los DNA de 

bacteria y fa&os purificados por los métodos descrites anterior- 

niente. Las determinaciones se realizaron en un espectrofotometro 

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

10. Origen comercial de los reactivos

Los reactivos utilizados en los diverses experimentos 

pertenecen a las siguientes casas comerciales:

MERCK Darmstadt. Alemania

- Formalina

- Cloruro sôdico

- Hidroxido potasico

- EDTA

- Perclorato sôdico

- Fenol

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

- Lauril sarcosil sôdico 97fo

- Lauril sulfato sôdico

DIFCO LABORATORIES. Detroit 1, Michigan. USA

- Bacto Agar

- Bacto Triptona

- Triptosa agar-sangre base

- Triptona

- Extracto de levadura
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WORTHINGTON BIOCHEMICAL CORPOILiTlON. Freehold, New Jersey. USA

- Acido desoxiribonucleico de tinio de ternera

- Desoxiriboniicleasa de pancreas bovine 

NUTHITONAL BIOCHEMICAL CO. Cleveland. Ohio, USA

- Riboiiucleasa NBC

SIGMA CHEMICAL CO. St. Louis. Missouri, USA

- Lisozima

- Timina 

D ’liEMIO. Madrid

- Etanol de 96/o

BRITISH DRUG HOUSE LTD (BDW). Poole. Inglaterra ,

- Fosfotrugstato sôdico

Los aminoacidos enipleados a lo largo de nuestro trabajo procedian 

de los Laboratories Sigma o de los Laboratories Merck.

11. Incubaciones

Sieijpre que no se diga lo contrario, las plaças de culti­

ve fueron incubadas a o7Q C y los cultives liquides a la misma tem- 

peratura con agitacion circular en agitador New Brunswick Scientific 

Co., New Brunswick, New Jersey, USA modelo R.26, a una velocidad 

de 230-250 oscilaciones por minute.

12. Determinaciôn de la densidad de un cultive per medio 

de la transmitancia optica.

Para el calcule rapide y aproximado del numéro de côlulas 

de un cultive, usainos do termina ci ones espectrofo tomé tri cas de la



transmitancia optica en un Spectronic 20 (Baush and Lomb, Rochester, 

New York, USA) a una longitud de onda de 500 m y usando como 

blanco agua destilada. Construimos para elle una curva patron 

del siguiente modo: Durante la incubaciôn de un cultivo en niulti- 

plicacion activa, extrajimos varias muestras, en cada una de èLlas 

medimos la transmitancia optica en las condiciones descritas, y 

déterminâmes el numéro total de células viables del siguiente modo :

Se luicen diluciones del cultivo en medio TY* De la dilu- 

ciôn conveniente se toman O.O5 , 0.1 6 0,2 ml que son anadidos al 

medio sôlido distribuyendose el inôculo uniformemente con una va- 

rilla de vidrio en forma de L, A menos que se diga lo contrario el 

medio usado fue LTT 6 MM süplèmentado con 25 yA gr/ml de cada una 

de la exigencias de la estirpe usada.

La curva patron résultante de eatos ensayos se présenta 

en la Fig. 10.

13. Dosarrollo de la competencia en cultives ordinaries

El raétodo utilizado ha side el descri to por BGÏT y WILSON 

(1968), que consiste en la siguiente: A partir de un cultivo stock 

de la estirpe deseada almacenado con frio (4Q C) en tube de agar in- 

clinado, se inocula un matraz conteniendo 10-15 ml de medio TY o 

Penassay (Difce) y se incuba durante 12 h a 37Q C. A continuaciôn 

se centrifuga el cultivo y se resuspende en medio BWC, suplementa- 

do con 25 ̂  gr/ml de cada una de las exigencias de la estirpe, en 

un matraz do Hodod, hasta dar una D . O . - 0.1. Seguidamente la
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la suspension es incubada de nuevo, El inâximo de competencia se 

alcanza a las 3 horas de haber abandonado la fase logaritmica, 

tieinpo conocido como

Otro procedimiento usado para llevar las células al es- 

tado de competencia, fue el cêsico de ANAGNÜSTOPOULOS y SPIZIZEN 

(1961). Con la estirpe deseada se inocula una plaça de Pétri con­

teniendo LTT y se incuba durante 15-20 horas. Tomamos de la plaça 

una cantidad de bacterias suficiente como para dar una ^*^*550 *" 0.2 

en medio KS suplementado con 25 y  gr/ml de cada una de las exigen­

cias de la estirpe. Se incuba a continuaciôn durante 4 horas 0 mas 

hasta alcanzar una entre 0.8 y 1. El cultivo es enfonces

diluido 1/20 en medio LS y se incuba en agitaciôn a 37Q C. El mâ- 

ximo de competencia se alcanza a las 2 horas.

14. Desarrollo de la competencia en cultivo continua

Para desarrollar la competencia en cultivo en quimosta- 

to, utilizanios un equipo seme jante al descrito por ROSEEBERGER y 

ELSDEN (i960). La instalaciôn para cultivo continua de lo que da 

idea la Fig, 11 consta fundamentalinente de un quimostato (l) en el 

que se realiza el cultivo y que posee un sistema calentador termos- 

tatizado y un mécanisme de agitaciôn. Al quimostato tienen acceso 

los diferentes medios estériles (A, B) que son impulsados por las 

respectivas bombas (2) a una velocidad regulable que se mide inedian- 

te el dispositive correspondiente (3); el aire se insufla por un 

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



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



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

adquiriendo la humedad necesaria.

En la parte superior se aprecia un dispositive (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 quimostato.

Los dispositivos para la toma de energia electrica de 

las bombas, el compresor, el calentador, termostato y agitador,

se encuentran reunidos en el panel (10).

La estirpe escogida, que habia estado multiplicandose 

en medio ÏY durante 12-14 horas se centrifuga y resuspenden en 

unos 6 ml. de medio BV/C ô BWI que se toman con una jeringuilla 

estéril y se inyectan al interior del quimostato por una de las 

ramas latérales. Se deja multiplicar a las bacterias en el interior 

del quimostato a 37Q C, manteniendo desconectado el flujo de entra­

da de medio, durante 12 horas. A partir de ese raomento y cuando la 

1̂.0.550 cultivo es C: 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.^^^ y recuento de via­

bles. Una vez alcanzado el estado de equilibrio estos paramétrés 

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

En aquellos experimentos en los que se deseaba mantener 

constante la concentraciôn de una sustancia en el quimostato, el 

calcule de la cantidad necesaria que se debe anadir al matraz no-
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driza A ô B se realize de acuerdo con las ecuaciones de HERBERT 

y cols. (195G)

15. Procediniiento de transformacion

A muestras de 0.9 ml de células que han alcanzado el 

estado de competencia por cualquiera de los procedimientos ante- 

riormerite descritos, se anadieron 0.1 ml de DNA en concentraciones 

saturantes en tubos de ensayo de 30 x 200 mm y la mezcla fue incu­

bada a 370 C y a 250 r.p.m. Después de 30* de incubaciôn, la reac- 

ciôn fue detenida anadiendo 100^ gr de desoxirribonucleasa conti- 

nuaiido la incubaciôn durante 5 minutes mas.

Las diluciones del cultivo se prepararon en soluciôn sa- 

lina (pM : 7) y se sembraron en las plaças apropiadas (MM ô MM su­

plementado) del modo descrito anteriormente.

Los experimentos de control se realizaron tratando el 

DNA con ÜN-asa durante 15 minutes antes de anadirlo a las células 

compétentes.

A fin de determinar la frecuencia de retromutaciones 

espontâneas para las misrnas caracteristicas a obtener por trans­

formacion, inoculamos en todas las experiencias plaças idénticas 

a las usadas para la determinaciôn de transformantes con una muestra 

no diluida del cultivo compétente inmediatamente antes de anadir el 

UNA transformante.



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

las colonias puoden ser contadas. Cada colonia corresponde a una 

célula senibrada en la plaça, capaz de multiplicarse (esto es, "via­

ble") en el medio de referencia. Para la determinaciôn de cada valor 

usainos por lo menos 3 plaças con 150-300 colonias cada una. A partir 

de esos valores y del de la diluciôn usada, deterniinamos el numéro 

total de células viables por ml de cultivo o de transformantes y el 

de mutaciones espontâneas (retromutantes) para el mismo carâcter.

La frecuencia de transformacion se obtuvo como un cociente 

entre el numéro de dobles transformantes (his^ - trp^ ; trp^ - thy^) 

o bien de transformantes simples (his^ trp^; his trp^, trp thy^ 

trp^ thy ) referidos al numéro total de células por ml triplicado 

por 100.

En este ultimo tipo de experimentos de transformantes sim­

ples, las plaças fueron suplementadas con 2 5 ^ gr/ml de histidina, 

triptofano o timina respectivamente.

16. Procedimiento de transfecciôn

Los experimentos de transfecciôn se llevaron a cabo del 

modo siguiente: Muestras de 0.8 ml de las células receptoras compé­

tentes fueron incubadas con 0.2 ml de DNA del fago SPPl ô 0 29 

(lOy^gr) en un bafio de agua a 37G C durante 30 minutes, o en agita­

ciôn a 37G C y 250 r.p.m.



Al cabo de este tiempo se detiene la reacciôn con

DN-asa lüO^ gr y se continua la agitaciôn durante 5 minutos

mas. Se hacen las diluciones apropiadas en medio TY y muestras

de 0.15 ml de cada diluciôn se siembran en plaças de LTT a las

que se anade 0.15 ml de la cepa indicadora (MC-1, HM ô W-23)

que habîa estado multiplicandose durante 12-14 horas en medio

TY a 370 C en agitaciôn. La Ü.0,_^. de la cepa indicadora seooü
ajusta aproximadamente a 1, cuando procéda, anadiendo medio TY 

fresco. La mezcla se distribuye sobre la superficie de la plaça 

utilizando una varilia de vidrio en L hasta que quede bien seca, 

a continuaciôn se incuba en estufa a 370 C de 8 a 12 horas hasta 

que se aprecien con claririad las plaças de lisis. Cada célula que 

haya incorporado una molécula de DNA producirâ partîculas fâgicas 

que infectarân después de su liberaciôn nuevas células del entor- 

no, produciendo una discontinuidad o plaça de lisis en la capa 

continua de la cepa indicadora. La razôn de utilizer 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 infecciôn fagica por SPPl o 0 29 lo que dificulta el recuento 

de las plaças de lisis mientras que las cepas indicadoras son es­

tirpes previamente seleccionadas extraordinariamente sensibles a 

estos bacteriofagos.



17. Estimaciôn ciel numéro de esporas refractiles

La incidencia de esporas refractiles como una fracciôn 

del total de la poblaciôn se determinô bajo el microscopic de con­

traste de fases como ha descrito i)AWES y MAN DELS TAN ( 1970). Las 

bacterias se tinen con formalina al 5% de concentraciôn final. 

Para una mojor observaciôn es conveniente incubar durante 2 horas 

a 370 C con la formalina aunque para un recuento interesa hacerlo 

inmediatamente nara evitar errores.



III. ESTÜDIÜ DE LA COMPETENCIA 

EN CULTIVOS ORDINARIOS

Como hemos sehalado anteriormente en el esquema experi­

mental, nuestras investigaciones iban dirigidas especialmente hacia 

el estudio de la influencia que ciertos aminoacidos podrian ejercer 

en el desarrollo de la competencia. Sin embargo teniendo en cuenta 

que los cultives ordinaries presentan sérias dificultades para es- 

tudios de regulaciôn al introducir nuevos paramètres en una situa- 

ciôn ya de por si compleja (CLARK y LILLY, 1969), hemos ado para 

vencer taies inconvenientes utilizer el quimostato donde las tasas 

de multiplicaciôn celular pueden ser controladas por un nutriente 

esencial en unas condiciones perfectamente definidas.

Sin embargo, antes de abordar el problème en cultivo con­

tinue era necesario elegir entre las diverses estirpes que poseiamos 

la mas idônea^como asl mismo, el procedimiento para poner de manifies 

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

Para ello realizamos los diverses experimentos que a con­

tinuaciôn se describen:



1• Curva de saturacion de DNA por transformacion y 

transfecci ̂ .

a) Transformacion

En la Fig. 13 se inuestran los resultados de transfor­

macion obtenidos cuando se anadieron distintas concentraciones 

de DNA de B. subtilis WT que oscilaban entre 2 x 10 gr/ml a 

20 gr/ml a células de ARl en estado de competencia, la trans­

formacion se hizo para un caracter simple histidina (his^) o 

triptofano ( trp̂  ̂ ) o bien para los dos caractères (his^ trp^ ).

Como se aprecia en los grâficos anteriores tanto para 

uno como para otro caracter la concentraciôn de DNA saturante es 

de 0 . 2 gr/ml.

b) Transfecciôn

Se llevaron a cabo una serie de esperiencias paralelas 

utilizando diferentes concentraciones de DNA del fago SPPl como 

donador, la estirpe ARIT como receptora y la estirpe MC-1 como in­

dicadora siguiendo la técnica descrita en el capitule anterior. Los 

resultados aparecen eà la Fig. 14

La curva de la fig. 14 demuestra que se alcanza la satu- 

raciôn de DNA a concentraciones superiores gr/ml) a las reque-

ridas en transformaciôn.
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2. Curva de tiempo do èxposicion del DNA a las células 

coiiipeteiites ror transformacion y transfecciôn.

a) Transformacion

El tiempo necesario para que el DNA donador alcance el 

estado liiâximo de union irreversible a lascélulas compétentes ARl, 

se calculé detenieiido el experiiiento de transformacion anadiendo 

DN-asa a diferentes tienipos en alicuotas tomadas de una mezcla 

transformante.

Los resultados representados en la Fig. 15 revelan que 

el estado de maxima union irreversible se alcanza a los 20 minutos 

de incubaciôn.

b) Transfecciôn

El tiempo ôptimo de exposiciôn del DNA de los fagos 8:PI 

0 0 29 a côlulas ARIT en estado de maxima competencia aparece re-

presentado en la Fig. 16.

3. Influencia de la agitaciôn sobre la transfectabilidad

Dado que en la literatura aparecen discrepancias en cuan- 

to al sistema de incubaciôn del DNA del fago SPPl con las células

compétentes, pues mientras RIVA y cols. (1968) recoraienda la agi­

taciôn, SPATZ y TRAUTNER (1970) lo hacen en estâtico, nosotros he­

mos realizado una experiencia incubando DNA de SPPl con células corn- 

petentes de ARIT con agitaciôn o sin ella; los resultados aparecen 

en el siguiente cuadro!
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FIG. 16

Variaciôn del numéro de transfectantes respecte al tiempo de incu- 
bacion de las células compétentes con el DNA donador (de 0-29 ô de 
SPPl).



CUADRO 6

Frecuencia de transfectantes

Con agitaciôn 4.5 X 10"^

Sin agitaciôn 7.4 X lO"^

Se observa clarainente que la agitaciôn favorece 

extraordinariamente la transfecciôn en el caso de einplearse 

DNA de SPPl; cuando se utiliza DNA de 0 29 la incubaciôn ha 

de hacerse en estâtico pues la agitaciôn perjudica considera- 

blernente (TRAUTNER, comunicaciôn personal)

Una vez establecidas las condiciones anteriores pa- 

saraos a seleccionar la estirpe bacteriana, el DNA fâgico y el 

medio de cultivo mas adecuados para los egtudios posteriores.

4. Desarrollo de la competencia segun el método de 

Bott y Wilson ô de Anagnostopoulos y Spizizen para diferentes 

estirpes bacterianas•

Las diferentes estirpes se elevaron al mâximo de 

competencia siguiendo los dos procedimientos descritos en 

Material y Métodos, los resultados aparecen en el cuadro 7



CUADRO 7

Estirpes
bacterianas

NQ total de transformantes para trp

Método de Bott y 
Wilson

Método de Anagnostopoulos y 
Spizizen

ARl 6 X 10^ 5.8 X 10^

ÂR2
48 x 10 8.5 X 10^

ARo 4 X 10^ 5.8 x 10^

Estos resultados nos dicen que con ambos métodos se 

obtienen cifras similares para la misma estirpe. Sin embargo 

el procedimiento de BOTT y WILSON tiene para nosotros la ventaja 

de tratarse de un medio mas sencillo y que no requiere, por otra 

parte, la diluciôn 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 idoneas para 

los futures experimentos de transfecciôn, 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 plaças de lisis*



Los resultados se muestran en el cuadro 8, donde se 

ha representado el grado de claridad de las plaças de lisis 

obtenidas; las células receptoras habian alcanzado el estado de 

competencia segûn el método de ANAGNOSTOPOULOS y SPIZIZEN*

Como se puede observar las estirpes ARIT y AR2 poseen 

cierta resistencia a la infecciôn por SPPl ô 0 29 lo que déter­
mina la apariciôn de plaças turbias que impide el recuento de los 

transfectantes. Por otra parte, cuando se transfecta utilizando 

DNA de 0 29 a pesar de que HM présenta una gran sensibilidad a 
este fago, es conveniente utilizer como estirpes indicadoras HMS 

0 HMES sobre plaças que contengan estreptomicina o eritroraicina 

con objeto de impedir la multiplicaciôn de las células receptoras 

(sensibles a estos antibiôticos) pues ARIT y AR2 producen bacterio- 

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

pretaciôn de los resultados.

Asl pues utilizando como estirpe indicadora la MC-1 sienipre 

que la transfecciôn se realizaba con DNA de SPPl y la estirpe W-23 

para las transfecciones con DNA de 0 29, investigamos la frecuencia 
de transfecciôn de diferentes estirpes receptoras que habian alcan­

zado el estado de competencia bien por el método de BOTT y WILSON, 

bien segun el procedimiento de ANAGNOSTOPOULOS y SPIZIZEN*

Los resultados aparecen en el cuadro 9*
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Los resultados obtcJiidos en todos les expérimentes 

(iescritos anteriorinejite nos indican, como discutiromos mas 

adelante, que las condicioiies optinias de transformaciôn son 

las siguientes:

a) Desarrollo de la conipetencia empleaiido el inétodo 

descri to por BGÏT y u'ILSON

b) Estirpc receptora: ARl

c) Concentracion de DNA saturante 0.5 gr/ml

d) Tieiüpo de incubaciôn de las células compétentes con 

el DNA donador de 30’

En cuanto a los experinientos de transfecciôri las 

condiciones elegidas son:

a) Desarrollo de la conipetencia segûn el procedimiento 

de BOTT y WILSON

b) Estirpe receptora: ARIT

c) DNA donador del fago SPi1 a una concentracion de

10^  gr/ml.

d) Tienipo de incubaciôn de las células compétentes con 

el DNA donador de 30’ en agitaciôn a 250 r.p.m.

e) Estirpe indicadora: MC-1



IV. ESTUDIO DE LA CÛMPETENCIA 

EN CÜLTIVO CÜNTÏNDO

Para estudiar el desarrollo de la conipetencia en quinios- 

tato es preciso establecer previameiite una serie de paramétrés 

con objeto de trabajar en unas condiciones normalizaclas. El prime- 

ro de ellos es el calculo del factor limitante puesto que al culti­

ver en quimostato células ftuxotrofas como ARl con necesidades nutri* 

tivas de histidina y de triptôfano no tenemos, en principle, la se- 

guridad de que la tasa de multiplicaciôn ̂  venga condicionada por 

la concentracion de la fuente carbonada o por la de los nutrientes 

esenciales.

1. Calcule del factor limitante

En las Figs. 17, 18 y 19 se representan las variaciones 

de la tasa de multiplicaciôn, calculadas de acuerdo con la formula 

7 de la pag. 66, con respecte a la concentracion del sustrato.

Résulta évidente que a partir de deterniinadas concentra- 

ciones del sustrato la tasa de multiplicaciôn celular J ia permanece 

constante, existiendo pues unas concentraciones criticas (Co) a las 

cuales se alcanza la tasa de multiplicaciôn maxima (y/'m) , concentra*
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FIG. 17

Variacion de la tasa de multiplicaciôn respecte a la concentracion 
de triptôfano#
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FIG. 19

Variacion de la tasa de multiplicaciôn respecto a la concentra* 
ciôn de glucosa



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

factor limitante sea unico.

En efecto, si el medio de cultive contenido en el matraz 

nodriza (A Fig, 11) se ha preparado con una caritidad de triptofano 

y de histidina tal, que para cu&lquier tiempo de duplicacion, en el 

quimostato exista una concentracion de estes aminoâcidos igual o 

superior a Co estas sustancias no afectaran a la tasa de multipli­

caciôn celular. Per 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 ningun tiempo de duplicacion estudiado se su- 

pere en el quimostato la concentracion critica Coî  condicionando, 

de este modo, al ser el factor limitante, el tiempo de duplicacion 

de las células,

2. Competencia y tasa de multiplicaciôn analizado por 

transformaciôn y transfecciôn,

a) Transformaciôn

Para conocer las variaciones de la onda de competencia 

con respecto a la tasa de multiplicaciôn celular llevamos a cabo 

unos experimentos de transformaciôn con la estirpe ARl utilizando 

distintas concentraciones de hitidina con objeto de variar los va- 

lores de , los resultados estân 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

Variacion de la D.O. de un cultive de B. subtil is ARl multiplicande* 
se en medios con diferentes concentraciones de histidina; a. = 100 
y' gr/ml^ a^ = 5 0 /-gr/ml, b = 25 >gr/ml, c = 12.5 ^  gr/ml, a = 6.25 
^ g r / m l , e = 3.12 gr/ml, f = 1.56 y-gr/ml. Los numéros en el inte­
rior de los circules indican los mementos que fueron tomadas las 
muestras para determiner la onda de competencia por transformaciôn.
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FIG. 21
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Variacion de la onda de competencia de B, subtilis ARl respecto a 
los valorcs de la tasa de multiplicaciôn y a las concentraciones 
de histidina en las condiciones indicadas en la fig. 20



multiplicaciôn (̂  ) o a las bajas concentraciones del factor limi­

tante que da origen a un medio agotado o bien a ambas circunstaiicias. 

Por otra parte estas condiciones asî como las usadas por HORVATH 

(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 taies productos 

catabôlicos llevamos a cabo experimentos de transformaciôn culti- 

vando las células en quimostato y mateniendo la L-histidina como 

factor limitante.

La Fig. 22 muestra los resultados obtenidos en estos ex- 

perimontos donde se puede apreciar una estrecha relaciôn entre el 

desarrollo de la competencia y la tasa de multiplicaciôn, existen 

dos valorcs maxiraos a tiempos de duplicacion 2.5 horas y 6.S horas 

:<iendo el primero el mayor en nuestras condiciones expérimentales.

b) Transfecciôn

La Fig. 23 représenta las variaciones de la frecuencia 

de transfecciôn a diferentes tiempos de duplicaciôn de las células 

receptoras ARIT.

Al tratarse de una estirpe prototrofa, la glucosa pasô 

a ser en este caso, el factor limitante.

Una vez mas los experimentos de transfecciôn confirman 

los resultados obtenidos con transformaciôn en el sentido de que
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Relaciôn entre el tiempo de duplicaciôn y la frecuencia de transfor­
maciôn en B. subtilis ARl multiplicandose en quimostato. Cada punto 
es el valor medio de très experimentos realizados cada 48 horas.
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se detectan claramente dos valorcs maximos de competencia a tiem­

pos de duplicaciôn 2.5 h y 6.5 h.

3. Competencia y esporulaciôn en cultivo continue

Diverses aiitores (SPILI2EN y cols. 1963) han senalado 

que debia de existir una estrecha relaciôn entre el estado de com­

petencia, la esporulaciôn y el ciclo de Krebs, basândose fundamen- 

talmente en el hecho de que en cultives ordinarios al maximo de 

competencia se alcanza eh los prinieros estadios de la fase esta- 

cionaria de desarrollo bacteriano, esto es cuando en el cultivo 

el numéro de pre-esporas es maximo y por consiguiente es el memen­

to en que en las células se estan realizando mayor numéro de ciclos 

de Krebs.

Por nuestra parte, teniendo en cuenta los resultados 

anteriormente expuestos, realizamos un estudio que nos indicara 

el numéro de esporas présentes en el quimostato a diferentes tiem­

pos de duplicaciôn. La Fig. 24 indica como el numéro de esporas 

aumenta a medida que el tiempo de duplicaciôn se hace mayor. Estos 

resultados expérimentales confirman plenamente las consideraciones 

matemâticas propuestas por DAMES y ÏHOiîULEY (1970)

Considerando las Figs. 22, 23 y 24 es évidente que un

maximo de competencia (td = 2.5 h) aparece cuando el numéro de 

pre-esporas en el quimostato es marcadamente bajo y consecuentemen- 

te la posibilidad de hallar ciclos de Krebs intactes es también muy 

baja.
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V. INFLUENCIA DE LOS AMINOACIDOS

INHIBiDOiiES Y ESTIMliLAiNÏE SOBRE EL 

DESARROLLO DE LA COMPETENCIA EN 

CULTIVO CONÏINUO

Para clarificar los resultados contradictorios que en 

el capitule anterior hemos senalado, llevamos a cabo algunos ex­

perimentos que condujeran a estudiar la influencia, as! 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 cultives multiplicandose 

a diferentes tiempos de duplicaciôn.

La Fig. 25 ilustra los resultados obtenidos en la fre­

cuencia de transfecciôn cuando los aminoâcidos fueron extraidos 

del medio BWC, es decir cuando las células receptoras se multipli 

ëaban en el quimostato en medio BWI. Estos experimentos revelan la 

existencia de un solo maximo de competencia a un td = 2.5 h raien- 

tras que el otro maximo que existia a 6,5 h. ha degaparecido cora- 

pletamente.
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Relaciôn entre la frecuencia de transfecciôn y el tiempo de dupli­
caciôn de las células multiplicandose en medio BWI,



Con objeto de caractcrizar el coniportariiento de los 

aminoacidos considerados como inhibidores (p. ej. acido L-gluta- 

mico, L-alanina) y estimulantes (p. ej. L-arginina, L-histidina) 

en cultiVOS ordinarios, llevamos a cabo iin nuevo experimento en 

el cual el aminoacido estudiado se mantuvo a una concentracion 

constante en el quimostato durante todo el experimento.

Los datos sehalados en la Fig. 26 muestran que una con­

centracion constante de 50yô- gr/ml de âcidô L-glutâmico o de L-ala­

nina incrementa la frecuencia de transfecciôn para tiempos de dupli­

caciôn que oscilan entre 1.7 h a 5.5 h respecto a la curva de 

transfecciôn en medio BWC, mientras que el nivel de competencia 

cae bruscaniente a tiempos de duplicaciôn mas altos.

Por otro lado, llevamos a cabo experimentos similares 

usando una concentracion constante de los aminoâcidos 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 transfecciôn 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 duplicaciôn tiene sobre el desarrollo 

de la competencia. Asî, centrâmes nuestra atenciôn en los tiempos 

de duplicaciôn de 2.5 h y 6.5 h, cada uno de los cuales tenîa un
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FIG. 26

Efecto de una concentracion constante (50^gr/ml) de âcido L-glu- 
tâmico (o) y L-alanina (A) sobre la frecuencia de transfecciôn en 
fimciôn del tiempo de duplicaciôn. (# ) transfecciôn en medio HWC. 
La concentracion de los aminoacidos estudiados fue mantenida cons­
tante como se describe en Material y Métodos.
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Efecto de una concentracion constante de 5 0 gr/ml de L-arginina 
(û) y L-histidina (G) sobre la frecuencia de transfecciôn en 
funciôn del tiempo de duplicaciôn. (0) Transfecciôn en medio BWC.



coniportamieiito claramente diferente. De este modo, llevamos a 

cabo varies experimentos para estudiar la cinética de la trans­

fecciôn cuando el cultivo receptor era "pulsado" con cantidades 

variables de aminoacidos. La Fig. 28 nos muestra que la arginina 

inhibe la competencia mas de 2 unidades logaritinicas cuando la 

coiiceiitraciôn del aminoacido se incrementa desde 0 a 1 0 0 gr/ml 

en el quimostato, donde las bacterias receptoras estaban crecien- 

do a un td constante de 2.5 h. En contraste, cuando se afiadiô el 

âcido L-glutâmico al medio BWI, la competencia se mantuvo constan­

te o fue ligeramente estimulada.

Similares experimentos se llevaron a cabo a td = 6,5 h, 

usando el medio BWI. Podemos ver, de los resultados mostrados en 

la Fig. 29 que el âcido L-glutâmico inhibe completamente el desa­

rrollo de la competencia mientras que la arginina la estimula de 

una forma moderada hasta una concentracion de 15yAgr/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, ponen de iiianifiesto el hecho de que el misnio amino­

acido (L-glutâmico, o bien L-arginina) tienen efectos expérimenta­

les absolutamente contraries para los dos diferentes tiempos de du­

plication estudiados.
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FIG. 28
Variaciones de la frecuencia de transfecciôn cuando lascélulas re­
ceptoras se multiplicand a un tiempo de duplicacion constante (2,5 h) 
en medio BWI en presencia de diferentes cantidades de acido L-gluta- 
mico (O) Ô L-arginina (Zi),
Cuando la concentracion de los aminoacidos fue modificada, se dejo 
transcurrir siempre un intervalo de 48 horas entre cada experimento.
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Variaciones de la frecuencia de transfecciôn 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 acido L-gluta- 
mico (O) 6 L-arginina (Ô),
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FIG. 30

Cinética de la transfecciôn a td = 2.5 h y td = 6.5 h cuando el 
medio BWI fue suplementado con concentraciones variables de âcido 
L-glutamico o de L-arginina,



VI. KÉGüLACION DE LA COM.ETENCIA POU '
I

EL ACiDO L-GLüTa1:1C0 Y LA L-AUÜININA |
I

Durante la realizacion de los experimentos que hemos 

descrito en las paginas anteriorcs pudinios comprobar que los va- 

lores de transfectabilidad, no alcanzaban un nivel constante hasta I
I.

(lue habiaii transcurrido 48 horas desde el momeiito en que se habia !
l i

ahadido el "pulso" de aminoacido. Este hecho nos llevô a pensar que \\

tanto la L-arginina como el âcido L-glutârnico desempehaban un papel 

regulatorio en el desarrollo de la comj.'etencia, lo que nos indujo 

a estudiar cl modo de acciôn que estos aminoâcidos 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 transfecciôn, tenian los aminoâcidos es­

tudiados en funciôn del tienipo de actuaciôn de los mismos.

Las figs. 31, 52 y 33 muestran las variaciones de trans- 

fectabilidad, en presencia de très diferentes concentraciones de 

âcido L-glutâmico durante las primeras 48 horas.
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En las très figuras se pueden observar oscilaciones 

paralelas que se van acentuando a medida que la concentraciôn 

del aininoacido se hace mayor. A partir de 48 horas se aprecia 

que no existen variaciones significativas en la frccucncia de 

transfectantes.

En la Fig. 34 présentâmes les resultados de un experi- 

laento similar realizado en presencia de SCy* gr/ml de L-arginina*

En este caso no aparecen oscilaciones semejantes a las 

dcscritas mas arriba, sino una inhibiciôn progresiva de la trans- 

fectabilidad que alcanza un equilibria o valor constante a las 

48 horas de haber anadido la L-arginina al niedio de cultivo.

En ambas experiencias se hicieron recuentos de viables 

a les tienpos sehalados con el fin de observar posibles variaciones 

en el numéro de células présentes en el quimostato. Corao se despren* 

de de las Figs. 31 a 34 el numéro de células no expérimenté varia­

ciones sensibles.
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VII. CONSIDERACIONES ACERCA 
DE LOS RESULTADOS

Con objeto de poner en evidencia log posibles fenomenos 

de regulacion que intervienen capacitando a celulas de B. subtilis 

para entrar en competencia, en el presente capitulo, nos propone- 

mos considerar separadamente los distintos conjuntos de resultados 

obtenidos segun las fases de nuestro protocole de trabajo.

1. 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 celulas bacterianas entren en estado de com­

petencia, Por esa razon résulta absolutamente imprescindible, antes 

de centrâmes en el problems, determiner $ en cada caso concrete, ftas 

condiciones que resulten optimas para el desarrollo de dicha competen­

cia pues variaciones tan insignificantes como la composicion del agua 

(BOTT comunicacion personal) o incluso el origen comercial de los 

productos usadoB para preparar el medio de cultivo (LANDMAN, comuni- 

caci6n personal) pueden afectar decisivamente los resultados que se 

obtengan.



Con este fin, rcalizamos una curva de saturaci6n que nos 

permitiese conocer la cantidad minima de DNA necesaria para que se 

pueieran de manifiesto todas las células compétentes del cultivo.

La Fig. 13 nos indica las variaciones en el numéro total de trans­

formantes, para el caracter histidina, triptôfano o bien para ambos 

caractères, al modificar la concentraciôn de DNA anadido a células 

compétentes. Se puede apreciar claramente cômo a partir de una con­

centraciôn de DNA de 0,2 / gr/ml el numéro total de transformantes 

permanece invariable, lo cual nos indica que existe una saturaciôn 

de los lugares de union de las células por las moléculas transfor­

mantes. Es évidente, asi mismo, que los valores alcanzados en trans- 

formaciôn para un 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 continuaciôn del otro 

en el cromosoma bacteriano, sin embargo, cuando la transformaciôn se 

realiza para los dos caractères simultanées, aunque la cantidad de 

DNA que satura lascélulas compétentes sea la misma, el numéro total 

de transformantes es menor como era lôgico suponer.

En la fig. 14 estân representados los resultados de un 

experimento en el que el DNA anadido era el del fago SPPl, es decir 

las células compétentes del cultivo se ponen de manifiesto por trans- 

fecciôn. Como se desprende del gra&ico, a partir de 5y^gr/ml el nûme- 

ro de plaças de lisis permanece constante, lo que se podrla interpre­

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



de union al DNA por parte de las células compétentes estaban satura- 

dos; sin embargo, esta interpretaciôn estaria en desacuerdo con el 

hecho de que 0,2 yA gr/ml de DNA bacteriano son suficientes para satu- 

rar estos lugares, como se demostrô en la Fig. 13, y se los lugares 

de union 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 transfecciôn, ha de dirigir la sîntesis de una parti­

cule fâgica compléta y por lo tanto las moléculas de DNA que penetren 

al interior de una célula compétente, o bien deben llevar la totali- 

dad de la informacion, o bien han de rccombinarse 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 transformacion, recientes experimentos de 

DÜBNAU y cols. (1971) y DAVIDOFF-ABELSON (1971) llevan a pensar que 

una vez que una molécula de DNA ha penetrado en el interior de la cé­

lula compétente, es rppidamente degradada en segmentes muy pequenos 

los cuales pueden enfonces recombinarse con el DNA de la célula e in- 

corporar éste caracter; con lo cual, suponiendo que una célula compé­

tente tenga saturados de DNA todos los lugares de unién la probabili- 

dad de obtener un transformante sera mayor que la de obtener un trans- 

fectante, aunque a partir de una cierta concentraciôn de DNA ( 5 gr/ml 

en este caso) desapareceria el efecto de yuxtaposiciôn y apreciaria- 

mos el de saturaciôn.



Teniendo presente la meta que nos proponiamos alcanzar, 

esto es, el estudio de la regulacion de la competencia en quimos­

tato, resultaba muy importante conocer cual es el tiempo minimo que 

debe permanecer el DNA en contacte con las células compétentes hasta 

hacerse insensible a la DNAsa, pues una incubacion muy prolongada 

alteraria notablemente las condiciones fisiologicas de las celulas 

que se estaban multiplicando a un tiempo de duplicaciôn determinado 

y cuyo efecto sobre la competencia queriamos conocer.

El experimento, cuyos resultados sc representan en la 

Fig. 15, indica la cinetica de la penetracion de DNA bacteriano en 

el cual se anadio DN-asa a diferentes intervales de tiempo despues 

de haber suministrado el DNA al cultivo, determinandose en cada caso 

el numéro 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 adiciôn 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 solo una parte del tiempo es consumido para la en- 

trada del DNA, el tiempo restante corresponde probablemente a la sîn­

tesis de un tipo de permeada (KOHIYAMA y SAITO, 1960) dotada de un 

mecanismo de transporte active (STÜY y STERN, 1964).



A medida que se prolonge el tiempo de incubacion de las 

células compétentes con el DNA^ el numéro de transformantes para 

el marcador histidina va aumentando progresivamente hasta alcanzar 

su mâximo valor a los 20 minutos; a partir de este tiempo el numé­

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 minutes desde la adiciôn 

del DNA, todas aquellas moléculas que se habian unido a la superfi­

cie celular se han hecho insensibles al ataque enzimâtico, 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 penetracion de la pared y la penetracion de la membrana; en 

ambos casos el DNA no es atacado por la DN-asa, sin embargo podria 

tratarse de dos fenomenos diferentes: el primero puramente fisico, 

el segundo metabolico y energético. En nuestro laboratorio hemos rea­

lizado experimentos (datoa no publicados) en los que se ha suminis­

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

osmoticamente protegidos sin haberse conseguido nunca transformacion 

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 transformacion se verificaba con entera normalidad apreciandose 

incluso un notable aumento en el numéro de transformantes totales.
i

En cualquier caso tanto si el DNA ha penetrado al citoplasma celular |I
como si permanece irreversiblemente unido a la pared bacteriana siem- j 
pre y cuando mantengamos cl criterio apuntado en la pag. 18 de que j

definimos la competencia como transformabilidad, después de transcurridox 

20 minutos de contacte con el DNA todas las células que habian alcanza— ;

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

nias en un medio ausente del marcador para el cual estâmes transforman- 

do.

De esta manera y teniendo en cuenta que en nuestras condi­

ciones expérimentales los tiempos de duplicacion mas cortos que pode­

mos conseguir en el quimostato son de 1,7 h estâmes dentro de los li­

mites permisibles, pues 20 6 30 minutos de incubacion no modificarîan 

muy sensiblemente las condiciones fisiologicas de las células.

La Fig. 16 représenta los resultados obtenidos en unos ex­

perimentos en los que se evidencia la cinética de la union irreversi­

ble del DNA fâgico SPPl 6 0-29 a las células ARIT que se encontraban 

en maxima competencia.

A pesar de no disponer de datos expérimentales directes 

que lo confirmen, parece plausible suponer por extrapolaciôn, que en 

el caso de la transfecciôn, el periodo de latencia es algo mas largo 

que en transformaciôn y por razones que hasta el momento permanecen 

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



tea con el DNA fâgico se encuentra entre los 60 y los 120 minutos. 

Résulta dificil dar una solucion razonada para explicar el compor- 

tainiento diferencial de unas mismas celulas compétentes frente a di­

ferentes moléculas de DNA, sin embargo constituye un hecho incontro­

vertible que muy probablemente esté relacionado con el fenômeno da 

la penetracion del DNA exogeno. Existen algunos autores (ERICKSON 

y BRAUM, 1968) que opinan que la penetracion del DNA se verifies por 

apareamiento de bases complementarias durante la replicacion del DNA 

bacteriano; en este sentido, séria mas probable o mas r|[pida la pene­

tracion de DNA bacteriano que la del bacteriofago por lo que la sen- 

sibilidad al ataque por la DN-asa seria mas duradero en este ultimo 

caso. En lo que a nuestro trabajo se refiere, no podemos mantener 

en contacte 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 numéro de transfectantes no sera maximo y con objeto 

de homogenizar las situaciones transformaciôn-transfecciôn, hemos 

realizado todos los experimentos con un periodo de incubacion de 30 

minutos.

La misma Fig. 16 demuestra tambien que el nivel de competen­

cia es muy superior en el caso de suministrar DNA de SPPl que de 0-29. 

El fenomeno habia sido descrito anteriormente por numerosos autores 

(REILLY y SPIZIZEN, 1965; FOLDES y TRAUTNER, 1964) asi como que la 

infectividad del DNA de 0-29 previamente tratado con tripsina, qui-



Motripsina y pronqsa se reducia notablemente mientras que estos 

mismos trataroientos no causan reduccion alguna en la infectividad 

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

una proteina ligada al DNA de 0-29 y el hecho de ser el unico DNA 

fâgico descrito hasta la fecha que sea sensible al tratamiento con 

enzimas proteoliticos convierte a la transfecciôn con DNA de este 

bacteriofago, en condiciones normales, en un fenômeno singular digno 

de estudio por si mismo.

El cuadro 6 nos demuestra la positiva influencia que la 

agitaciôn, de las células compétentes ARIT con moléculas de DNA de 

SPPl, ejerce sobre el numéro de transfectantes. Este hecho, observado 

también en experimentos de transformaciôn, no se reproduce al utili- 

zar DNA de 0-29 (TRAUTNER, comunicaciôn personal). Los resultados 

presentados en el cuadro 6 nos indican que, en los experimentos de 

transfecciôn con SPPl de la cepa ARIT, es conveniente la incubaciôn 

con agitaciôn, pues de este modo se evidencia un mayor numéro de côlu- 

las compétentes.

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, aquella que fuese mas sensi­

ble a la infecciôn por los bacteriôfagos 0-29 ô SPPl. Como ya men- 

cionabamos en el capitule 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 transfecciôn anadicndo un antibiotico a las plaças de 

medio sôlido» No cabe duda de que la simplificacion maxima se con- 

seguiria utilizando como estirpe indicadora la propia estirpe recep­

tora del DNA, sin embarbo résulta obvio, de la observaciôn del cuadro 

8, que, excepte la estirpe MC-1, las restantes son resistentes en 

cierta medida a la infecciôn fagica lo que impide el empleo de estas 

estirpes como indicadoras. Por otra parte de los resultados expuestos 

en el cuadro 9 se deduce que la estirpe MC-1 no entra en competencia 

en el medio BWC siendo esta una de las razones por las que nos vemos 

obligados a prescindir de la estirpe MC-1 en los experimentos de 

trnsfecciôn.

El conjunto de resultados que hemos comentado a lo largo 

del présenté capîtulo nos han servido para determinar las condiciones 

ôptimas de trabajo que nos servirian para abordar el estudio de la re­

gulacion de la competencia. Estas condiciones, resumidas en el capi­

tule anterior, son las siguientes:

a) Las estirpes receptoras, como se deduce de los cuadros 7 jt 9, 

han de ser ARl (para los experimentos de transforméeion) o 

bien ARIT (para los de transfecciôn) 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 mpèodo de Bott y Wilson pues como se desprende de los

;



cuadros 7 y 9 no existen diferencias notables en los niveles de 

competencia de las células ARl 6 ARIT puesto de manifiesto por 

transf ormacion o transfecciôn respectivainente, Una de las razones 

mas importantes para decidirnos a no utilizar el procedimiento de 

ANAGNOSTOPOULOS y SPIZIZEN para desarrollar la competéncia, es que 

este método implica el cambiar de medio de cultivo, lo cual difi- 

cultaria extraordinarlamente su empleo en quimostato en la realiza- 

ciôn de los estudios de regulacion que nos habiamos propuesto llevar 

a cabo.

c) Cuando se anada a las células compétentes DNA bacteriano, 

debe hacerse a una concentraciôn superior a 0,2y^gr/ml (Fig. 13).

En los experimentos de transfecciôn, el DNA a utilizar sera el del 

bacteriofago SPPl (Fig. 16) a una concentration superior a 5^ gr/ml 

(Fig, 14).

d) En todos los experimentos para poner de manifiesto la compe­

tencia, la incubaciôn de las células receptoras con el DNA se ha de 

hacer en agitaciôn (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 transfecciôn serâ la MC-1 (Cuadro 8).

2. Tiempo de duplicacion y competencia

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

de la frecuencia de transformaciôn con respecto a los valores de la



tasa de œultiplicaciôn estudiado en cultives ordinaries. Las Figs. 

22 y siguientes deinuestran la eficacia del use del cultivo continue 

para estudiar la transformaciôn y la transfecciôn de B. subtilis mul- 

tiplicandose en medios definidos como el BWC. BOTT y WILSON (1968) 

habian manifcstado que el estado compétente estaba asociado con una 

fase especifica del desarrollo y que una alteraciôn de la tasa de 

multiplicacion en la fase logaritmica ténia un efecto muy pequeno 

sobfe el desarrollo de la competencia.

Nuestros resultados (Figs. 22 y 23) indican que en cultivo 

continue el desarrollo de la competencia, fuertemente influido por 

la tasa de multiplicacion, muestra frecuencias mâximas a tiempos de 

duplicacion 2,5 h y 6,5 h en nuestras condiciones expérimentales.

Por otra parte, BOTT y WILSON (1967) han encontrado que 

en ausencia de aminoacidos estimulantes (medio BWI), la frecuencia 

maxima de competencia disrainuye mas de un Z0% con respecto a la ob- 

tenida en medio suplementado BWC. Por el contrario, nosotros obser- 

vamos (Fig. 25) que a un tiempo de duplicacion de 2,5 h la maxima 

competencia permanece inalterada o es ligeraraente estimulada cuando 

las bacterias receptoras se multiplican en medio BWI, mientras que 

a tiempos de duplicaciôn superiores a 4,5 h, el estado de competencia 

desaparece por complete.

Estos resultados podian sugerir que cuando las bacterias 

se estan multiplicando en cultivo continue a un tiempo de duplicaciôn 

de 2,5 h las condiciones fisiologicas que conducen a la competencia

| : i



difieren roarcadamente de aquellas que conducen a la competencia en 

cultives ordinaries. Esta conclusion esta reforzada por el hecho de 

que la pre-esporulaciôn es muy baja al tiempo de duplicaciôn anterior­

mente citado (Fig. 24). La baja tasa de pre-esporulaciôn cuando la 

competencia es muy alta, no concuerda con la sugerencia hecha por 

algunos autores (SpIZIZBN y cols. 1967) de que la pre-esporulaciôn 

tiene un efecto positive sobre el desarrollo de la competencia.

Mas aun, cuando estos experimentos se llevaron a cabo en 

presencia de 50^  gr/ml de âcido L-glutaraico o bien de L-alanina 

(aminoâcidos 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 duplicaciôn de 2,5 h mientras que a tiempos de d«- 

plicaciôn de 6,5 h el estado compétente fue claramente inhibido.

Si las curvas de competencia se hacian en presencia de 

50ŷ  gr/ml de L-arginina o L-histidina (aminoâcidos estimulantes) se 

obtiene un fenômeno inverso (Fig. 27). Es decir, a un tiempo de du- 

plicaci&n de 2,5 h, el nivel de competencia era fuertemente inhibido, 

petfo fue estimulado cuando las bacterias se multiplicaban a un tiempo 

de duplicaciôn de 6,5 h.

Todo lo anteriormente expuesto parece demostrar claramente 

que el fenômeno de la competencia es completamente independiente del 

ciclo del âcido citrico, puesto que el âcido L-glutâmico y la L-alani- 

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

1 !



Mas todavia, el hecho de que la arginina estiraule la competencia 

a un tiempo de duplicacion 6,5 h, contradice completamente la supo- 

sicion de FELKNER (1970) de que un ciclo del âcido citrico intacto 

es necesario para la consecucion del estado de competencia. Estos 

resultados, como se puede ver, indican que la competencia esta de- 

cididaniente mas influenciada por el tiempo de duplicacion 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 duplicacion de

2,5 h y 6,5 h, son completamente diferentes. La forma de alcanzar 

el estado compétente a un tiempo de duplicacion de 6,5 h es similar 

a las condiciones que elevan a este mismo estado en cultivos ordina­

ries. Esta afirmacion esta apoyada por el efecto de ciertos aminoaci­

dos sobre la expresion final de la competencia. Estas conclusiones po< 

dian estar relacionadas con aquellas expuestas por EPHRATI-ELIZUR 

(1968) en cultivos ordinaries quKen surgiriô que la competencia en 

la fase logaritmica temprana podîa diferir en algunos aspectos im­

portantes de la competencia en la fase estacionaria temprana. Final- 

mente, nuestoos estudios sugieren algunas modificaciones al raodelo 

propuesto por ERICKSON (1970) en el sistema de transformaciôn de 

B. subtilis. ya que mientras este auter excluyc a la transformaciôn 

como un mecanismo evolutive en este microorganismo, nosotros hemos 

encontrado que las células receptoras, multiplicandose activamente 

en un quimostato, pueden incorporer DNA y son capaces de expresar 

marcadores genetico*



3. El estado de competencia y su regulacion

De los resultados espuestos en las Figs. 31, 32 y 33 se

aprecia como inmediatamente después de anadir al quimostato el âcido

L-glutaniico tiene lugar una inhibiciôn brusca de la transfectabilidad, 

inhibiciôn que es mas acentuada en el caso de la Fig. 33 cuando la 

concentraciôn de âcido L-glutaraico era de 5(yt*gr/ml. Si teneraos en 

cuenta el modelo recienteraente descrito por PIERSON y cols. (1972) 

para B. subtilis, segun 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 corao équivalente a los 

"lugares" ("sites") de uniôn del DNA, y otros un factor proteico que 

se libera en el medio (factor de competencia), cuya interacciôn da 

lugar a "sites" actuados suceptibles de unir DNA exogeno, podemos 

interpreter estos resultados corao consecuencia de una interacciôn del 

glutâfflico con los lugares de uniôn 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 graduai recuperaciôn del estado de competencia podria

ser explicada suponiendo que el âcido L-glutaraico dereprime alguna

region del DNA celular cuya secuencia de bases codifies polipéptidos 

implicados en la sîntesis del factor de competencia siguiendo un mo­

delo similar al modelo del operôn de JACOB y MOBOD, de este modo, a 

pesar de que el glutâmico bloques los lugares de uniôn del DNA fâgico 

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



manifestaciôn del efecto inhibitorio que produce el gentâmico en 

cultivos ordinarios, o cuando las células se multiplican a un td =

6,5 h«

Hay que tener en cuenta aderaâs, que en las condiciones 

fisiologicas anteriormente apuntadas (td s 6,5 h o en cultivos or­

dinarios) se han podido sintetizar ciertas sustancias de naturaleza 

inhibidora que no estân présentes a td = 2,5 h lo que haria mas no- 

torio el efecto inhibidor del âcido L-glutâmico sobre el desarrollo 

de la competencia.

En cuanto a la recqperacion del nivel de competencia en 

las 3 primeras horas después de la adicion del âcido L-glutamico 

podria ser debido a la heterogeneidad de la poblacion celular, en 

cl sentido de que el DNA fâgico podria fijarse a la pared bacteriana 

de una manera irreversible en presencia de un precursor del factor 

de competencia es decir de una sustancia de.naturaleza proteica que 

no hub1era adquirido su estructura définitiva, transcurrido ese tiemft 

po, y teniendo présenté que el td = 2,5 h, la poblacion celular como 

un todo manifiesta inhibiciôn.

En la Fig. 34 se presentan los resultados obtenidos al ana­

dir al quimostato 50y^ gr/ml de L-arginina, en este caso la hipotesis 

para explicar la inhibiciôn de la transfectabilidad seria esencial- 

mente la misma que hemos sehalado para el acido glutâmico con la di- 

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

i i



inductor, de la sîntesis del FC* Del mismo modo que en las conside- 

raciones precedentes, la inhibiciôn no alcanzaria los niveles defi­

nitives hasta transcurrido un cierto tiempo debido a que el cultivo 

no esta sincronizado siendo la poblacion celular heterogenea* Este 

explicaria el efecto inhibitorio de la arginina a td = 2,5 h pero 

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

En definitiva y teniendo en cuenta los datos presentados 

ën las figuras 26 a 34 résulta évidente que el desarrollo de la com­

petencia présenta fluctuaciones y alteraciones notables y contrapues- 

tas segun esten présentes en el medio de cultivo aminoâcidos que for- 

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

tâmico y L-alanina) o bien minoritariamente (L-arginina y L-histidina) 

rcgulando la capacidad de las células para incorporar DNA exogeno, 

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 numéro de fenômenos o de procesos bioquimicos 

que permanecen hasta el momento desconocidos por lo que la interpre­

taciôn de los resultados obtenidos en los experimentos descritos en 

presencia de aminoâcidos deberan continuarse y asi después de exhaus­

tives estudios posteriores dirigidos a corroborar o rechazar inter- 

pretaciones como las sehaladas anteriormente!^ se podran esclarecer 

definitivamente el osouro fenômeno de la competencia. Sin embargo, 

trabajos actuales llevados a cabo en nuestro laboratorio y cuyos re­

sultados se han obtenido durante la redacciôn de esta merooria, por



lo cual no figuran en ella, deauestran que el efecto que sobre célu­

las de baja competencia tiene el sobrenadante de células que se esta- I
j

ban multiplicando en un quimostato a td de 2,5 hr en presencia de j
I

50 yx.gr/ml de L-arginina, es raarcadamente inferior que el descrito |

por JOENvJE y cols, (1972) lo que es un dato mas que apoya la conclu-
i

siôn apuntada anteriormente de que por lo menos uno de los efectos 

regulatorios que puede tener la arginina sobre el desarrollo de la 

competencia podria ser afectando la biosintesis del factor de compe­

tencia, )
!1

Por otra parte, ELLWOOD (1970) ha encontrado una clara l

influencia del tiempo de duplicaciôn sobre la composicion de la \
I

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 compétentes difieren marcadamente en sus propiedades quî- 

micas (YOUNG y cols. 1963) e inmunolôgicas (TOMASZ, 1970) apoyaria la i

conclusion de que el efecto contrapuesto que ejerce un mismo amino- l

âcido sobre la capacidad de competencia td de 2,5 h y de 6,5 hr, se \

pueda deber ademâs de un efecto regulador de la biosintesis del FC, 

a una influencia variable y asimismo de tipo regulador, sobre ambos 

tipos de poblaciones (compétente y no compétente), dependiendo tal 

efedto de las condiciones fisiolôgicas de las células que vienen de­

terminadas principalmente por su constante de multiplicaciôn. Dicho 

en otras palabras, la influencia que podria ejercer la presencia de 

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



séria 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 

aminoâcidos raayoritarios en composicion de la pared celular, ejercen 

un efecto inhibidor sobre los "sites" a tal de 6,5 hr, mientras que 

los minoritarios no influyen sobre les mismos de forma significati- 

va, siendo esta una situacion similar a la que aparece en cultivos 

ordinarios (BOTT y cols. 1968).

Bs importante hacer notar que a pesar de suponer que existe 

un bloqueo por parte de la arginina y del âcido glutâmico sobre los 

lugares de union del DNA a la pared celular, podrian muy bien estos 

aminoâcidos afectar a cualquiera de los pasos subsiguientes alteran- 

do igualmente la expresion de la competencia. En este sentido quere- 

mos indicar que solo hemos pretendido iniciar una linea de investi- 

gaciôn que en modo alguno hemos cerrado con la finalizaciôn de esta 

memoria, por el contrario las posibilidades que nos ofrece el empleo 

del cultivo continuo en este campo y que han quedado patentes a lo 

largo del trabajo, sirven para que elaboremos proferamas de investiga- 

ci6n futura cuyo final por el momento no es prévisible.

Cabe senalar como netas inmediatas, algunas de las cuales 

estan en vias de soluciôn, el aislamiento o deteccion del factor 

de coidpetencia, el analisis fino de las alteraciones de pared en 

funciân del tiempo de duplicaciôn de la bacteria en ausencia o pre­

sencia de aminoâcidos asi como las posibles modificaciones que taies 

alteraciones pudieran ejercer sobre la uniôn irreversible del DNA



a la pared, datos que han de contribuir al esclarecimiento de los 

procesos de incorporacion de macromoleculas informativas a celulas 

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 incorporacion a células vivas 

de macromoléculas con capacidad informativa; hemos elegido para ello 

el sistema de transformaciôn bacteriana por encontrar entre otras 

razones que en el se presentan una serie de caracteristicas que le 

hacen idoneo para este tipo de estudios como son la obtenciôn 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 genetico en bacteriologia, 

dando especial énfasis a la transformaciôn bacteriana*

El estudio realizado sobre transformaciôn lo hemos dividi- 

do atendiendo a las diversas etapas por las que atraviesa el DNA do- 

nador desde el momento en que se ahade al cultivo bacteriano hasta 

que llega a ser incoporado al patrimonio genetico de la célula recep­

tora y es expresado como tal. Dentro de todas y cada una de taies 

etapas se relacionan los factores que aporta la célula compétente o



las alteraciones que sufre la misma para llegar a ser reconocida 

por cl DNA donador; por otra parte, también se senalan las carac- 

teristicas que este material genetico ha de poseer para llegar a 

ser incorporado a la célula*

Este estudio bibliografico en el cual hemos procurado 

dar lugar prépondérante a la incorporacion del DNA nos mostro cla­

ramente las multiples lagunas aûn existentes en el conocimiento 

întirao de la transformaciôn bacteriana y nos llevô al planteamiento 

de un protocolo experimental en el que se han obtenido datos acerca 

de:

1*- Estirpes de B. subtilis mas idoneos para estudios de 

transformaciôn o transfecciôn*

2*« Elecciôn 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 regulacion 

en cultivo continue*

3*- Se han puesto a punto diversos métodos, descritos en 

la literature, para la obtenciôn y purificaciôn de DNA bacteriano y 

de DNA fâgico*

4*- Con vistas a las experiencias en cultivo continuo se 

realizaron pruebas comparatives entre transformaciôn y transfecciôn 

para conocer cual de las dos sistemas reportaba mayores ventajas en 

el estudio de la incorporaciôn del DNA exogeno*



5*- Dentro de las dos sistemas senalados se deterininaron 

las respectivas cinéticas de incorporaciôn de DNA a la célula com­

pétente.

6.- Determinaciôn de las condiciones necesarias para el 

desarrollo de un procedimiento, mediante cultivo continuo, para man­

tener las células, indefinidamcnte, en estado de competencia puesto 

de manifiesto por transformaciôn y por transfecciôn.

7.- Estudio de la relaciôn existente entre el tiempo de 

duplicaciôn y el desarrollo de la competencia.

8.- Mediante ensayos realizados en cultivo continuo en 

presencia de determinados aminoâcidos en el medio de cultivo o a 

través de la determinaciôn del numéro de preesporas se estudia la 

influencia que determinadas vias metabôlicas consideradas hasta hpy 

como imprescindibles, ejercen en el desarrollo de la competencia.

9.- Finalmente se estudia la influencia que ejercen deter­

minados aminoâcidos, 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

ciôn. Asimismo, dentro de estos tiempos de duplicaciôn se investigô 

la influencia temprana y tardia de los aminoâcidos sobre la competen­

cia.



Lob resultados obtenidos en las experienclas que se indi­

can en el resunien anterior nos perniiten concluir que: la estirpe 

AR-l es la mas idonea para estudios de transformacion, mientras que 

la ARIT, derivada de la anterior, es la indicada en experiencias 

de transfeccion.

Dcntro de la amplia gama de medics de cultive conocidos 

para conseguir que las celulas 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 

celulas desarrollan a competencia sin necesidad de recurrir a un 

procedimiento de •^step-down”. Per otra parte, en estudios realizados 

en cultivo continue para tiempos deduplicacion bajos se recomienda 

el empleo de una modificacion del medio de BOTT y WILSON que simpli- 

fican la composicion del mismo quedando reducido a glucosa y sales, 

lo cual le hace idoneo para realizar estudios de regulacion*

Se ban establecido las condiciones necesarias para la 

elecci6n del factor limitante en estirpes de B. subtilis mutantes 

0 de genotipo salvaje siendo la histidina el factor limitante en 

experiencias de transforraacion realizadas en cultivo continue emplean- 

do la estirpe ARl (his^ trpg ) y la glucosa en las experiencias de 

transfeccion con la estirpe salvaje ARIT*

Nuestros resultados demuestran que B. subtilis multiplican- 

dose en quimostato en las condiciones senaladas alcanzan estado de



competencia que se raantieno constante para cada tiempo de duplica- 

ciôn una vez alcanzado el eqiiilibrio del cultivo.

Dentro de los margenes deterininados por nuestras condi­

ciones expérimentales los valores de competencia encontrados raues- 

tran dos mâximos a tiempos de duplicaciôn de 2,5 hr y de 6,5 hr, 

siendo mas elevado el primero. Los valores de transformabilidad o 

de transfectabilidad encontrados son sierapre inferiores a aquellos 

obtenidos en cultives en agitacion en la fase estacionaria temprana 

(l%). Sin embargo, a tiempès de duplicaciôn de 2,5 hr se alcanzan 

valores del orden de 0,1%.

Habida cuenta de las precarias condiciones en las cuales 

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

cionan los procesos de intcgraciôn y expresiôn del DNA donador nues­

tros resultados aconsejan el empleo de la transfeccion como roedio 

optimo para estudios de incorporaciôn.

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 apariciôn de preesporas a 

diferentes tiempos de duplicaciôn heroos podido descontar, en contra 

de los resultados existantes en la literatura, una influencia directa 

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

Por ûltimo las experiencias realizadas a tiempos de dupli­

caciôn de 2,5 hr y 6,5 hr demuestra que determinados aminoacidos



mayoritarios en cuanto a su contenido en la pared celular de B. sub- 

tills y considerados hasta hoy como inhibidores de la competencia 

pueden en otras condiciones fisiolôgicas, estimular o no afectar el 

desarrollo de la misma; inversamente, aminoâcldos considerados como 

estimulantes en cultives agitados pueden exercer an efecto inhibidor, 

Nuestros primeros resultados parecen indicar que este efecto inhibi­

dor 0 estimulante sobre la transfectabilidad podria estar localizado 

a diferentes niveles, es decir en la biosintesis del factor de com­

petencia 0 bien alternando los lugares de fiçaciôn del DNA ("sites") 

de forma contrapuesta segun sean las condiciones fisiologicas a las 

cuales se desarrolla la celula receptora*

De cuanto hemos dàcho anteriormente creemos que con el de­

sarrollo de estudios de transformacion bacteriana sobre celulas pues- 

tas en estado de competencia a diferentes tiempos de duplicaciôn me- 

diante el empleo de cultivo continue hemos establecido un sistema con 

indudables ventajas que nos permits abordar desde una nueva perspecti- 

va el probleroa 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 cultives en agitaciôn.
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