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TAXONOMIA DE LAS BACTERIAS DESLIZANTES

La octava edicién del Bergey's Manual of Deter-
minative Bacteriology (1974) engloba en el apartado 2 a las
bacterias deslizantes, grupo muy heterogéneo filogeneticamen-
te, ya que son pocos los caracteres que comparten las bac-
terias que lo integran, enfre los que destaca la capacidad
de deslizarse. A pesar de dicha heterogeneidad, no se inclu-
yen en él microorganismos procariotas que reunen las pocas
caracteristicas comunes del grupo, como las cianobacterias

deslizantes, muy similares a los géneros Beggiatoa, Thiotrix

y Leucothrix. Esto, junto con un mejor conocimiento de todos
los microorganismos deslizantes, ha llevado a Reichenbach y
Dworkin (1981) a proponer una nueva clasificacién. En ella,
los microorganismos deslizantes son divididos en tres grupos

muy diferentes entre si:

- El primero incluye las bacterias verdes del
azufre filamentosas, estrechamente relacionadas con la fami-

lia Chlorobiaceae.

- El segundo grupo reune las cianobacterias des-
lizantes y organismos no fototréficos que parecen derivar de
las cianobacterias. La mayoria forman también filamentos

multicelulares.

- El1 tercer grupo engloba las bacterias deslizan-

tes unicelulares.

Este Gltimo grupo incluye una sola clase, denomi-

nada Flexibacteriae, la cual habia sido ya propuesta ante-

riormente por varios autores (Soriano, 1947; Soriano, 1973;
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Reichenbach, 1981). Las flexibacterias presentan algunas ca-
racteristicas bastantes inusuales dentro de las bacterias
aerobias Gram-negativas, como tener &cidos grasos isoramifi-
cados e hidroxilados en posiciones 2 y 3 (Schroder y Rei-
chenbach, 1970; Ware y Dworkin, 1973; Fautz et al., 1979 y
1981) y contener exclusivamente menaquinonas en sus cade-

nas respiratorias (Kleining et al., 1974).

Lz clase Flexibacteriae es dividida en dos 6&rdenes:

Cytophagales y Myxobacterales. El primer orden incluye bacte-

rias deslizantes unicelulares Gram-negativas con forma de bas-
tdon, a veces cortos, pero normalmente bastante largos. Muchos
de ellos sufren cambios de forma que pueden llevar a la forma-
cién de microquistes o, al menos, a la aparicidén de poblaciones
altamente pleomérficas, sin que en ninglin caso lleguen a apare-
cer estructuras semejantes a cuerpos fructificantes. Es un or-
den bastante heterogéneo, como refleja su amplio rango en el
contenido G+C, que oscila entre 28 y 67 moles por ciento (Man-

del y Lewin, 1969).

El orden Myxobacterales, por el contrario, es muy

homogéneo, como indican su estrecha variacién en el contenido
G+C: 67-71 moles por ciento (Mandel Yy Leadbetter, 1965; McCurdy
y Wolf, 1967), los estudios realizados sobre RNA 16 S (Ludwig

et al., 1983) y su peculiar ciclo de vida.

CARACTERISITICAS GENERALES DE LAS MIXOBACTERIAS

Las mixobacterias son bacilos Gram-negativos tipi-
cos, con los extremos afilados o redondeados. Presentan tres
caracteristicas sobresalientes que las diferencian del resto de
las bacterias Gram-negativas: Se mueven por deslizamiento. Tie-
nen un espectacular potencial morfogenético. Y son organismos

sociales. Estas propiedades no son independientes unas de otras
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Yy pueden tener su explicacién en la ecologia de las mixobacte-

rias (Reichenbach, 1984).

La estructura de las células vegetativas es similar
a la de otras bacterias Gram-negativas. Estan rodeadas por una
capa mucosa, compuesta por un complejo de proteinas, polisacéri-
dos y lipidos (Gnospelius, 1978 b). En el polisacarido abundan
la manosa, la D-glucosa y la D-galactosa (Sutherland y Thomson,
1975). Son varias las funciones que se le ha atribuido a esta
capa mucosa: adhesién de unas células a otras, adhesién al sus-
trato, proteccidn frente a fagocitosis y toxinas e incluso in-
tervenir en el movimiento deslizante; sin embargo, ninguna de

estas funciones estad completamente clara.

Debajo de la capa mucosa estid la envuelta celular,
la cual consta de tres capas: la membrana externa, el peptido-

glucano y la membrana plasmatica.

La membrana externa estd formada por lipopolisacari-
dos, ‘proteinas y fosfolipidos, igual que la del resto de 1las
bacterias Gram-negativas, sin embargo, hay algunas diferencias
entre la mebrana externa de unas y otras. Asi, las mixobacte-

rias no tienen heptosa en el lipopolisacarido (Sutherland y
Smith, 1973; Rosenfelder et al., 1974), azlcar bastante frecuen-
te en el lipopolisacérido de bacterias Gram—ﬁegativas; ademéas,
la membrana externa de las mixobacterias es menos densa que la
membrana celular, al contrario de lo que ocurre en E. coli (Orn-
dorff y Dworkin, 1980), debido al alto contenido en fosfolipi-

dos de la membrana externa de las mixobacterias.

El peptidoglucano tiene una composicién similar
al de E. coli, aunque estd en menor proporcién; sin embargo, la
tripsina fragmenta el mucopéptido de las mixobacterias en tro--
zos pequefios que pueden ser sedimentados por centrifugacién,
mientras que el del resto de las bacterias es resistente a este

enzima proteolitico. Esta sensibilidad es debida a que el pepti-
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doglucano de las mixobacterias no constituye una envuelta conti-
nua, sino una serie de paquetes unidos entre si por material
sensible a la tripsina. El material que hace de nexo parece
ser que es la glicina, ya que tras el tratamiento con tripsina
se solubiliza la mayoria de la glicina del mucopéptido (White
et al., 1968). El bajo contenido en peptidoglucano y su discon-
tinuidad pueden estar relacionados con 1la flexibilidad de las

células y su capacidad para convertirse en mixdsporas (Kaiser,

Manoil y Dworkin, 1979).

El genomio de las mixobacterias tiene dos caracte-—
risticas relevantes: su gran tamafio y su alto contenido en G+C.

El tamafio del ADN de Myxococcus xanthus, tnica mixobacteria

en que se ha medido, es de 56904 510 Kb (Yee and Inouye, 1981
y 1982), casi el doble del de E. coli K-12, y uno de los geno-
mios mas grandes conocidos entre las bacterias. El por qué de
este tamafio tan elevado no estd aln aclarado. Parece ser que
no se necesita un tamafio especial para la esporulacién, ya que

Bacillus éubtilis tiene un ADN de tamafio similar al de E. coli

Wallace y Morowitz, 1973). Quizid sea necesario un exceso de
ADN para la fructifiacién. Si esto fuese asi todas las mixobac-—
terias deberian tener un genomio grande, hecho que hasta el

momento se desconoce.

En cuanto a la composicién de bases, el contenido
en G+C oscila entre 67-71 moles por ciento. Yee y Inouye (1984)
baséndose en 1los estudios realizados por Swenson y Setlow
(1966) en E. coli, creen que este alto contenido en G+C ha sido
desarrollado por las mixobacterias a lo largo de la evolucién
para protegerse de la radiacidén ultravioleta de la luz solar
a la que estan expuesta por vivir generalmente en la superficie

del suelo.
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Las mixobacterias han desarrollado ademds otros
mecanismos para protegerse de la luz solar, como la produccién
de pigmentos de naturaleza carotenoidica unidos a la membrana
citoplasmatica (Kleinig, 1972), cuya sintesis es fotoinducible

en muchos casos (Burchard y Dworkin, 1966 a; Arias y Montoya,

1982).

Las mixobacterias se mueven por deslizamiento
sobre superficies sélidas o en la interfase aire-agua. Aunque
este tipo de movimiento ha sido objeto de numerosos estudios,
ain no se ha conseguido dilucidar el mecanismo del mismo. En
la actualidad existen varias teorias que intentan explicar,
aunque ninguna satisfactoriamente, cual es la fuerza directriz
del movimiento deslizante. Una teoria sostiene que el desliza-
miento se debe a la excrecién de material de la capa mucosa
extracelular (Fluegel, 1963). Este mecanismo esta hoy practica-
mente descartado, y el papel que se le atribuye actualmente
a la capa mucosa en este movimiento es el de unirse a polisaca-
ridos del sustrafo ¥ originar una matriz apropiada para el des-
lizamiento (Burchard, 1984). Otra teoria defiende que son gra-
dientes de tensién superficial los que dirigen el movimiento
(Keller et al., 1983). Y una tercera teoria atribuye el desliza-
miento a la contraccién de los filamentos intracelulares uni-
dos a la membrana citoplasmidtica que han sido observados en
muchas mixobacterias y que no se encuentran en mutantes que
han perdido la capacidad de deslizarse (Scmidt-Lorenz y Kihl-
wein, 1968; MacRae y McCurdy, 1976; Burchard et al., 1977;
Inouye EE gi., 1985). Todos estas teorias tan distintas son
una consecuencia del desconocimiento que aln se tiene del des-
lizamiento, ya que en la actualidad no existen datos con sufi-
ciente firmeza para explicar en términos mecanisticos la movi-

lidad deslizante.
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Ademds del movimiento de cada célula individual,
las mixobacterias poseen capacidad para moverse como grupos
coordinados, que reciben el nombre de enjambres. La velocidad
de expansién del enjambre es proporcional a la densidad celu-
lar, debido a que es necesaria la interaccidn entre las células
para que se de este movimiento coordinado (Kaiser y Crosby,
1983). En esta interaccién juegan un papel importante las fim-
brias que salen de los polos de las células, ya que las razas
sin fimbrias no pueden moverse coordinadamente (Kaiser, 1979).
Estas dos formas diferentes de movimiento estan controladas
por dos sistemas de genes diferentes: el sistema A, que contro-
la el deslizamiento de las células individuales; y el sistema

S, que controla el movimiento del enjambre (Hodgkin y Kaiser,
1979 a y b).

Desde hace mucho tiempo es conocido que las mixo-
bacterias degradan y se alimentan de macromoléculas insolubles
presentes en el medio ambiente y que pueden lisar a otros mi-
croorganismos, tales como eubacterias, tanto Gram-positivas
como Gram-negativas, actinomicetos, cianobacterias, levaduras
y otros hongos e incluso nematodos. Esta actividad litica es
debida a la produccién de una amplia variedad de antibidticos,
bacteriocinas, enzimas liticos de la pared celular, proteasas,

polisacaridasas, nucleasas y lipasas (Rosenberg y Varon, 1984).

Los enzimas liticos de la pared celular pueden di-
vidirse en cuatro grupos, atendiendo al enlace que cortan: mu-
ramidasas (Harcke et al., 1971 y 1972} que rompen el enlace
1-4 entre el Acido muradmico y la glucosamina. Glucosaminidasas
(Hart y Zahler, 1966; Sudo y Dworkin, 1972; Hask&, 1974), que
cortan el enlace 1-4 entre la glucosamina y el &cido muramico.
Amidasas (Katz y Strominger, 1967; Tsai et al., 1965; Sudo y

Dworkin, 1972), que cortan el enlace entre el &cido murémicq
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y la alanina de la cadena peptidica. Y peptidasas (Tsai et al.,
1965; Tipper et al., 1967; Sudo y Dworkin, 1972; Hask&a, 1974),
que hidrolizan enlaces de la cadena peptidica. De los cuatro
grupos, los tres primeros son, por el enlace que rompen, alta-
mente especificos de la pared celular; sin embargo, el Gltimo
puede actuar también sobre otros polipéptidos diferentes de

los que forman la pared.

Junto con los enzimas que cortan la pared celular,
los enzimas proteoliticos juegan un papel muy importante en
la actividad bacteriolitica de las mixobacterias. Varios enzi-
mas proteoliticos extracelulares han sido purificados y estu-
diados en detalle. Gnospelius (1978 a) encontré que al menos
tres proteasas estaban presentes en los sobrenadantes de Myxo-

coccus virescens, de las cuales sélo purificé una. El1 enzima

purificado podia hidrolizar la caseina y la hemoglobina, cortan-
do en aquellos puntos en que estaban implicados aminoacidos
apolares. Myxobacter AL 1 produce dos enzimas proteoliticos
extracelulares, denominados préteasa I y proteasa II, que se
diferencian en que la primera puede actuar sobre paredes celu-
lares y la segunda no (Jackson y Wolfe, 1968; Wingard et al.,
1972). También se han detectado enzimas proteoliticos en Soran-

gium (Whitaker, 1965; Jurasek y Whitaker, 1965), Chondrococcus

coralloides (Harcke et al., 1971) y Myxococcus xanthus (Rodri-

guez y Montoya, 1980). La actividad bacteriolitica y proteo-
litica es afectada por la composicién del medio de crecimiento.
Esto ha sido estudiado por Haskd y Stahl (1971) en M. virescens
y por Pérez Lbpez et al. (1978) en M. xanthus.

Las mixobacterias son también productoras de endo-
nucleasas de restriccidén. Morris y Parish (1976) encontraron

que una raza de M. virescens, denominada M. virescens V2, era
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restrictiva para el fago Mx-1 y consiguieron separar dos enzi-
mas de restriccién, R.Mvi2I y R.Mvi2Il, a partir de extractos
sonicados de dicha raza. La nucleasa I corta el ADN del fago
Mx-1 en 10 sitios, mientras que la nucleasa II lo corta en un
gran nGmero de puntos. Utilizando ADN del fago Mx-1 modificado
por M. virescens V2, se encontrd que dicho ADN era sdlo sensi-
ble a la accidén de la nucleasa II. Dos afios mas tarde, Mayer
y Reichenbach (1978), utilizando un procedimiento de extrac-
cidén de enzimas del espacio periplésmico de bacterias deslizan-
tes que serd descrito més adelante (Material y Métodos), encon-

traron que varias razas de Myxococcus fulvus, Myxococcus vires-

cens, Myxococcus xanthus, Myxococcus stipitatus, Archangium

serpens y Podangium erectum contenian endonucleasas de restric-

cién en el espacio periplasmico, por lo que se pueden conside-
rar las mixobacterias como una fuente rica en este tipo de en-
zimas. Debido a la localizacién de las endonucleasas, es difi-
cil atribuirles algin papel en 1la lisis de otras bacterias,
aunque puedan degradar el ADN liberado tras la lisis por otro

tipo de enzimas.

Ademads, también se han descrito enzimas con activi-
dad lipésica. Sgrhaug (1974) encontré en M. xanthus una glice-
rol ester hidrolasa, cuya localizacién no ha sido aclarada.
Posteriormente, Rodriguez et al., (1979) demostraron la exis-
tencia de actividad esterasa sobre la superficie celular. Ruiz-
Rodriguez (1980) encontrd dos sistemas enzimaticos con activi-
dad lipésica en M. xanthus MD2 y MD4, uno de ellos extracelular

y €l otro unido a estructuras celulares.

En relacidén con la actividad litica de las mixobac-
terias se encuentra también la produccién de antibidticos y

bacteriocinas.
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Aunque Oxford (1947), Néren (1953) y Néren y Raper
(1962) encontraron evidencias indirectas de produccién de anti-
bidticos por mixobacterias, no consiguieron aislar el componen-—
te activo de los cultivos liquidos, lo que hace dificil evaluar
cudntos de los fendmenos descritos eran debidos a antibidticos

y cudntos a otros factores, tales como enzimas bacterioliticos.

El primer antibidético caracterizado fue la mixina,
producida por Sorangium (Peterson et al., 1966). Es un antibidti
tico de espectro de accién muy amplic, ya que actOa frente a
bacterias, levaduras y otros hongos. Estudios sobre el modo
de accidén indicaron que inhibe la sintesis de ADN (Behki y Les-
ley, 1972). Desde entonces han sido bastantes los antibidticos
aislados de cultivos de mixobacterias (Rosenberg et al., 1973;
Arias et al., 1979; Gerth et al., 1982; Ringel et al., 1977;
Gerth et al., 1980; Kunze et al., 1982; Gerth et al., 1982;
Irschik et al., 1983; Hofle et al., 1984), sobre todo en los
Gltimos afios, debido a que un grupo aleman se dedica casi exclu-

sivamente a la busqueda de antibiéticos en mixobacterias.

A pesar de que las mixobacterias son también pro-
ductoras de bacteriocinas y de que éstos agentes deben jugar
un papel importante en los efectos antagénicos de las mixobac-—
terias sobre otras bacterias, existen muy pocos datos sobre

estos agentes antibacterianos. Asi, sélo se han descrito en

tres especies: M. xanthus (McCurdy y MacRae, 1974), M. fulvus

(Hirsch, 1977) y M. coralloides (Mufioz et al., 1984).

Aunque en algunos casos la lisis de microorganimos
por mixobacterias pueda atribuirse a la produccién extracelular
de enzimas y antibidticos exclusivamente (bacterias Gram-positi-
vas, por ejemplo), en otros se requiere que haya ademds un con-

tacto directo entre la mixobacteria y su presa (Burnham et al.,
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1981; Shilo, 1970). Hask3 et al. (1972) encontraron que Acidos
grasos de la superficie de M. xanthus hacen sensible al ataque
por enzimas liticos a bacterias que anteriormente eran resis-
tentes, por un cambio en la permeabilidad de la pared. Gnospe-
lius (1978 b) aisld de la capa mucosa un complejo proteina-poli-
sacarido-lipido que se une a las proteinas, formando un comple-

Jo que es mas facilmente atacado por los enzimas proteoliticos.

Debido a la produccién de este amplio rango de enzi-
mas epli y extracelulares, bacteriocinas y antibidéticos, las
mixobacterias pueden crecer mejor y maAs rapidamente en medios
de cultivo a base de macromoléculas, bacterias o levaduras
que en los medios bacteriolégicos convencionales. Este hecho
es tan sumamente notable que ya fue descrito en las primeras

investigaciones realizadas sobre mixobacterias (Jahn, 1924).

La complejidad de los medios de cultivo, unida al
hecho de que las mixobacterias tienden a crecer agrupadas, ha
dificultado y retrasado enormemente los estudios sobre el meta-
bolismo intermediario de estos microorganismos. En épocas rela-
tivamente recientes (Dworkin, 1962) se han podido conseguir

cultivos dispersos de Myxococcus xanthus y, posteriormente,

de otras mixobacterias. En nuestro laboratorio, Arias y Monto-

ya (1978) aislaron una raza de Myxococcus coralloides, denomi-

nada M. coralloides D, capaz de crecer de manera dispersa en
medio liquido. Unos afios mis tarde se consiguieron también me-
dios minimos donde podia crecer M. xanthus (Hemphill y Zahler,
1968; Bretscher y Kaiser, 1978). Estos dos hallazgos han permi-
tido conocer algunos de los requerimientos nutritivos de las
mixobacterias (mAs concretamente de M. xanthus, ya que todos
los trabajos han sido realizados con esta mixobacteria) Yy su
metabolismo intermediario. Hoy se conoce que las fuentes de

carbono y energia de peso molecular mas bajo que utiliza M.
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xanthus son los aminoidcidos, el acetato y el piruvato y que
los carbohidratos, aunque no son utilizados como nutrientes,
si son bien incorporados dentro de las células. También se han
podido conocer muchas de las rutas metdbolicas que poseen las
mixobacterias, como el ciclo de los acidos tricarbdéxilicos,
el ciclo del glioxalato, la mayoria de los enzimas de la gluco-
lisis, la gluconeogénesis, etc... Esta Gltima ruta tiene bas-
tante importancia ya que, al crecer normalmente las mixobacte-
rias en medios a base de aminoadcidos, deben sintetizar los azl-
cares a partir de determinados metabolitos intermediarios del
ciclo de los &cidos tricarbéxilicos (Watson y Dworkin, 1968).
También se conoce que pueden sintetizar la mayoria de los ami-

noadcidos (Kaiser, Manoil y Dworkin, 1979).

CICLOS DE VIDA DE LAS MIXOBACTERIAS

La caracteristica mas sobresaliente de las mixobac-
terias es su alto potencial morfogenético, el cual tiene 1ugaf
a dos niveles: una morfogénesis cooperativa, que conduce a la
formacién de cuerpos fructificantes por la accidén conjunta de
cientos de miles de células; y una morfogénesis celular, median-
te la cual las células vegetativas sufren una serie de cambios
que conducen a la aparicidén de células de reposo, denominadas
mixdsporas, que se localizan en el interior de los cuerpos fruc-

tificantes.

El proceso de fructificacién estd intimamente rela-
cionado con los factores nutricionales del medio, disparando-
se cuando se agotan o estdn en cantidad limitante algunos de

los aminodcidos u otros componentes del medio de cultivo (Ma-
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noil y Kaiser, 1980). Por el contrario, en medios ricos no
ocurre fructificacidén sino que se sigue un ciclo de vida vegeta-
tivo. Este ciclo es muy simple, especialmente si se compara
con el ciclo de desarrollo, ya que sélo ocurren divisiones bina-
rias. El ciclo de vida vegetativo puede tener lugar tanto en
medio sdélido como en medio liquido; este Gltimo caso sélo se

da en aquellas mixobacterias capaces de crecer dispersas.

Fructificacién

En el ciclo de vida de las mixobacterias ocurren
procesos que, si bien normalmente se dan uno a continuacién
del otro, también pueden darse por separado, lo que demuestra
que, aunque . tengan algunos puntos de conexidén, son bastante

independientes. Estos dos procesos son la agregacién y la espo-

rulacién.

Agregacidn

El proceso de agregacién en mixobacterias se inicia
cuando se encuentra en concentracién limitante algin factor
nutritivo del medio de cultivo. El factor limitante puede ser
algin aminodcido esencial, algiin aminodcido no esencial o inclu-
so la fuente de carbono y energia o el fosfato inorganico. Du-
rante un tiempo se creyd que el disparador de la iniciacién
de la fructificacién era la acumulacién de guanosina tetra-
fosfato y guanosina pentafosfato, ya que los niveles de ambos
compuestos aumentan cuando las células se encuentran en estado
de inanicién (Manoil y Kaiser, 1980). Sin embargo, recientemen-
te (Zusman, 1984), se ha comprobado que mutantes deficientes

en la sintesis de estos dos compuestos pueden fructificar. Esto
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hace que aln no esté claro cuil es el mecanismo por el que se
inicia la fructificacién y el papel que juegan en el proceso

los nucleétidos hiperfosforilados.

Para la agregacién, ademids de la inanicién son re-
queridos otros dos factores: la presencia de una superfice sé-
lida y una densidad celular alta. El hecho de que no aparezcan
cuerpos fructificantes en medio liquido se debe a que las mixo-
bacterias no pueden moverse, lo que impide que puedan concen-
trarse en puntos concretos. Recientemente se ha podido conse-
guir fructificacién en cultivos sumergidos (Kuner y Kaiser,
1982). Este hallazgo descarta la posibilidad de que durante
la agregacién intervengan sustancias altamente solubles en agua
que actuarian como seflales quimicas para atraer a las células

a puntos concretos.

En relacidn con la densidad celular, Wireman y Dwor-
kin (1975) encontraron que la fructificacién era mucho mas ré-
pida cuanto mayor era la densidad celular ¥ que cuando ésta
era inferior a 2.5x108 cel/ml noaparecian cuerpos fructifican-
tes ni ain después de 7 dias de incubacién. La explicacidén de
este fendmeno parece ser que estd en la necesidad de una distan-
cia critica entre célula y célula. Cuando se supera dicha dis-
tancia se dificulta la comunicacién intercelular y no se produ-
ce agregacién. Shimkets y Dworkin (1981) encontraron que la
adenina estaba implicada en todo este proceso de comunicacidn

intercelular.

De otra parte, se ha descrito una hemoaglutinina
que puede jugar un papel importante en el proceso de agrega-
cién. Fue aislada por Cumsky y Zusman (1979) a partir de célu-
las recogidas de medios s&lidos en los que estaba produciéndose

agregacién. La actividad hemoaglutinante no ha podido ser detec-
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tada en células que se encuentran en un estado muy temprano
del desarrollo, se alcanza el punto maximo de produccidén cuando
la agregacién célula-célula es mas fuerte y decae posteriormen-
te, cuando las células empiezan a diferenciarse a mixdsporas
maduras. En un principio se pensé que la hemoaglutinina de las
mixobacterias intervenia sélo en el proceso de agregacidn; sin
embargo, estudios posteriores revelaron que quizd intervenga
también en la esporulacién, ya que algunos mutantes defectivos
en este proceso no producen hemoaglutinina (La Rossa et al.,
1983). Esto es de gran interés, ya que la produccién de hemo-
glutinina podria representar un punto de unién entre agregacién

Y esporulacién.

~Una vez cumplidos 1los requisitos previos de ina-
nicién, punto de apoyo para el deslizamiento y distancia Sptima
entre células se inicia la agregacién. Las células empiezan
a deslizarse hacia puntos concretos, normalmente formando olea-
das. En esos puntos de atraccidn se originan unos agregados,
los cuales van creciendo de tamafio hasta constituir el cuerpo
fructificante maduro. Como ya se ha mencionado, en todo el pro-

ceso es de suma importancia la comunicacidn intercelular.

La morfologia de 1los cuerpos fructificantes varia
segin los distintos géneros. Los mds simples son los de la fa—

milia Myxococcaceae, cuyo aspecto es el de monticulos esféricos

o alargados, a veces con un tallo corto, de consistencia blanda
Yy mucosa. En otros géneros.comovStigmatella,son mas complejos;
constan de un pedGnculo del qQue salen varios esporangiolos,

recubierto todo por una pared dura. En el caso de Chondromyces

crocatus el peddnculo es ramificado y cada rama termina en un

racimo de esporangiolos.
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Esporulacién

Una vez que las células se han agregado, empiezan
a sufrir una serie de cambios morfolégicos, estructurales y
bioquimicos que conducen a la formacién de mixésporas. Las mi-
xbsporas se diferencian de las esporas formadas por especies
del 'género Bacillus en dos caracteristicas fundamentalmente:
las esporas de Bacillus son células formadas de novo, mientras
que, en el caso de las mixobacterias, las células completas
se transforman en mix&sporas. La otra diferencia estriba en
que las mixdésporas, aunque son algo mé&s resistentes que las
células vegetativas a las condiciones extremas del medio ambien-
te, lo son muchos menos que las endosporas. Estas dos razones
han hecho pensar que las mixésporas son formas de reposo, mas

que de resistencia.

El proceso de esporulacién ocurre normalmente des-
pués de la agregacién; sin embargo, puede producirse sin que
se haya producido agregacidén anteriormente. A partir de una
coleccidén de mutantes defectivos en el proceso de agregacién,
en el de esporulacidén, en ambos y mutantes no fructificantes
termosensibles, se ha podido conocer que la esporulacidén y la
agregacién son dos rutas separadas y paralelas en el desarrol-

lo, aunque interrelacionadas (Morrison Y Zusman, 1979; Zusman,
1982).

El proceso de esporulacién. es reversible hasta las
32 h de haberse iniciado el desarrollo; pasado este tiempo,
la esporulacién continua aunque las células sean transferidas

a un medio rico (Wireman, 1979).

Un hecho muy significativo relacionado con la espo-

rulacién es la autolisis del 80% aproximadamente de las células
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que se han agregado, de manera que sélo el 20% llegan a formar
mixésporas (Wireman y Dworkin, 1975 y 1977). Esta autolisis
masiva parece ser que estd intimamente unida al desarrollo,
ya que los mutantes spo C, que no muestran comportamiento auto-
litico, no esporulan, a no ser que se estimule la lisis a nive-
les normales (Shimkets y Kaiser, 1982). Wireman y Dworkin
(1877) han‘formulado algunas hipdtesis para exolicar este fe-
némeno autolitico. Una teoria sostiene que la muerte de la ma-
yor parte de la poblacién haria que las células supervivientes
dispusieran de suficientes nutrientes para esporular, ya que
Se encuentran en estado de inanicién. Otra teoria sostiené Que
algunos de los productos liberados en la lisis podrian actuar
como seflales quimicas que inducirian la esporulacidén. Shimkets
y Kaiser (1982) confirmaron esta segunda hipdtesis al comprobar
que los componentes del mucopéptido son capaces de inducir la
esporulacién en los mutantes spo C. Estas dos teorias conside-
ran la autolisis como un fendmeno de cooperacidn entre las célu-
las de la poblacidn; sin embargo, hay que tener en cuenta que
las células esporulantes que estin sufriendo morfogénesis son
bastante sensibles al choque osmético Y, por tanto, estan ex-
puestas a lisis (Zusman, 1984). Esto apunta hacia una autolisis

no cooperativa o al menos no activa.

Durante 1la esporulacién, las células vegetativas
Se van recubriendo de una cubierta gruesa y van cambiando de
forma. Sin embargo, el cambio de forma no ocurre en todos los
grupos de mixobacterias; asi, en el suborden Soranginae, la
morfologia de las mix3sporas es practicamente igual a la de
las células vegetativas. Por el contrario, en el suborden Cys-

tobacterinae, el cambio de forma es muy acusado, por lo que

las mixésporas tienen forma esférica o casi esférica.
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A parte de las morfolégicas, existen otras diferen—
cias entre células vegetativas y mixdésporas. Por ejemplo, éstas
Gltimas poseen una cubierta gruesa, constituida por tres capas.
Entre los componentes de la cubierta destaca una proteina, de-
nominada proteina S. Ademis, las mixésporas presentan una tasa
respiratoria nula, aparecen refringentes al microscopio de
contraste de fases.y son méds resistentes que las células vege-

tativas al calor, la sonicacién y la desecaciédn.

La diferenciacién de las células vegetativas a mi-
xb6sporas no sélo se produce cuando se forman cuerpos fructifi-
cantes. Dworkin y Gibson (1964) observaron que la adicién de
glicerol 0.5 M a cultivos de M. xanthus en fase exponencial
producia mixdésporas. Posteriormente, Bacon y Rosenberg (1967)
encontraron que otros polialcoholes y el dimetilsulféxido tenian

el mismo efecto que el glicerol.

Las mixésporas obtenidas tras la induccién con gli-
cerol son similares a las que se encuentran en los cuerpos fruc-
tificantes en lo que respecta a forma, refringencia y resisten-
cia; sin embargo, son diferentes en otros aspectos. Asi, por
ejemplo, presentan una tasa respiratoria mas elevada, acumulan
gran cantidad de carbohidratos y su cubierta es mucho mas delga-
da, al carecer de proteina S. Otra diferencia esti en el pa~-
trén de sintesis de proteinas durante 1la formacién de cuerpos
fructificantes y la formacidén de mixésporas por induccidn con
glicerol. Los dos rasgos mis sobresalientes en la sintesis de
proteinas durante la formacién de cuerpos fructificantes son
la sobreproduccién de proteina S y la produccién de preoteina
U, dos proteinas asociadas a la cubierta de las esporas madu-
ras. La sintesis de proteina S se inicia a las 3-6 horas des-

~pués de empezar el ciclo de desarrollo; a las 24 horas se alcan-
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za el maximo de produccién y después decae, dejando de
sintetizarse a las 48 h. Por el contrario, la proteina U
empieza a sintetizarse cuando cesa la sintesis de proteina

S, aproximadamente (Inouye et al., 1979).

En el caso de la induccién de esporas con glicerol
y otros agentes quimicos, el patrdn de sintesis de proteinas
es diferente, ya que no hay sintesis de proteina S, aunque
si de proteina U. Tampoco se sintetiza hemoaglutinina (Komano
gE gl., 1980). Estas diferencias se cree que son debidas a
que en la esporulacién inducida con glicerol sélo tienen lugar
los Gltimos pasos del proceso de esporulacién que se da duran-

te la formacién de los cuerpos fructificantes (Zusman, 1984).

Todos los eventos que tienen lugar durante el ci-
clo de desarrollo en las mixobacterias en general, y que hemos
venido comentando, obedecen a un programa coordinado, que ha
sido esquematizado por Zusman (1984). Dicho esquema aparece

en la Figura A.

Germinacién y significado del ciclo de desarrollo

La mayoria de 1los estudios realizados sobre el
ciclo de desarrollo han sido enfocados hacia los procesos de
agregacidén y esporulacién; sin embargo, pocas veces ha sido
abordado el proceso de germinacién y, por tanto, son pocos

los conocimientos que se tienen a cerca de él.

La germinacién ocurre cuando las mixésporas son
colocadas en un medio rico, por lo que se cree que algunos
nutrientes del medio deben actuar como seRal que desencadene
todo el proceso. Existen evidencias de que, en M. xanthus,
el fosfato inorgénico actda como disparador en la germinacién

de las mix8sporas otenidas con glicerol (Dworkin, 1973); sin
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embargo, las mix8sporas de los cuerpos fructificantes no pare-
cen responder a la sefial del fosfato (White, 1975). Por el
contrario, en M. coralloides, para el caso de las mixdsporas
inducidas con glicerol, la germinacién es independiente de
la concentracién de fosfato (Gonzilez, comunicacién personal).
Cualquiera que sea el mecanismo que lo dispare, cuando esto
ocurre acontecen una serie de cambios én las esporas. En pri-
mer lugar, las mixdsporas pierden la refringencia y, a conti-
nuacién, la cubierta de la espora se rompe, saliendo la nueva
célula vegetativa bacilar ¥y dejando detras la cubierta vacia

(Voelz y Dworkin, 1962).

Para que ocurra la germinacién parece ser que se
requiere una densidad celular alta, ya que Dworkin (1973),
estudiando la germinacién de mixésporas inducidas con glicerol
en agua destilada encontrd que era requerida una densidad celu-
lar de 5x109cﬁm.aproximadamente, para que se inicie la germi-
nacién. Densidades celulares mas bajas son suficientes si 1la
induccién se produce en medios mas ricos. De cualquier manera,
no se da la germinacién de una célula aislada, sino la de toda
una comunidad. La poblacién de células resultante de la germi-
nacién se mantiene unida y se comporta como un nuevo enjambre.
En estos, las células siguen el ciclo de vida vegetativo hasta
qQue se agoten los nutrientes. En este momento se originaran
varios puntos de atraccién dentro del enjambre, adonde migra-
ran las células, se agregarén, se diferenciardn y apareceréan

varios cuerpos fructificantes nuevos.

Durante mucho tiempo se ha especulado sobre el
significado bioldgico de este ciclo de vida, habiéndose llega-
do a la conclusidén de que su funcién es asegurar que se inicie
un nuevo ciclo a paftir de una comunidad y no de una célula

aislada. En este sentido, los cuerpos fructificantes serian
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colonias en reposo. Ahora cabe preguntarse ;por qué se requie-
re o es tan necesario que el ciclo se inicie con una comuni-
dad?. La explicacién podria estar en el modo de vida de estos
microorganismos en la naturaleza. Las mixobacterias viven en
ambientes de macromoléculas en degradacidén, muchas de ellas
provinientes de la lisis de bacterias ¥y levaduras. Para que
una mixobacteria aislada pueda captar nutrientes tendra que
producir enzimas de varios tipos y excretarlos al exterior.
Alli difundirédn y, a una distancia determinada de la bacteria
productora, encontrardn un sustrato adecuado, el cual seria
digerido. Los nutrientes liberados difundirdn desde el punto
en que se han producido de manera radial, por lo que no todos
llegardn a 1la mixobacteria en cuestidn, sino sélo una pequefia
parte, que serd insuficiente para mantener el crecimiento de
la misma. Por el contrario, si en puntos cercanos existen .
otras mixobacterias, o sea, se parte de una comunidad, la pro-
duccién de enzimas seri mucho mis elevada, con lo cual la de-
gradacién de macromoléculas serd mas répida y, ademas, el apro-
vechamiento de nutrientes serd méas efectivo, ya que cada mixo-
bacteria tendrd acceso a los nutrientes obtenidos por toda
la comunidad, por 1lo que las pérdidas por difusién seran mini-

mas. -

AUTOLISIS

Como ya se mencioné anteriormente, durante el
ciclo de desarrollo, una vez que las células se han agregado
Yy antes de la esporulacién, ocurre la lisis del 80% aproxima-

damente de la poblacidn, lo que ayudard a que el 20% supervi-
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viente pueda esporular (Wireman y Dworkin, 1975 y 1977). Pero
la autolisis en mixobacterias no sélo se da durante el ciclo
de desarrollo, sino también, con bastante frecuencia , durante
el ciclo vegetativo, en cultivos creciendo de manera dispersa
en medio liquido. En estos casos los cultivos presentan una
corta fase estacionaria, después de la cual entran en una fase
de declive mas o menos réapida que termina cuando .todas las
células se han autolisado. Esto ha sido descrito en M. xanthus
(Mason y Powelson, 1958), M. virescens (Haska y Stahl, 1971)
Y M. coralloides (Fernandez-Vivas et al., 1983a). Sobre esta
mixobacteria se han realizado la mayoria de los estudios sobre
la autolisis durante el crecimiento vegetativo. Se han encontra-
do evidencias de que la autolisis es disparada por una sustan-
cia, denominada factor activador, que es liberada a los sobre-
nadantes de cultivo durante la fase de crecimiento exponencial.
Esta sustancia, cuando alcanza una determinada concentraciédn,
activa los enzimas autoliticos y desencadena la autolisis
(Arias et al., 1983). También se ha encontrado que los factores
nutricionales del medio ejercen un efecto muy fuerte sobre el
proceso autolitico, de manera que al aumentar la concentracién
de Bacto-casitone, la autolisis se acelera, mientras que al
aumentar la concentracién de fosfato se retrasa, llegando a
inhibirse cuando la concentracién de fosfato es 40 mM (Fernan-
dez-Vivas et gl., 1983 a). También se ha conseguido inducir
la lisis mediante el tratamiento con determinados antibiéticos
que inhiben la sintesis de proteinas y ARN Yy con agentes desa-
copladores, resultados que apuntan en el sentido de que la esta-
bilidad celular estd condicionada por una o varias proteinas,
Yy que la autolisis estd estrechamente relacionada con el estado

energético de la membrana (Fernindez-Vivas, 1983; Fernandez-

~-33-



Vivas et al., 1985). Ya que los factores nutricionales, y espe-
cialmente el fosfato inorganico, estdn relacionados de alguna
manera con el fendmeno autolitico, Fernandez-Vivas et al.
(1983 b) estudiaron si la acumulacién de nucledtidos hiperfos-
forilados desempefiaba algn papel en el proceso; sin embargo,
aunque se pudo detectar ppGpp, no se encontrd relacidén entre

dicho compuesto y la autolisis.

La autolisis vegetativa no estd restringida a las
mixobacterias, sino que es un fendmeno relativamente frecuente

entre las bacterias.

En el proceso autolitico juegan un papel muy impor-
tante unos enzimas capaces de digerir la pared celular, deno-
minados autolisinas o mureinasas. Tanto es asi que Stolp y
Starr (1965) definieron la autolisis como un proceso litico
causado por las propias mureinasas intracelulares. La activi-
dad enzimaticas de las autolisinas es muy variada, siendo cinco
las actividades mejor conocidas: D-alanina carboxipeptidasa,
endopeptidasa, N-acetilmuramidasa, N-acetilglucosaminidasa y
N-acetilmuramil-L-alanina amidasa. Todas ellas actan sobre
el mucopéptido, hidrolizédndolo, aunque cada una corta un enla-

ce diferente.

Las autolisinas no son enzimas que se encuentran
solamente en las bacterias que tienen comportamiento autoli-
tico, sino que se hallan en todas las bacterias, ya que ejer-
cen funciones de gran importancia. Asi, por ejemplo, Jjuegan
un papel muy importante en la elongacién y la divisidén celular
(Schwarz et al., 1969). Durante la elongacién, al ser el muco-
péptido una estructura rigida, es necesario que se produzca
previamente la hidrélisis del polimero en aquellos puntos

donde se van a incorporar las nuevas subunidades. En el momen-
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to de la divisidén celular, al formarse el septo, la actividad
autolitica se incrementa ya que se requiere que el '"saco'" que
constituye el mucopéptido sea hidrolizado en 1la regién ecua-
torial y se origine una nueva onda de incorporacién de sub-
unidades de N-AcMur-(pentapéptido)-N-AcGln en sentido trans-
versal. Esto ha sido estudiado en cultivos sincrénicos de

Streptococcus faecium (Hinks et al., 1978 a y b) y de E. coli

(Beck y Parck, 1976; Hakenbeck y Hesser, 1977).

Las autolisinas estdn también relacionadas con
la movilidad ya que juegan un papel importante en la penetra-
cidén del orginulo basal del flagelo a través de la pared celu-
lar. Fein y Rogers (1976) encontraron que mutantes de B. subti-
lis deficientes en las actividades N-acetilglucosaminidasa
y N-acetilmuramil-L~alanina amidasa eran inmdviles,

por no tener flagelos, aunque si sintetizaban flagelina.

Los enzimas autoliticos estan también relacionados
con el mecanismo de accidén de los antibidticos que actidan
sobre la pared celular, sobre todo en el caso de los antibié-
ticos con accidén bactericida, tales como la penicilina. Se
ha visto que mutantes de E. coli deficientes en enzimas autoli-
ticos son resistentes a la accién de dichos antibiéticos (Fos-

berg y Rogers, 1971; Tomasz et al., 1970).

En todos estos procesos existe un equilibrio entre
actividad autolitica e incorporacidén de nuevas subunidades,
o bien un control muy acusado de las autolisinas, de manera

que sélo pueden actuar en puntos muy concretos.

El mecanismo de regulacidén de las autolisinas estd
ain bastante oscuro, aunque en algunas bacterias se han encon-
trado algunas evidencias sobre cémo se lleva a cabo la regula-

cidén. En B. subtilis, Herbold y Glaser (1975 a y b) encontra-
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ron una proteina modificada que estimula la actividad N-acetil-
muramil-L-alanina amidasa cuando el enzima estad unido a los
acidos teicoicos de 1la pared. Cleveland et al. (1975) observa-
ron inhibicién de varios enzimas autoliticos por &cidos lipo-
teicoicos. Joliffe et al. (1980) observaron que en B. subtilis
las proteasas extracelulares actGan también como reguladoras.
En las bacterias con comportamiento autolitico, este control
se pierde bajo determinadas condiciones ¥y los cultivos se auto-~
lisan. Aunque estdn bastante bien conocidas las condiciones
que inducen la autolisis, alGn quedan por conocer los pasos

" que tienen lugar desde que se inicia el proceso hasta que fina-

liza.

En algunas bacterias en las que se ha observado
aclaramiento de los cultivos se han podido detectar particulas
de fagés defectivos en los sobrenadantes lisados, siendo dichos
fagos los responsables de la lisis (Lewin, 1963; Hodgson y Rao,
1981). En estos casos, si nos atenemos a la definicidén dada
por Stolp y Starr, no podemos habiar de autolisis, ya que la
lisis es provocada por 1los fagos defectivos y no por las pro-
pias autolisinas. Sin embargo, al ser la manifestacidn externa

idéntica, a veces pueden confundirse ambos procesos.

BACTERIOFAGOS DEFECTIVOS

Los bacteriéfagos defectivos fueron definidos en
1970 por Garro y Marmur como "particulas que contienen todos
o algunos de los componentes normales de un fago, pero que no
forman placas de lisis sobre ninguno de los huéspedes conoci-

dos, incluso a altas multiplicidades de infeccidn".
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Los fagos defectivos, a pesar de estar ampliamente
distribuidos, han sido poco estudiados debido a tres razones
fundamentalmente: en la mayoria de los casos sélo pueden ser
obtenidos en cantidades suficientes por induccidén; el analisis
genético es dificil; y el principal medio de deteccidén es el
microscopio electrénico. Por esto, en muchos casos, los estu-
dios sobre fagos defectivos no han pasado de meras descripcio-

nes al microscopio electrénico.

Algunos fagos defectivos son capaces de matar a
otraslbacterias, siendo la bacteria productora inmune a dicha
accién bactericida. Por esta razén, algunos fagos defectivos
han sido incluidos durante algin tiempo dentro de las bacterio-
cinas, bajo la denominacidén de bacteriocinas de alto peso mole-
cular (Bradley, 1967). Sin embargo, por su complejidad estruc-
tural y sus pfopiedades fisiolégicas ocupan una posicién inter-
media entre fagos moderados Y bacteriocinas, estando en 1la
mayoria de los casos mas cercanos de los primeros que de las
segundas, ya que:

l.- Estructuralmente son similares a fagos completos o a par-
tes de fagos.

2.- Los acontecimientos 1liticos que tienen lugar después de
la induccién o los que ocurren cuando las células sensibles
son expuestas a los fagos defectivos son similares a los de
los fagos y no a los de las bacteriocinas.

3.- Se adsorben sobre la pared celular, igual que los fagos,
Yy no sobre la membrana como las bacteriocinas.

4.- Sus determinantes genéticos estén integrados en el cromoso-
ma, al igual que los de los fagos moderados, y no en plasmidos

como los de las bacteriocinas.
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Bajo el nombre de bacteriéfagos defectivos, debido
a su definicidén, se incluyeh particulas de morfologia, compo-
sicién y propiedades muy diferentes. Por esto y para facilitar
su estudio, Garro y Marmur (1970) dividieron los bacteridéfagos
defectivos en tres grupos atendiendo a que contengan o no ADN
y a la procedencia de dicho ADN. Estos tres grupos son:
l.- Particulas de fagos defectivos que contienen ADN especifi-
co de la bacteria hospedadora.
2.- Particulas de fagos defectivos que contienen ADN especifi-
co del fago.

3.- Particulas similares a colas de fago.

Existen fagos defectivos que no pueden ser inclui-
dos en ninguno de estos tres grupos por carecerse de los datos
necesarios a cerca de ellos. Es el caso de los fagos defecti-
vos de Haemophilus y ias micobacterias obtenidos tras la induc-
cién con luz ultravioleta los primeros (Stachura EE gl., 1969)
y bacitracina los segundos (Kieber y Imeda, 1969); y el de
los fagos defectivos CGl, CG2 y CGK1l de Corynebacterium gluta-
micum (Patek et al., 1985).

Particulas de fagos defectivos que contienen ADN especifico

de la bacteria hospedadora

A este grupo pertenecen los fagos PBSH, PBSX,
PBSY, PBSZ y PBLB de diferentes especies del género Bacillus
(Seaman et al., 1964; Haas y Yoshikawa, 1969; Huang y Marmur,
1970; Steensma EE gl., 1978). Estos fagos se diferencian entre
si en la longitud y el nimero de estrias de la cola. De todos

ellos, el mis extensamente estudiado ha sido el fago PBSX.
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Este fago posee una cabeza hexagonal y una cola contréctil

. 6
de gran longitud. Su ADN tiene un peso molecular de 8.35x10
daltons, el cual, mediante experiencias de hibridacidén se ha

podido comprobar que es ADN bacteriano (Okamoto et al., 1968a).

Cuando se estudidé la proporcidén de ADN bacteriano
qQue es incorporado en las particulas de fago defectivo después
de inducir las células con mitomicina C (Okamoto EE gl., 1968
b), se encontrd que cuando la sintesis de ADN no estaba inhibi-
da, entre un 30-40% del genomio bacteriano previamente marca-
do era convertido en ADN del fago, mientras que cuando se
inhibia la sintesis de ADN 1la incorporacién era del 50-70%.
Esta proporcién es muy elevada si se compara con otros fagos
no defectivos como el P1l, en cuyo casoc sblo se incorpora una
pequefia proporcién del ADN bacteriano. Esta proporcién tan
elevada en el caso del fago.PBSX es en parte debida a la mane-

ra en que el ADN de la bacteria es convertido en ADN fagico.

La conversidén del ADN no se realiza por una serie
de cortes al azar en €l ADN de la bacteria, lo que conduciria
a la aparicién de fragmentos de ADN de tamafios muy diversos,
entre los que se seleccionarian aquellos cuyo tamafio fuera
el apropiado para ser empaquetado en la cabeza del fago, sino
que el ADN es cortado en trozos de tamafio homogéneo, con un
coeficiente de sedimentacidén de 22 S, que es el correspondien-
te al coeficiente del ADN del fago, sin que aparezcan trozos

de mayor. ni de menor tamafio (Okamoto et al., 1968 b).

Sobre el bacteridéfago defectivo PBSX se han reali-
zado gran cantidad de estudios bioquimicos Y genéticos (Garro
et al., 1976). Dichos estudios han permitido conocer las pro-

teinas que constituyen el fago, su localizacién concreta en
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la particula y el modo en que son sintetizadas durante la in-
duccidén (Thurm y Garro, 1975 a); incluso se ha estudiado la
estructura cuaternaria de la vaina (Cremers et al., 1978).
Ademds, el aislamiento de mutantes ha permitido conocer la
situacién del profago defectivo en el cromosoma bacteriano

(Garro et al., 1970; Thurm y Garro, 1975 b).

Muchos de los fagos defectivos de este grupo, aun-
que no poseen el ciclo de vida de un fago normal, tienen capa-
cidad para matar algunas bacterias. Actualmente se conoce el
mecanismo por el que matan algunos fagos defectivos, tales
como el PBSZ (Steensma, 1981 a), el PBSH (Yamakawa et al.,
1980) y el PBSX. La accién bactericida de este Gltimo fago
no estd relacionada con el ADN que contiene, ya que no es in-
yectado en la bacteria sensible (Okamoto et al., 1968 a).
Steensma (1981 b) encontrd que uﬁa sola particula del fago
PBSX adsorbida sobre una célula sensible era suficiente para
provocar la lisis de la misma. Esto junto con estudios reali-
zados sobre la membrana celular de la bacteria afectada, ex-
cluia que la lisis fuera provocada desde fuera por accidén de
la cola de fago sobre la membrana. Al investigar la causa de
la accidén matadora de las particulas se encontrd que en dicha
accién estaba implicada una de las proteinas estructurales
del fago. Esta proteina ejerceria su accién, bien de manera
directa, penetrando en el citoplasma y actuando sobre algunos
componentes citoplasmaticos, o bien de manera indirecta, me-
diante 1la transmisién de una sefial, igual que las hormonas.
De cualquier manera, provoca una inhibicidén practicamente to-
tal de la sintesis de proteinas, ARN y ADN, cinco minutos des-

pués de la adsorcidn.

Steensma et al. (1978), al inducir con mitomicina

C 72 razas de 24 especies del género Bacillus encontraron que
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muchas de ellas producian fagos defectivos. Esto les 1llevé
a proponer la presencia o ausencia de un determinado fago de-

fectivo como valor taxonémico.

Particulas de fagos defectivos que contienen ADN especifico

del fago

Los fagos defectivos de 1los que se dispone de
datos suficientes para incluirlos en este grupo son sélo tres:

el fago PBLA de Bacillus licheniformis (Huang y Marmur, 1970)

Y los fagos @15A y @15B de E. coli 15 (Lee et al., 1970; Ikeda
et al., 1970), si se exceptlan aquellos fagos defectivos obte-
nidos por mutacién de fagos no defectivos, tales como A , P2
y Mu de E. coli, P22 de Salmonella y 9105 y SP0O2 de Bacillus
(Campbell, 1977). Ademés de los tres fagés defectivos natura-
les mencionados, parece ser que la colicina H puede ser inclui-
da en este grupo (Bradley y Dewar, 1966) y que un pléasmido
de E. Egli 15, denominado P15B reune todas las caracteristicas
necesarias para ser considerado como un fago defectivo (Ikeda
et al., 1970). Este pl&smido presenta una gran homologia con
el ADN del fago Pl (el 90% de homologia) y no ha sido obtenido
artificialmente ni es infeccioso. El profago defectivo o pléas-
mido P15B se diferencia del resto de los fagos defectivos en
que es extracromosémico y no produce ninguno de los componen-—

tes estructurales de la particula fagica.

Los fagos defectivos @15A ¥y @15B se diferencian
entre si en que ei primero posee una cola contractil, mientras
que el segundo presenta una cola muy corta no contrictil. La
cola es tan corta que, como ambos fagos son producidos por

la misma raza de E. coli, en un principio se pensé que las
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particulas del fago @15B eran las cabezas sin cola del fago

@15A.

Los fagos de este grupo se diferencian de los del
grupo anterior no sélo en la naturaleza de su ADN, sino tam-
bién en otras propiedades, como la merfologia. Los fagos que
contienen ADN especifico del fago presentan una cabeza de
mayor tamafio que los que empaquetan ADN bacateriano. Esta di-
ferencia es especialmepte notable cuando se comparan los fago

PBLA y PBLB, ambos producidos por B. licheniformis, pero perte-

necientes a grupos diferentes. También se diferencian en que
los fagos de este grupo requieren que haya sintesis de ADN
durante la induccién para que aparezcan nuevas particulas de
fago, mientras que los del grupo anterior producen nuevas par-
ticulas después de la induccidn aunque la sintesis de ADN

esté inhibida (Huang y Marmur, 1970; Menningmann, 1964).

Algunos de los fagos que empaquetan ADN fagico
tienen capacidad para matar a otras bacterias. Asi, por ejem-
plo, el fago PBLA puede matar a varias razas del género Ba-
cillus. Su espectro antibacteriano es idéntico al del fago
PBLB (Huang y Marmur, 1970). Por lo que respecta a los fagos
@15A y @15B, el primero tiene actividad antibacteriana, por
- lo que durante algin tiempo se le incluyd dentro de las coli-
cinas, bajo el nombre de colicina 15 (Sandoval gE gi., 1965),

mientras que el segundo no tiene actividad biolégica.

Ya que estas particulas de fago defectivo contie-
nen ADN espécifico del fago, es necesario que durante la induc-
cién el ADN fagico se escinda del ADN bacteriano para poder
replicarse (Campbell, 1969). Por esta razén, seria posible
obtener una raza curada si tuviese lugar una segregacién uni-

lateral en la .siguientea divisién celular, después de la exci-
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sidén. Ishibashi y Hirota (1965) aislaron una raza de E. coli,
denominada E. coli 15T que no producia particulas del fago
©15A sometiendo la raza original a pases repetidos de "hambre
de timina". Esto hizo pensar que se habliIa conseguido una raza
curada. Sin embargo, posteriormente, Yudelevich y Gold (1969)
encontraton que E. coli 15T no producia ADN metilasa, un enzi-
ma necesario para la induccién del fago, por 1lo que hoy se
cree que E. coli 15T no es realmente una raza curada del pro-
fago defectivo, sino que contiene un mutante no inducible de
dicho profago. De cualquier manera, es el dnico caso en que
se ha conseguido obtener una raza no productora del fago defec-
tivo que contenia. En el caso de los fagos que contienen ADN
bacteriano y de las particulas similares a colas de fago, to-
dos los intentos realizados para obtener una raza curada han
sido infructuocsos. Lo méaximo que se ha podido conseguir para
estos grupos ha sido una raza de B. subtilis productora de

fago PBSX sensible a dicho fago (Seaman et al., 1964),

Particulas similares a colas de fago

El tercer grupo de fagos defectivos engloba aquel-
los que presentan sdlo la cola del fago. Debido a la ausencia
de cabeza no poseen ADN, por lo que el término defectivo cobra
aqui todo su significado. Este tipo de fagos defectivos es
el que se observa con mas frecuencia en los sobrenadantes de

cultivos bacterianos inducidos con agentes fisicos o quimicos.

La morfologia de las colas de fago observadas es
muy diferente de unas razas bacterianas a otras. Por esta ra-

26n, Lotz (1976) dividid este grupo en tres subgrupos:
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1.~ Particulas similares a colas de fago con vaina.
2.~ Particulas similares a tubos largos.

3.- Particulas similares a colas de fago sin vaina.

Fagos defectivos similares a colas de fago con

vaina son producidos por Erwinia carotovora (Chapman et al.,

1951), Clostridium botulinum (Iida y Inbue, 1968), E. coli

(Bradley, 1967), Pseudomonas aeruginosa (Bradley y Dewar,

1966), Pseudomonas fluorescens (Amako et al., 1970), Bacillus

brevis (Hodgson y Rao, 1981), Streptomyces coerulescens (Suena-

ga et al., 1983), Streptoverticillum albireticuli y Streptover-

ticillum netropsis (Ogata et al., 1983) y un largo, etc...

Estas particulas constan de un tubo central rodeado por una
vaina contractil que termina en una placa con seis cortas fi-
bras. El tamafio de las particulas de las diferentes especies
varia de unasaotras; asi, el didmetro del tubo oscila entre
6-10 nm, el didmetro de 1la vaina extendida entre 15-20 nm,
la lohgitud de las fibras entre 20-40 nm y la longitud total
de las particulas distendidas entre 100-250 nm. Dentro de este
grupo, Lotz incluye también los rhapidosomas - de Saprospira
(Lewin, 1963) y 1la cianobacteria Spirulina (Chang y Allen,
1974); sin embargo, los rhapidosomas son estructuralmente di-
ferentes del resto de las particulas del grupo, ya que no tie-
nen placa basal y la vaina esta siempre en estado contraido.
Su tamafio es superior al del resto de las particulas envaina-

das; oscilando entre 350-450 nm.

Particulas similares a tubos largos son producidas

por gran cantidad de especies: Proteus mirabilis y Proteus

vulgaris (Yamamoto, 1967), Pseudomonas aeruginosa (Higerd et

gl, 18967), una raza de Rhizobium (Lotz y Mayer, 1972), Strep-
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tococcus faecalis (Bradley, 1967), etc... Los tubos largos

pueden ser de dos tipos, con un diametro similar al de las
vainas contraidas, denominados polivainas, o con un didmetro
externo similar al de 1los tubos, denominados politubos. Ambas
estructuras tienen un diidmetro constante, mientras que su lon-
gitud es muy variable. La mayoria de los estudios se han rea-
lizado sobre las polivainas, conociéndose peco sobre los poli-
tubos. Las polivainas parece ser que se originan por el autoen-
samblaje ilimitado de subunidades de la vaina o por la unidn
por los extremos de vainas sencillas, ya que a veces se obser-—
van también al final de un proceso de purificacién de particu-
las del grupo anterior, tales como las piocinas R (Higerd et
al., 1969). Ademds, Amako et al. (1970) encontraron que las
polivainas de Ps. aeruginosa y las piocinas R eran inmunologi-~

camente iguales.

Entre las especies bacterianas que producen colas

de fago sin vaina estin Pseudomonas aeruginosa (Takeya et al.,

1969), Pseudomonas fluorescens (Yamamoto, 1967), Streptococcus

faecalis (Bradley, 1967), etc... Estas estructuras son menos
frecuentes que las dos anteriores. Son similares a la cola
del fago A, ya que son flexibles y terminan en una fibra fi-
na. Muchas de ellas tienen un extremo afilado ¥y el otro cuadra-
do. Sus dimensiones son similares a las de las particulas en-

vainadas.

La .composicidén quimica de las particulas similares
a colas de fago, independientemente del grupo a que pertenez-
can, es aA base, exclusivamente, de proteinas Y, en algunos
casos, carbohidratos. Asi, por ejemplo, la boticina P, una

particula parecida a cola de fago con vaina producida por
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Clostridium botulinum, contiene un 98.8% de proteinas y un

0.4% de carbohidratos (Lau et al., 1974). Estos fagos defecti-

vos no contienen ADN ni ARN.

Las vainas de las colas de fago, al ser facilmen-
te separadas del resto de los componentes de la cola por tra-
tamiento con NaOH 0.1 N, han sido muy extensamente estudiadas.
Actualmente se conoce la composicién de aminodcidos de las
vainas de muchas colas, se conocen también las proteinas que
las constituyen, sus pesos moleculares y el nimero de subuni-

dades de cada proteina por vaina.

En el caso de las bacterias productoras de particu-
las similares a colas de fago, y al igual que en el de las
bacterias productoras de particulas de fagos defectivos que
contienen ADN bacteriano, no se ha conseguido obtener una raza
curada, a pesar de que lo han intentado muchos investigadores
y han sido muchos los agentes y las razas utilizados (Lotz,
1976). Esta resistencia puede ser facilmente explicada si se
asume que el determinante genético que codifica las particulas
estd localizado en el cromosoma bacteriano. Esto ha sido veri-
ficado en el caso de la piocina R2, como ejemplo de particula
similar a una cola de fago (Kageyama, 1970 a y b), mediante

estudios de conjugacidn y transduccién.

La produccién de particulas similares a colas de
fago puede ser inducida mediante tratamiento con mitomicina
C y luz ultravioleta. Ademds de estos dos agentes clésicos,
se ha conseguido. -induccién con otros agentes fisicos y quimi-
cos, tales como la fleomicina, el acido nalidixico, la acrifla-
vina, e incluso se han podido aislar mutantes de Ps. aerugino-

sa inducibles por la temperatura (Liu et al., 1969). Algunas
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razas productoras de colas de fago se inducen espontaneamente.
La induccién ocurre cuando los cultivos alcanzan la fase esta-
cionaria temprana (Lewin, 1963; Rucinsky et al., 1972; Rucins-
ky y Cota-Robles, 1973). En el caso de las piocinas R se cono-
cen los eventos que tienen lugar tras la induccién con mitomi-
cina C. En primer 1lugar, la sintesis de ADN es fuertemente
inhibida, mientras que la de ARN sdlo es afectada ligeramente
(Liu et al., 1969). A los 10-15 min de la adicidén de la mitomi-
cina empiezan a sintetizarse proteinas de manera exponencial
hasta los 45-50 min. La actividad matadora se empieza a detec-
tar a los 20-30 min., Y va aumentando, también exponencialmen-
te, hasta los 55-60 min. (Shinomiya, 1972). El tiempo transcu-
rrido desde que se inicia la sintesis de proteinas hasta que
empieza a detectarse actividad es el necesario para que las
diferentes proteinas estructurales se ensamblen y aparezcan
las particulas de piocina maduras. En la maduracidn parece

Ser que juega un papel importante, al menos en Chromobacterium

violaceum, la membrana celular, ya que Rucinsky et al. (1972,
1973), estudiando la organizacién de las colas de fago dentro
de las células después de 1la induccién, encontraron que se
asociaban formando agregados, los cuales estaban en intimo

contacto con la membrana citopléasmatica.

Gran parte de las particulas similares a colas
de fago tienen actividad bactericida. Por esta razén, Bradley
(1967) las incluyd dentro del grupo de las bacteriocinas bajo
la denominacién de bacterioéinas de alto peso molecular. Sin
embargo, en 1972 Reeves excluydé del grupo de las bacteriocinas
a aquellos agentes antibacterianos que se asemejaban a fagos
© a parte de fagos, quedando el término de bacteriocina rele-

gado a las bacteriocinas de bajo peso molecular. No obstante,
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algunas particulas siguen denomindndose alin con el nombre que
se les dio originalmente: piocinas R, boticinas, vibriocinas,
etc... La separacién de las colas de fago de las bacteriocinas
estd basada en las diferencias existentes entre amba, que fue-

ron enumeradas anteriormente.

Para que las particulas parecidas a colas de fago
puedan ejercer su accién, en primer lugar tienen que adsorber-
se sobre la bacteria sensible. Al estudiar donde se situaban
los receptores sobre los que se adsorben se encontrd que esta-
ban localizados en la pared celular Yy no en la membrana cito-
plasmatica, ya que los esferoplastos de las razas sensibles
a las picinas R eran resistentes a la accién bactericida de
estas particulas. Estudios realizados sobre los componentes
de la pared que actian como receptores revelaron que, al menos

en el caso de Ps. aeruginosa y Proteus vulgaris, es el lipopo-

lisacérido (Ikeda y Egami, 1969; Ikeda y Nishi, 1973; Smit
et al., 1969).

Las razas productoras de colas de fago son resis-
tentes a las particulas que producen. Las razones por las que
esto es asi no son muy bien conocidas. Garro y Marmur (1970)
propusieron dos mecanismos de resistencia, ambos basados en
la incapacidad de 1las particulas para adsorberse sobre las
células que las producen. Estos dos mecanismos son los siguien-

tes:
l.~ La raza productora carece de los'receptores especificos.

2.- El profago defectivo codifica un componente de-' la pared

celular que previene la unidén de las particulas.

Las colas de fago no se unen a los receptores de

la pared al azar, sino que lo hacen con una orientacidn deter-—
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minada, por la zona de la placa basal, y mas concretamente,
por las fibras. Una vez adsorbidas se contraen. Para que las
particulas sean activas es necesario qQue se encuentren en es-
tado distendido, ya que si no, no pueden adsorberse. Todos
aquellos factores, tales como la congelacidén, las altas con-
centraciones salinas, etc..., que contraen la vaina inactivan
las pafticulas (Ikeda y Nishi, 1973; Kageyame et al., 1964;
Higerd et al., 1969). Por esta razén se cree que los rhapido-

somas de Saprospira grandis no tienen actividad biolégica

(Delk y Dekker, 1972). En el caso de las particulas sin vaina
que tienen actividad biolégica se ha observado que la adsor-
cién de las particulas sobre las células sensibles se da siem-
pre por el extremo afilado. En este caso, logicamente, no se
requiere contraccién, ya que no tienen vaina (Takeya et al.,
1969). El mecanismo de accidén de estas particulas ha sido me-

nos estudiado que el de las particulas con vaina.

Después de la adsorcién se produce la inactivacidn
de la bacteria. Todo el proceso de inactivacidén ha sido estu-
diado en el caso de las piocinas R, fundamentalmente, por 1lo
que nos vamos a referir sélo a ellas. La inactivacién es provo-
cada como consecuencia de la inhibicién de la sintesis de pro-
teinas, ARN( y ADN. El metabolismo energético, por el contra-
rio, no es afectado. La inhibicién de la sintesis de ADN no
va acompafiada de la degradacién del ADN, previamente sintetiza-
do, en fragmentos solubles (Kaziro y Tanaka, 1965). También
se producen una serie de agujeros en la membrana citoplasmati-
ca, lo que provoca una salida del citoplasma al exterior. No

estd claro si estos agujeros son originados por las propias
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particulas o por los enzimas liticos que son sintetizados Jjun-

to con las particulas durante la induccidn.

El mecanismo por el que se producen tales efectos
no es conocido. Quizad sea semejante al descrito por Steensma

para el fago defectivo PBSX.

Origen y funcidén de los bacteridéfagos defectivos

En relacién con el origen de los fagos defectivos,
varios autores han propuesto que proceden de fagos intactos,
por mutacién o deleccidén espontdnea producida en el profago
Y que afecta a los genes esenciales para su viabilidad (Brad-
ley, 1967; Garro y Marmur, 1970; Lotz, 1976). El profago defec-
tivo se mantendria en la naturaleza al replicarse como una par-

te del cromosoma de la bacteria hospedadora.

La aparicidén de particulas defectivas en lisados
de fagos infectivos es bastante frecuente. Asi, por ejemplo,
en el caso de los fagos Pl (Walker y Anderson, 1970) T4 (Mo-
sig, 1968) y 1 (Campbell, 1969) aparecen particulas que son
deficientes en el contendido de ADN. No todas las particulas
deficientes en ADN son defectivas. En el fago A se ha observado
que es necesario gque se pierda un 17% del ADN del fago para
que las particulas sean defectivas. Un mecanismo de este tipo
es suficiente para explicar la aparicidén de fagos defectivos
que contienen ADN especifico del fago. Sin embargo, la apari-
cidén de particulas similares al fago PBSX requiere que la de-
leccién sea tan grande que queden casi unicamente los genes
responsables de la sintesis de la cabeza, la cola y los que
codifican y responden al represor; se requiere también que

el mecanismo de excisién del profago se hubiese perdido
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0 esté daflado o que los genes estén repartidos por todo el
cromosoma bacteriano. Esto aseguraria que no apareciera ningu-
na réplica del ADN del fago para ser empaquetada en la cabeza
de las particulas durante la induccidén. Para las particulas
similares a colas de fago la pérdida de informacidn genética
debe ser mucho mé&s grande (Bradley, 1967; Garro y Marmur,

1970; Lotz, 1976).

Estos autores propusieron también que los fagos
defectivos podian haber aparecido por la adicidén progresiva
de material genético de fagos. Sin embargo, es mas dificil
de explicar cémo pudo haber ocurrido el mecanismo de adquisi-

cién de material genético.

Ya que la produccién de fagos defectivos esta tan
extendida en la naturaleza y que las razas lisogénicas defec-
tivas no pueden ser curadas del profago que contienen, es 16-
gico pensar que este profago aporte alguna ventaja a la raza
portadora. Varios autores han encontrado evidencias que apo-
yan esta teoria y han otorgado varias funciones a los fagos
defectivos. Goldberg y Bryan (1968) encontraron que las razas
lisogénicas para el fago PBSX eran resistentes a la infeccidn
por algunos fagos virulentos, como el SP10, mientras que si
estas razas se exponian a condiciones que inactivaban el re-
presor el profago se volvian sensibles. El fago PBSX esta tam-

bién implicado en el control de la iniciacién de la replica~

cidén del ADN de Bacillus subtilis (Yoshikawa y Haas, 1968).

En las razas productoras de particulas con activi-
dad bactericida, el estado lisogénico les confiere una ventaja
selectiva frente a las razas sensibles para competir en un

habitat natural (Reeves, 1972).
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Algunos autores (Burchard, 1981), debido a la alta
incidencia de fagos defectivos similares a colas de fago en
las bacterias deslizantes, han discutido sobre 1la posibilidad
de que estas particulas tengan algin papel en el deslizamien-
to; sin embargo, es dificil imaginar el tipo de relacién que

pueda existir entre particulas y movimiento.

No obstante, existen muchos casos de bacterias
productoras de fagos defectivos en las que no se ha encontrado
qQue este estado les proporcione ventaja alguna, e incluso se
han descrito casos en los que el profago tiene un efecto noci-
vo sobre la bacteria hospedadora. Lewin (1963) encontrd que

los cultivos de Saprospira grandis se autolisaban al final de

la fase exponencial debido a la induccidn espontédnea de los
rhapidoscmas. Otro ejemplo es el de las particulas similares

a colas de fago envainadas de Bacillus brevis (Hodgson y Rao,

1981) que no ofrecen ninguna ventaja selectiva a la bacteria

sino que la lisan cuando se inducen espontaneamente.

FAGOS Y FAGOS DEFECTIVOS DE MIXOBACTERIAS

Actualmente se conoce que una amplia variedad de
mixobacterias producen fagos defectivos de muy diversa morfolo-

gia.

Los estudios sobre fagos fagos defectivos de mixo-
bacterias se remontan a 1965, cuando Reichenbach hallé - que

Archangium violaceum producia estructuras parecidas a las en-

contradas por Lewin en Saprospira. Por esta razén &l las 1lamé

rhapidosomas; sin embargo, esas estructuras no entran en el
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concepto actual de rhapidosomas. Los fagos defectivos de Ar-

changium violaceum son de dos tipos, unos parecidos a colas

de fago con vaina y otros similares a polivainas. Ninguna de

las dos particulas tenia actividad bioldgica.

Posteriormente, McCurdy y MacRae (1974) observaron
que M. xanthus Fb producia una amplia variedad de particulas
semejantes a bacteriéfagos o partes de bacteriéfagos. Encontra-
ron colas de fago con vaina contraidas, colas de fago con la
vaina sin contraer, polivainas e incluso fagos con cabeza y
una cola corta (similares a los fagos conocidos como Mx-8 y
Mx-9). Sin embargo, los estudios sobre esta amplia diversidad
de particulas no pasaron de la mera descripcidén, ya que 1los
sobrenadantes en los que aparecian tenian actividad biolégica
y dicha actividad no era debida a ninguno de los fagos defecti-
vos detectados, sino a una bacteriocina particulada, denomina-
da xantacina, parecida a vesiculas membranosas de tamafio varia-
. do, que era producida junto con los fagos defectivos.. Esto
hizo que los estudios se desviaran hacia la xantacina y que

las particulas de fago quedaran relagadas a un segundo plano.

Unos aflos mas tarde, Brown et al. (1976 a), buscan-
do fagos transductantes para varias razas de M. Xanthus, E.
fulvus y M. virescens encontraron que todas estas razas produ-
cian particulas similares a colas de fago, siendo M. virescens
V2 la raza que mas variedad de particulas producia y en mayor
proporcidén. Las particulas observadas eran similares al fago
Mx-1 o a su cola, excepto una producida por M. virescens V2,
que si bien constaba de cabeza y cola, ésta era de mayor longi-
tud que la del fago Mx-1. Algunas de estas particulas de fagos
defectivos eran capaces de inhibir el crecimiento de especies

muy diferentes éntre si, tales como Salmonella typhimurium,
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Cytophaga johnsonae y Pseudomonas fluorescens. En este caso

tampoco se hizo un estudio mas profundo sobre esos fagos defec-
tivos.

A pesar de los pocos conocimientos sobre los fagos
defectivos de mixobacterias, los datos existentes han aportado
algunas pruebas sobre el origen de los fagos defectivos en
general, ya que Brown et al. (1976 a) .consiguieron obtener
un fago activo, denominado @V, serologicamente relacionado
con el Mx-1l, a partir de un fago defectivo, irradiando la raza
portadora del profago (M. virescens V2) durante nueve veces
consecutivas con luz ultravioleta. Esto apoya la teoria de
Bradley, Garro y Marmur, y Lotz de que los fagos defectivos
se han originado a partir de fagos infectivos por mutacidn
o deleccién. En este caso se ha conseguido obtener la rever-

sién de un fago defectivo presente en la naturaleza al fago

original.

En relacidén con los fagos infectivos, el primero
descrito para una mixobacteria fue aislado en 1955 por Anacker

¥y Ordal, utilizando Chondrococcus columnaris como bacteria

hospedadora. Sin embargo, debido a que en los dltimos afios
los estudios realizados sobre mixobacterias se han centrado
en M. xanthus, este fago ha sido relegado a un'nivel meramente

histérico.

Los fagos que han sido aislados utilizando M. xan-
thus como bacteria hospedadora han sido catalogados en cuatro
grupos, atendiendo a caracteristicas morfolégicas y serolégi-
cas. Estos 4 grupos son: Mx-1, Mx-4, Mx-8 y Mx-9 (Martin et
al., 1978). Los nombres aluden a la denominacidn que se le

dio al primer fago conocido de cada uno de los grupos. La ma-
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yoria de estos fagos son capaces de infectar otras mixobacte-
rias ademas de M. xanthus, e incluso se ha conseguido aislar
fagos de la naturaleza relacionados con los de M. xanthus,
utilizando otras mixobacterias como indicadoras. Asi los fagos
de los grupos Mx-1, Mx-4 y Mx-8 son activos también frente
a M. virescens y M. fulvus (Tsopanakis y Parish, 1976; Brown
et al., 1976 a; Rodrigues et al., 1980). En el caso del fago
Mx-9, dnico en su grupo, no se ha descrito que infecte otras
mixobacterias diferentes de M. xanthus, aunque es posible que
también lo haga.

El fago Mx-1 ha sido estudiado con bastante deta-
lle, quizd por haber sido el primer fago aislado para M. xan-
thus (Burchard y Dworkin, 1966 b). Este fago posee una cabeza
poliédrica de 75 nm de didmetro y una cola contrictil de 100
nm de longitud, terminada en una placa basal. El1 fago consta
de 23 proteinas estructurales, de las cuales dos son de natura-
leza glucooprotéica. Doce de las veintitrés proteinas forman
la cabeza y el resto estadn en la cola (Tsopanakis y Parish,
1976). El fago contiene ADN de cadena doble, de peso molecular
149 (_+_22)x106 daltons y un contenido en G+C de 50-52 moles
por ciento. Se ha hecho también un andlisis de restriccidn
del ADN con las endonucleasas R.EcoRI, R.EcoRII, HindIII
(Brown et al., 1976 b), R.MviV2I y R.MviV2II (Morris y Parish,
1976). Estas dos Gltimas fueron aisladas a partir de extrac-
tos de M. virescens. El fago Mx-1 es virulento y sélo infecta
las células vegetativas, ya que no se adsorbe sobre las mixds-
poras; sin embargo, si se adiciona a cultivos con glicerol
antes de que se enmascaren los receptores, se originan mixdés-
poras que contienen el ADN f4igico dentro (Burchardy Dworkin,
1966 b), ya que el ADN inyectado es reprimido y mantenido como

tal mientras las células se encuentran en estado de mixdspo~
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ras. Durante la germinacién, bajo determinadas condiciones,
el ADN fagico se expresa, se originan nuevas particulas fagi-
cas y las células se lisan, liberando el mismo nUGmero de fagos
por célula que las células vegetativas (Burchard y Voelz,
1972). La infeccidén de 1las células vegetativas por el fago
Mx-1 lleva consigo una serie de cambios morfolégicos: el ma-
terial nuclear cambia de forma, aparecen en los polos agrega-
dos de componentes citoplasmiaticos y las células se van acor-

tando hasta llegar a ser esféricas (Voelz y Burchard, 1971).

El fago Mx-4 fue aislado por Campos et al. en 1978.
Posteriormente se han podido encontrar otros fagos similares
al Mx-4 (Martin et al., 1978; Rodrigues et al., 1980). Los
fagos de este grupo, y mis concretamente el Mx-4, constan de
una cabeza de 66 nm de didmetro y una cola de 100 nm de longi-
tud, méas delgada que la del fago Mx-1. Contienen ADN de peso
molecular 39 (+2.1)x10 daltons, varias veces mis pequefio que
el del fago Mx-1, y un contenido en G+C de 70 moles por ciento
(Geisselsoder et al., 1978). Quizé la caracteristica mis sobre-
saliente de los fagos de este grupo es que son transductantes
generalizados, lo que permite utilizarlos como herramientas
para el estudio de la genética de las mixobacterias. Sin em-—
bargo, los primeros fagos aislados de este grupo (Mx-4, Mx-41
y Mx-43), unicamente pueden ser utilizados en estudios sobre
el ciclo vegetativo, ya que s6lo infectan mutantes no fructi-
ficantes de M. xanthus (Campos et al., 1978; Martin et al.,
1978). Sobre las razas salvajes, aunque si se adsorben, no
forman placas de lisis. Este problema estd actualmente solucio-
nado, ya que se han obtenido mutantes del fago Mx-4 capaces
de infectar razas de M. xanthus con capacidad de fructifica-
cién (Wolfner, datos no publicados mencionados en el trabajo

de Campos et al., 1978) y se han aislado nuevos fagos de este

~56—=



grupo activos sobre razas salvajes de M. xanthus, M. fulvus
y M. virescens (Rodrigues et al., 1980). Aungue los fagos del
grupo Mx-4 posiblemente sean moderados, solamente se ha des-
crito un caso de lisogenia, a pesar de la intensa biisqueda

de este tipo de razas (Rodrigues et al., 1980).

En 1978 Martin et al. encontraron 3 fagos de M.
xanthus de morfologia diferente a los fagos Mx-1 y Mx-4, ya
que tenian una cabeza de 58 nm de didmetro y una cola muy cor-
ta, de tan solo 10 nm de longitud. Estos fagos se incluyeron
en un nuevo grupo, denominado Mx-8. Dos afios mis tarde, Rodri-
gues et al aislaron fagos similares al Mx-8 capaces de infec-
tar a razas de M. fulvus y M. virescens, ademds de M. xanthus.
Los estudios realizados sobre el ADN del fago Mx-8 han revela-
do que su tamafio es de 51.7+0.6 Kb, que posee un mapa de res-
triccidn circular, una redundancia terminal del 8% aproxima-
damente y un 40% de permutacién circular (Stellwag et al.,
1985). Los fagos de este grupo son también transductores gene-
ralizados. En el caso del ‘fago Mx-8 se han hecho estudios que
han revelado de manera clara y contundente que este fago es
moderado y que puede iniciar un ciclo lisogénico en el que
su ADN es integrado en el cromosoma bacteriano, dando lugar
a un profago estable que se mantiene en estado latente durante
muchas generaciones, incluso durante el ciclo de desarrollo

(Orndorff et al., 1983).

En relacién con el grupo Mx-9, sélo se conoce un
fago perteneciente a él, aislado por Martin et al. (1978) a
partir de razas de M. xanthus portadoras del profago. E1l fago
Mx-9 es morfologicamente muy parecido a los fagos del grupo
Mx-8, sin embargo, serologicamente es diferente, por 1lo que
ha sido incluido en un grupo aparte. Se cree que este fago

es transductante generalizado, aunque sélo se ha intentado
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la transduccién de un marcador. De todos los fagos de M. xan-
thus es el menos estudiado, no conociéndose ni siquiera si

puede infectar otras mixobacterias diferentes de M. xanthus.

Ademds de todos los fagos mencionados anteriormen-
te, especificos del género Myxococcus, se ha encontrado que
el colifago Pl es capaz de adsorberse ¥y lisar o inhibir el
crecimiento de M. xanthus (Kaiser y Dworkin, 1975), ya que
el lipopolisacdrido que actla como receptor de este fago en
E. coli es muy similar al de las mixobacterias (Rosenfelder
et al., 1974). Aunque el ADN del fago Pl es inyectado en la
mixobacteria, no se replica, por lo que no se producen nuevas
particulas figicas ni se establece lisogenia. Estas condicio-
nes facilitan el uso de transposones, ya que solamente es re--
producida la secuencia de ADN del transposon (Kuner y Kaiser,
1981). Estd técnica estd siendo muy utilizada en el estudio
de la genética de las mixobacterias (Kaiser, 1984). E1 fago
Pl ha sido utilizado también para transferir plasmidos de E.
coli a M. xanthus (0'Connor y Zusman, 1983). Este fago, a dife-
rencia de los especificos de mixobacterias, permite tanto
una transduccién generalizada, en el caso de los plasmidos
de E. coli, como una transduccidén especializada, en el caso
de los transposones, por lo que actualmente es una de las he-

rramientas de trabajo mas utilizada por los mixobacteridlogos.
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OBJETO DEL TRABAJO



Desde hace mds de cinco afios se estd estudiando
en nuestro laboratorio el comportamiento autolitico que pre-

senta Myxococcus coralloides D cuando es cultivada en medio

liquido; sin embargo, aunque hoy se dispone de gran cantidad
de datos sobre este proceso, alin queda oculto qué lo desenca-

dena y cémo se produce.

En uno de los estudios realizados se llevdé a cabo
una observacién al microscopio electrdénico de los sobrenadan-
tes liticos de esta mixobacteria y se encontraron gran canti-
dad de estructuras similares a colas de fago. Ya que muchas
razas bacterianas productoras de bacteridéfagos defectivos se
autolisan cuando se induce espontaneamente el profago que con-
tienen, era necesario dilucidar la relacién existente entre
la autolisis de M. coralloides D y las particulas similares

a colas de fago que se observan en los sobrenadantes liticos.

Ademds de nuestro interés particular por las parti-
culas fagicas en relacién con la autolisis de M. coralloides
D, estudiar estas colas de fago tenia el atractivo de conocer
estas estructuras como tales y obtener algunos datos mis acer-
ca de la biologia de la mixobacteria productora, ya que los
fagos defectivos y las bacterias que los portan han dejado
de ser a lo largo de la evolucidén dos entidades bioldgicas

independientes.

Por otro lado, se intenta abordar en un futuro pré-
ximo la genética de M. coralloides D, para lo que se requie-
ren una serie de herramientas de trabajo, entre las que se
encuentran los fagos, como vehiculos transpcrtadores de mate-

rial genético entre bacterias. Hasta el momento se desconocia
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si alguno de los mixofagos era capaz de infectar a M. coralloi-
des D y no se habia intentado el aislamiento de fagos especi-
ficos para esta mixobacteria, 1lo que hacia necesario abordar

el estudio de los fagos de M. coralloides D.

Todo esto 1llevé a plantear 1la realizacidén de
una Tesis Doctoral sobre los fagos y las particulas similares
a colas de fago de M. coralloides D; sin embargo, todos
los intentos realizados para aislar fagos se vieron frustrados
y hubo que desviar el esquema inicial de trabajo hacia 1la
resistencia de M. coralloides D a la infeccién por fagos.
Ya que esta resistencia podia ser debida al estado lisogénico
de la mixobacteria o a la existencia de DNasas, el trabajo
quedd orientado hacia las particulas fagicas defectivas,
en relacién con 1la autolisis y la resistencia a fagos, y
las DNasas de M. coralloides D. A pesar de ello, hemos decidi-
do mantener el titulo "Estudios sobre fagos y particulas

similares a colas de fago de Myxococcus coralloides D",

ya que consideramos que los estudios realizados sobre DNasas
desvelan la resistencia de M. coralloides D a la infeccidn

por fagos.
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MATERIAL Y METODOS



1.- BACTERIAS Y FAGOS

Myxococcus coralloides D, la raza productora

de particulas similares a colas de fago, capaz de crecer
de manera dispersa en medio liquido, fue obtenida por Arias
y Montoya (1978) sometiendo una raza de M. coralloides salvaje
aislada por ellos a varios pases por medios liquidos apropia-

dos.

Myxococcus virescens fue aislada por nosotros a par-

tir de muestras de suelo de los alrededores de Granada. Esta
bacteria ha sido utilizada para aislar fagos de la naturaleza

¥ para el ensayo de actividad DNasa.

El resto de las bacterias, varias razas de M. cora-

lloides, M. xanthus, M. virescens y M. fulvus, pertenecientes

a la Coleccién Americana de Cultivos Tipo, a la Coleccidn de
Cultivos de Checoslovaquia, a la coleccién particular de H.
Reichenbach (Repiblica Federal de Alemania), M. Dworkin (Minne-
sota, USA) y a la nuestra propia, fueron utilizadas en el ensa-

yo de actividad bioldégica de las particulas similares a colas

de fago.

Los fagos Mvigl, Mvlg2, Mv8gl y Mv8g2 fueron aisla-
dos en nuestro laboratorio a partir de muestras de suelo de
los alrededores de Granada y Jaén, utilizando M. virescens co-

mo bacteria hospedadora.

Los fagos Mxlhrv y Mx8cp2 fueron cedidos por Fran-
cisco Murillo,'de la Universidad de Murcia, y el fago Mx-4 por
David R. Zusman, de la Universidad de Berkeley (California,

Usa).
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2.- MEDIOS DE CULTIVO

2.1. Medios sélidos

Agar levadura

Este medio ha sido utilizado en la obtencién de
cuerpos fructificantes de M. coralloides D y para conservar
las diferentes mixobacterias. La composicidén de este medio es

la siguiente:

Levadura prensada de panaderia 10 g
Agar 20 g
Agua 1000 ml
pH 7.2

La levadura se afiade después de filtrar el agar fun-
dido, ajustando el pH con una solucién de NaOH al 10%. Se este-

riliza a 117°C, 20 minutos.

Medio CTA

Se utilizé en todos aquellos casos en que se quiso
obtener crecimiento vegetativo de las mixobacterias en medio

sélido. Su composicién es:

Bacto-Casitone Difco 10 g
Sulfato magnésico lg
Agar 18 g
Tampén fosfato potédsico 10 mM 11
pH 7.2
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2.2. Medios liquidos

Medio CT 0.5%

Es el medio en que normalmente es mantenida M. cora-~

lloides D. Su composicidn es la siguiente:

Bacto-Casitone Difco 5¢g
Sulfato magnésico lg
Tampon fosfato potasico 10 mM 11
pH 6.5

Medios CT 1% y CT 2%

Estos dos medios fueron utilizados en los estudios
de produccién de las particulas similares a colas de fago en
medios autoliticos. La composicidén de ambos es idéntica a la
del medio CT 0.5%, excepto en que el medio CT 1% contiene el
Bacto-Casitone a una concentracién del 1% y el medio CT 2% al
2%.

Medios CT sin fosfato y CTP

La composicién de estos dos medios es idéntica a
la del CT 0.5%, excepto en que el primero lleva agua destilada
en lugar de tampén fosfato y el segundo lleva el tampdn a una
concentracién de 40 mM. El medio CT sin fosfato fue utilizado
en los estudios de produccidn de particulas similares a colas
de fago en medios autoliticos y el medio CTP como medio no

autolitico.
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3. TECNICAS DE CULTIVO

3.1. Mantenimiento y conservacién de M. coralloides D

El mantenimiento del crecimiento vegetativo se rea-
1izé por transferencias diarias en medio liquido CT 0.5% dada
la capacidad de crecer en forma dispersa en medio liquido de

esta mixobacteria.

Teniendo en cuenta la rdpida autolisis que muestran
los cultivos dispersos de M. coralloides D (Arias y Montoya,
1978), para asegurar su conservacién se ha procedido de la si-
guiente manera: células de un cultivo en fase exponencial de
crecimiento eran recogidas por centrifugacién y resuspendidas
en medio CT adicionado de glicerol 0.5 M, el cual induce la

formacidn de mixésporas.

3.2. Condiciones de cultivo

Las condiciones de cultivo para mantener el creci-
miento disperso de las células vegetativas en todas las expe-
riencias realizadas fueron: agitacién a 200 rpm, mantenida a
lo largo de todo el tiempo de incubacién en un agitador orbi-

tal Gallemkamp, y temperatura de 28°C.
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4. MEDIDAS DEL CRECIMIENTO BACTERIANO

4.1 Medidas turbidométricas

Se llevaron a cabo a intervalos regulares de tiem-

po, determinando valores de absorcién a 650 nm en un Spectro-

nic 20.

Para efectuar las medidas se emplearon matraces que
poseen un tubo lateral para ser introducidos directamente en
el espectrofotémetro. Se evita asi el tener que transferir con
pipeta el medio a los tubos especificos del espectrofotrdme-
tro, con el consiguiente peligro de contaminacidén y errores
en las medidas. En aquellos casos en que se utilizaron volime-
nes pequefios se wutilizaron tubos esterilizables, especiales
para el espectrofotémetro, en los que se realizaba la incuba-

cién.

S. METODOS UTILIZADOS EN LA PURIFICACION DE LAS PARTICULAS
SIMILARES A COLAS DE FAGO

5.1. Centrifgggcién diferencial

Con objeto de conocer las condiciones de centrifu-
gacidén necesarias para sedimentar todas las colas de fago o
para que todas quedaran en el sobrenadante se llevaron a cabo
-una serie de experiencias en las que unicamente se variaba el

tiempo de centrifugacién. Todas fueron realizadas utilizando
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el rotor tipo 30 de Beckman a 54000 g y 4°C. Los tiempos de
centrifugacién fueron 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 10 y 12 horas. Des-
pués de cada experiencia se observaban al microscopio electrd-

nico el sobrenadante y el sedimento recogidos.

Cuando se queria sedimentar las particulas simila-
res a colas de fago, la muestra era colocada sobre 5 ml de sa-
carosa al 25%. Esta técnica proporcionaba dos ventajas: 1. La
capa de sacarosa actuaba como una barrera para aquellas molé-
culas de densidad inferior a 1.1036 (correspondiente a la sa-
carosa al 25%), lo que impedia que el material sedimentado en-
trara en contacto con dichas moléculas y se obtuviera un sedi-
mento mas puro. 2.- La sacarosa facilitaba la resuspensién del
sedimento. Esto evitaba que muchas particulas se deterioraran

o se disociaran en sus proteinas estructurales.

5.2 Concentracién por el sistema dextrano sulfato-polietilen-

glicol (DSNa-PEG)

El sistema DSNa-PEG es un método muy utilizado en
la purificacidén de bacteriéfagos y virus en general, ya que
permite concentrar estas particulas 100 veces aproximadamente

y separarlas de otros materiales.

Cuando se mezcla la solucién que contiene las par-
ticulas que se quieren concentrar con polietilenglicol 6000
(Merck) y dextrano sulfato sédico (Sigma) en presencia de ClNa
(Merck) aparecen tres fases, una superior que coﬁtiene el PEG
y otra inferior, con el dextrano sulfato 500, separadas por
una interfase. Las sustancias de la muestra se distribuyen en-
‘tre estas tres fases dependiendo de la concentracién de los

polimeros, fundamentalmente de PEG, y de la concentracién de
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ClNa. De las tres fases, la interfase y la fase inferior son
las que ocupan un menor volumen, por lo que, ya que se preten-
de concentrar, es necesario elegir las concentraciones de PEG
y ClNa adecuadas para que las particulas que nos interesan apa-

rezcan en alguna de estas dos fases.

Para escoger 1la concentracién minima de PEG 6000
necesaria para que las particulas similares a colas de fago
aparecieran en una de las dos fases de menor volumen se prepa-

raron una serie de tubos con sobrenadante litico de M. cora-

lloides D y se mezclaron con ClNa y DSNa 500, a concentracidn
constante (0.3 M y 0.2%, respectivamente) y PEG 6000 a concen-—
tracién variable (0, 2, 4, 6, 8, 10, 11 y 12%). Una vez mezcla-
dos se dejaron en reposo durante 15 minutos y se centrifugaron
a bajas revoluciones para separar perfectamente las tres fa-
ses. A continuacién se observé al microscopio electrénico la

fase superior de cada uno de los tubos.

Con objeto de elegir la concentracién minima épti-
ma de ClNa se realizé una experiencia similar a la anterior
en la que se fijé la concentracién de PEG 6000 en un 10% y la
de DSNa 500 en un 0.2%. Las concentraciones de ClNa ensayadas

fueron 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8y 1 M.

Una vez conocidas las concentraciones adecuadas de
PEG y ClNa fue necesario averiguar en qu€ fase aparecian las
colas de fago. Para ello, debido al pequefio volumen que ocupan
la interfase y la fase inferior hubo que partir de un volumen
grande. Se siguid un procedimiento similar al descrifo por
Albertsson (1967) para la purificacién del fago T2. Se tomaron
S5 1 de cultivo lisado de M. coralloides D y se mezclaron con
con PEG 6000 al 10%, DSNa 500 al 0.2% y ClNa 0.3 M en un ma-
traz aforado. Se dejé reposar durante 48 horés, tiempo necesa-

rio para que aparecieran las tres fases, y se extrajo la fase
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superior succionando desde arriba. Ya que en la parte inferior
del matraz aparece una mezcla de las tres fases, se recogié
esa parte en un tubo y se centrifugé durante 15 minutos. Los
restos de la fase superior y la fase inferior fueron recogidos
con pipeta y la interfase fue resuspendida en 50 ml de DSNa
500 al 1% con sulfato magnésico 2 mM. El dextrano sulfato te-
nia como objeto facilitar 1la resﬁspensién, y el sulfato magné-

sico evitar la contraccién de la vaina de las colas de fago.

Antes de observar las 3 fases al microscopio elec-
trénico fue necesario eliminar el dextrano sulfato de la fase
inferior y de la interfase. Para ello se adiciond 0.15 ml de
ClK 3 M por cada ml de muestra, se dejé en reposo durante dos

horas y se centrifugé.

5.3 Precipitacién con sulfato aménico

Se realizé en la forma habitual, empleando sulfato
aménico de Meck y operando a temperaturas comprendidas entre
0° y 4°C; entre la adicién del sulfato ¥ la recuperacidén del
precipitado se dejaron transcurrir 24 horas. El tanto por

ciento de saturacién de sulfato aménico utilizado fue del 40%.

El precipitado se separé del sobrenadante por cen-
trifugacidén a 12000 rpm durante 30 min en un rotor S5-34 de
una centrifuga Sorvall y se resuspendid en tampén fosfato po-
tédsico 10 mM, pH 6.5 con sulfato magnésico 2 mM, concentrando
50 veces. Ambas fracciones fueron observadas al microscopio
electrdénico para conocer en cual se encontraban las particulas

similares a colas de fago.
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5.4 Didlisis

A lo largo de todo el proceso de purificacidén de
las particulas similares a colas de fago ha sido necesario dia-
lizar las muestras para eliminar algunas sales o azlcares que
estaban a alta concentracién en las muestras y podian interfe-

rir de alguna manera en los siguientes pasos de purificacidn.

Los tubos de didlisis, de un tamafio de poro que
permitia el paso de moléculas de peso molecular inferior a
12000 daltons, fueron previamente calentados a ebullicidén en
el autoclave durante 10 minutos en 2 litros de tampén Tris-ClH
10 mM, pH 7.6 con EDTA 1 mM y bicarbonato sédico al 2%. A con-
tinuacién se lavaron con abundante agua destilada y se volvie-
ron a hervir otros 10 minutos en el autoclave, en 2 litros de
agua destilada. Este tratamiento permitia abrir los poros de
los tubos desecados, por lo que facilita el paso de moléculas
a través de él1. Los tubos fueron conservados sumergidos en agua

destilada a 4°C hasta su uso.

La didlisis era realizada sumergiendo el tubo con
la muestra en tampén fosfato potésico, pH 6.5, con sulfato mag-
nésico 2 mM durante 24 o 48, segin los casos, en agitacién a
4°C. El volumen de tampén era siempre al menés 100 veces supe-
rior al de muestra. Cuando la didlisis era mantenida durante
48 horas, a las 24 horas era cambiado el tampén por otro nuevo

para acelerar la salida de moléculas del tubo.
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5.5 CROMATOGRAFIA EN SEPHAROSE 4B

La sefarosa 4B se suministra ya hinchada, en alco-
hol para evitar que se contamine, por lo que se puede proceder
directamente al montaje de la columna, sin hervir previamente.
Para eliminar las burbujas de aire que pudiera ﬁaber en la sefa-
rosa y que podrian dar lugar a empaquetamiento y flujo desigua-
les, se conectd una bomba de vacio al matraz que contenia el

gel y se mantuvo asi hasta que dejaron de salir burbujas de

aire.

5.5.1. Montaje y preparacidén de la columna

Se han empleado columnas de vidrio de Pharmacia
Fine Chemicals de 50 x 2.5 cm, con un tubo de tefldén en cada
extremo que canaliza la entrada y salida de eluyente. La prepa-
racién de la columna, asi como el proceso cromatografico comple-

to se llevaron a cabo en cémara fria a 4°C.

Una vez fijado el émbolo inferior de la columna
se dispuso ésta verticalmente y se conecté su salida a una bom-
ba peristdltica (Pharmacia Fine Chemicals) para mantener cons-
tante el flujo. Se adiciond por el extremo superior agua desti-
lada preViamente desgasada hasta llenar la tercera parte del
volumen de la columna, procurando que no quede atrapada ninguna
burbuja de aire en la placa porosa del émbolo. La columna se
dejé drenar a un pequefio flujo (1 ml/5 min) y se fue afiadiendo
entonces la suspensién de sefarosa, continuidndose la adiciédn
hasta conseguir la altura deseada. Es muy importante evitar
la penetracidén o formacién de burbujas de aire en el interior

de la columna, asi como procurar un empaquetamiento de la misma
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totalmente homogéneo. Una vez alcanzada la altura deseada, se
dejdé una pequefia capa de agua destilada sobre la parte superior
del gel, se cerrd la salida inferior y se termind el montaje
introduciendo el émbolo superior hasta que la placa porosa del
mismo contactase con la superficie de la sefarosa. Conectada
a este émbolo hay una valvula de tres vias. Una vez comprobada
la ausencia de burbujas a lo largo de los conductos.de entrada
se sumergié uno de los extremos en el reservorio de tampdn
utilizado como eluyente, mientras que el otro extremo, que tam-
bién debe carecer de burbujas de aire, se empled para introdu-

cir la muestra.

Para estabilizar la columna se hizo pasar, estando
la valvula de tres vias en la posicién correspondiente, 500
ml del tampdn usado como eluyente, en nuestro caso fosfato pota-
sico 10 mM, pH 6.5 con sulfato magnésico 2 mM, previamente des-
gasado, a un flujo de 1 ml cada 5 min. De esta forma la columna

quedd estabilizad y podia recibir la muestra.

5.5.2. Aplicacién y elucidén de la muestra

El extremo correspondiente del tubo superior se
introdujo hasta el fondo de una probeta que albergaba un exceso
de la muestra que se deseaba pasar por la columna. Mediante
la bomba peristdltica y al flujo antes indicado, estando la
valvula de tres vias en la posicidén correspondiente, se hizo
pasar la cantidad deseada de muestra, variable segin el conteni-
do proteico de 1la misma. Después se gird la véalvula de tres
vias y comenzdé la elucidén de la columna con el tampdn correspon-

diente.
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Las distintas fracciones eluidas de la columna
fueron recogidas utilizando un colector automdtico de fraccio-
nes (LKB Ultrorac). El sistema empleado es el de volumen fijo
en un tiemppo determinado. Conocido el volumen de eluato que
sale de la columna en cada minuto, determinamos el tiempo que
tarda en salir la cantidad deseada para cada fraccién. En nues-

tros experimentos hemos recogides fracciones de 3 ml.

5.5.3. Medida del contenido proteico de las fracciones

El contenido proteico de las fracciones se deter-
mindé midiendo su absorcién a 280 nm en un espectrofotdmetro

Hitachi.

Para conocer la fraccidén en la que aparecian las
particulas similares a colas de fago se observaron al micros-
copio electrbénico aquellas fracciones correspondientes a los

picos de absorcidn obtenidos.

5.6. Ultracentrifugacidn en gradiente de sacarosa

La wultracentrifugacidén en gradiente de densidad
es un método comunmente utilizado para purificar y determinar
el coeficiente de sedimentacidn de macromoléculas, virus, mi-
tocondrias, microsomas y ribosomas. En la purificacidén de las
particulas similares a colas de fago de M. coralloides D ha

sido utilizado un gradiente de sacarosa.

5.6.1. Preparacidén del gradiente de sacarosa

El gradiente de sacarosa, a diferencia del de clo-

ruro de cesio es necesaric fabricarlo antes de la centrifuga-



cién. El gradiente utilizado por nosotros variaba de un 30
a un 50% de sacarosa y fue hecho a mano, colocando capas de
soluciones de sacarosa a concentraciones de 50, 45, 40, 35
y 30%. Se empezaba colocando la capa de mayor densidad y sobre
ella se colocaba la capa de sacarosa al 45%, dejando resbalar
la solucidén lentamente por los bordes del tubo para evitar
que las dos capas se mezclen. Para facilitar la operacidn se
utilizaron pipetas con la punta curva. Sobre la capa de sacaro-
sa 45% se colocd la de 40%, de igual manera que la anterior,
y asi sucesivamente hasta formar todo el gradiente. La opera-
cidén se llevd a cabo en baflo de hielo y utilizando las solucio-
nes a 4°C, para aumentar la densidad y disminuir el movimiento
de las moléculas. De esta manera se evitaba que las diferentes

capas se revolvieran.

Una vez formado el gradiente se colocd la muestra,
un volumen de 0.5 ml. El volumen total del tubo era de 4.25

ml.

5.6.2 Centrifugacién

Los tubos fueron colocados en un rotor basculante
SW 65 Ti de Beckman y centrifugados en una centrifuga Beckman

L 3-50 a 70000 g durante-3 h a 4°C.

5.6.3. Fraccionamiento de los tubos

Tras la centrifugacidén, los tubos fueron extraidos
del rotor y colocados verticalmente en un dispositivo especial
que los mantiene sujetos. Por la parte superior del tubo se

introduce un capilar acoplado a una bomba peristaltica.
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La introduccién del capilar se realiza presionando sobre el
tubo de silicona para evitar que penetre liquido por el capi-
lar mientras se introduce. S8lo cuando éste ha llegado comple-
tamente al fondo del tubo, dejamos de presionar y el capilar
se llena. Mediante una bomba peristaltica que da un flujo de
0.4 ml/min. se extrajo el contenido del tubo, que fue fraccio-

nado en tubos de hemolisis, recogiendo fracciones de 0.5 ml.

La deteccién de las particulas similares a colas
de fago se llevdé a cabo mediante observacidn al microscopio

_electrénico de cada una de las fracciones.

6. ANALISIS DE LA COMPOSICION QUIMICA DE LAS PARTICULAS SIMILA-
RES A COLAS DE FAGO

Una vez purificadas las  particulas similares a
colas de fago se procedid al estudio de su composicidén quimi-

ca. Se determind si contenian proteinas, ADN y ARN.

6.1. Determinacidén de proteinas

La determinacidén del contenido proteico se 1llevé
a cabo por el método colorimétrico de Lowry et al. (1951).
Para conocer la concentracidén de proteinas de la muestra pro-
blema a partir del color que aparece en el tubo despuéds de
la adicidén de los reactivos, era necesario disponer de una
curva patrén que nos relacionara dicho color con la concentra-

cién de proteinas. Esta curva patrén fue preparada aplicando
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el método de Lowry a una serie de soluciones cuya concentra-
cidén de proteinas era conocida. Estas soluciones se prepara-
ron haciendo diluciones de una solucidén madre que contenia

400 pg/ml de albimina bovina (Sigma).

6.2. Determinacidén de ADN

Aunque es conocido que las particulas similares
a colas de fago no contienen ADN (Lotz, 1976), era necesario
estudiar si 1las particulas producidas por M. coralloides D
se atenian también a esta regla. En primer lugar se extrajo
el posible ADN con formamida (Davis et al., 1980). Una vez
disuelto el material precipitado se procedidé a determinar si
era ADN mediante el método de la difenilamina (Methods in Enzy-
mology, vol. III). Este método fue también empleado en la valo-

racién del ADN digerido por las DNasas.

Al igual que en la determinacidén de proteinas,
al ser este método también colorimétrico,bera necesario hacer
una curva patrén para conocer la correspondencia entre la in-
tensidad de color, medida a 600 nm, y la concentracidn de ADN.
Las soluciones de.concentracién conocida se prepararon a par-
tir de una solucidon madre que contenia 2 mg de ADN de esperma

de salmdén (Sigma) por mililitro.

6.3. Determinacidédn de ARN

Para determinar si las particulas similares a co-

las de fago contenian ARN se utilizd el método del orcinol

(Methods in Enzymology, vol. III). La intensidad de color era
medida a 660 nm. En este caso, al no tener las particulas fagi-

cas defectivas ARN y no utilizarse este método méds que para
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este tipo de determinacién, no se hizo curva patrén.

7. MICROSCOPIA ELECTRONICA

La preparacién del material necesario asi como
la obtencidén de las muestras y su procesamiento para ser exami-
nadas al microscopio electrénico, se llevaron a cabo siguiendo
técnicas generales, modificadas en algunos casos, segln se

estimdé conveniente.

7.1. Preparacién del soporte: rejillas con Formvar

Se han utilizado rejillas de cobre de 300-400 ma-

llas, que eran guardadas en una campana de desecacién.

Para la pelicula plastica se ha utilizado siempre
el Formvar (polivinil-formol), disuelto al 0.3% en cloroformo
para espectroscopia (Merck). La solucién se guardé también
en una campana de desecacidén hasta el momento de ser utiliza-

da.

El procedimiento seguido para colocar la pelicula

plastica sobre las rejillas fue el siguiente:

Se toma un portacbjetos perfectamente limpio vy
seco Y se sumerge en la solucidén de Formvar, retirandolo inme-
diatamente y dejandolo escurrir y secar sobre la solucién,
en posicidén vertical; de esta forma se evita que durante el

secado absroba humedad y se formen agujeros en la pelicula.

Seguidamente se cortan los bordes de la pelicula,

raspando los bordes del portaobjetos con una cuchilla. Esta
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operacién debe realizarse lo mas cuidadosamente posible para

evitar que la pelicula se ensucie con particulas de vidrio.

A continuacién se pasa a desprender la pelicula
del portaobjetos, haciéndola flotar sobre agua destilada. Para
ello, se introduce el portaobjetos por su borde de menor longi-
tud, muy lentamente en el agua, vigilando si la pelicula se

desprende uniformemente.

Una vez que se tiene 1la pelicula flotando sobre
el agua, se disponen las rejillas sobre ella, mas o menos orde-
nadamente y con la superficie mate en contacto con la pelicu-
la. Finalmente, para extraer la pelicula con las rejillas adhe-
ridas, se deposita un trozo de papel de filtro sobre la citada
pelicula, dejadndolo estar hasta que el agua lo empapa total-
mente, y en este momento se saca, depositéndolo en una placa

de Petri que se deja secar a temperatura ambiente.

7.2. Tinciones

Se han wutilizado las tinciones clasicas a base
de sales pesadas, como el fosfotungstato potésico, el acetato

de uranilo y el oxalato de uranilo.
Acido fosfotlngstico (PTA)

Se prepara en agua destilada al 2%, ajustando el

pPH con una solucién de KOH al 20% entre 6.5 y 8.

Las soluciones de PTK pueden enturbiarse, bien du-
rante su preparacidén bien con el transcurso del tiempo, por
lo que es conveniente utilizarlas inmediatamente después de
ser preparadas o bien filtrarlas a través de una membrana de
Millipore de 0.2 micras, lo que permite su conservacidn duran-

te bastante tiempo.
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Acetato de uranilo (AU)

Se prepara en agua destilada o en alcohol-agua
al 50%, a concentraciones desde 1 al 2%. En teoria, el AU es
mucho mas adecuado que el PTK para su utilizacién como tincidn
negativa, pero también presenta el inconveniente de que si
las muestras no estadn adecuadamente purificadas, todos 1los
contaminantes resultan tefiidos, obteniéndose de hecho, prepara-
ciones poco contrastadas, es decir, preparaciones en las que

los especimenes destacan pobremente sobre el "background".

Por otra parte; el AU se utiliza a pH 4.5-5, 1lo
que, en algunos casos, podria alterar la morfologia de las
estructuras que se vayan a visualizar, o crear artefactos que

dificultan la observacién de las primeras.

Por estas razones, esta tincién fue poco utilizada

para tefiir las particulas similares a colas de fago.
Oxalato de uranilo (0QU).

Se obtiene mezclando AU y A&cido oxdlico en agua

destilada en la siguiente proporcidn:

Acido ox&alico 0.15 g
Acetato de uranilo 0.50 g
Agua destilada 100 ml

(Mercer y Berbeck, 1974).

Es ligeramente mas activo y estable que el AU,
conserv dndose durante bastante tiempo a temperatura ambiente.
Por lo demds, se utiliza como el AU, a pH entre 4.5-5, que

se ajusta con amoniaco.

De todas las tinciones, la mAs frecuentemente uti-
lizada fue la primera, ya que ofrecia un mejor contraste, lo

"que facilitaba la observacién.
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7.3. Montaje de las muestras en las rejillas y tincidn

El procedimiento mis comunmente utilizado consis-—
tié en depositar gotas de 1las suspensiones sobre las rejillas,
dejéndolas estar durante 2 minutos y retirando a continuacidn
el exceso de liquido con un papel de filtro. De esta forma
queda sobre la rejilla una fina pelicula de la suspensidn.

que se deja secar al aire, protegida del polvo.

La tincidén se realizd de la misma forma que el
montaje de la muestra, es decir, se coloca una gota de la solu-
cidén empleada, que se retira con ayuda de papel de filtro,
colocando a continuacidén una nueva gota, que se retira del
mismo modo y, por Gltimo, se coloca una tercera gota de la
que sblo se retira el exceso, dejando una capa fina de liquido

que se deja secar al aire.

Todas las observaciones se realizaron en un micros-
copio electrdénico '"Phillips", mod. EM-300. Conviene hacer no-
tar que es imprecindible que las rejillas estén perfectamente
secas antes de ser introducidas en la columna del microscopio,
pues de no ser asi, dicha columna resulta rapidamente contami-
nada, al tiempo que la preparacién sobre la rejilla "evapora"

y se estropea irremediablemente.

8. OBTENCION DE EXTRACTOS SONICADOS DE MIXOBACTERIAS

Para la realizacidén de algunos ensayos sobre
DNasas fue necesario partir de extractos sonicados de la bac-
teria a estudiar. Para ello se recogieron por centrifugacidn

las células de cultivos en fase exponencial de la bacteria
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en cuestidn, se resuspendieron en un tampdén adecuado y se rom-
pieron en un sonicador Sonifer B-12 a una potencia de 40 W

durante 15 minutos en circuito refrigerado.

La cantidad de células de la que se partia, el
tampén utilizado y el volumen de tampén adicionado por cada
gramo de células era diferente en cada tipo de ensayo, por
lo que estos detalles se darin en los apartados correspondien-

tes.

9. BUSQUEDA DE ENZIMAS DE RESTRICCION

El método utilizado en la bGsqueda de endonuclea-
sas de restriccién de M. coralloides D ha sidd el descrito
por Schleif (1980), que incluye algunos pasos de purificaciédn,
lo que permite eliminar otras nucleasas que puedan enmascarar

la actividad de nucleasas especificas.

9.1. Preparacidn del polimero concentrado

En 25 ml de agua a punto de ebullicidén se disol-
vieron 3.2 g de dextrano T500. A continuacidén se adicionaron
12.8 g de polietilenglicol 6000 y una vez disuelto se adiciond

agua hasta un volumen final de_45 ml.

El polimero concentrado se conservd a 4°C. Antes
de su uso, y para conseguir una mezcla homogénea, se calentd

a 65°C y se dejd enfriar a temperatura ambiente.
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9.2. Preparacidn de los extractos de M. coralloides D

Se partidé de 5 g de células, que fueron resuspen-
didas en 10 ml de tampén Tris-ClH, pH 7.9 con 2.mercaptoetanol
0.01 M, y rotas por sonicacién. A continuacién se prepararon
10 tubos, en los que se pusiéron 1 ml de extracto sonicado;
0;5 ml de agua, 0.5 ml de polimero concentrado y ClNa, un volu-
men diferente en cada uno de los tubos: 0.002, 0.005, 0.01,
0.02, 0.04, 0.08, 0.16, 0.32, 0.64 y 1.2 ml de una solucidn
4 M. Una vez adicionados todos los componentes, los tubos fue-
ron agitados en un mixo-tub durante 5 min. cénsecutivos, y
centrifugados a bajas revoluciones durante 10 min. Al igual
que en el sistema dextrano sulfato-polietilenglicol, aparecen
dos fases separadas por una interfase. La distribucidén de las
sustancias del extracto sonicado entre las tres fracciones
dependia de la concentracién de ClNa. Para el ensayo de endo-

nucleasas era utilizada unicamente 1la fase superior.

9.3. Ensayo de endonucleasas de restriccidn

Para el ensayo se tomaban 2 ul de la fase superior
de cada uno de los tubos y eran incubados durante 1 hora a
a 37°C junto con 1 ul de ADN del fago A y 2 ul de tampdn Tris-
ClH 0.015 M, pH 7.4 con cloruro magnésico 0.015 M y 2-mercapto-
etanol 0.015 M. Transcurrido el tiempo de digestidén, la reac-

cidén era detenida calentando la muestfa a 65°C durante 5 min.

.9.4 Electroforesis en gel de agarosa

Para la resolucién de las bandas de ADN que hubie-
ran podido aparecer después de la digestidén, se realizd una
electroforesis en gel de agarosa al 0.7%. Para ello, 1.4 g

de agarosa fueron adicionados a 200 ml de tampdn Tris-ClH 0.04
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M, acetato sédico 5 mM y EDTA 1 mM, ajustado a pH 7.9 con &ci-
do acético. Una vez fundida la agarosa en el autoclave, se
dejdé enfriar hasta 45°C y se vertid sobre una placa de electro-~
foresis en la que se habia colocado un accesorio de plastico
en forma de peine para excavar los pocillos donde se deposita-
rian las muestras.El grosor de la capa de gel era de 2-3 mm.
La placa.con el gel fue colocada en una cubeta de electrofo-
resis y sumergida en el mismo tampdén en que se habia preparado
la agarosa. A continuacién se colocaron las muestras,a las
que se les habia adicionado 5 ul de una solucidn con azul de
bromofenol al 0.02% y glicerol al 10%, en los pocillos éorres—
pondientes. La electroforesis se realizé a 35 voltios, a‘vol-
taje constante, y se dejdé correr hasta que el azul de bromofe-

nol alcanzara el final de la placa.

Para comprobar si habia bandas de ADN se sumergid
el gel en una solucién de bromuro de etidio a 1 ug/ml durante

10 min. y se observd bajo una lampara de luz U.V.

10. EXTRACCION DE DNasas DEL ESPACIO PERIPLASMICO

Para extraer material periplismico se utilizd el
procedimiento descrito por Mayer y Reichenbach (1978). Se par-
tid de un cultivo de mixobacteria (bien de M. coralloides D
0 bien de M. virescens) en crecimiento exponencial, se centri-
fugd a bajas revoluciones y se resuspendieron las células sedi-
mentadas (2.61 g) en 12 ml de tampén fosfato potasico 10 mM,
pH 7.5 con Tritdén X-100 0.01%, 2-mercaptoetanol 7 mM y EDTA

1 mM. Una vez resuspendidas las células, fueron homogenizadas,
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dandole dos pases de 15 seg. cada uno en un homogenizador a
2000 rpm, en bafio de hielo. Esta accidn conjunta, fisica y
quimica, permite disolver y romper la membrana externa de la
pared y liberar el contenido del espacio periplasmico. Este
material fue posteriormente separado de las células por centri-

fugacién a 40000 g durante 15 min a 2°C.

11. ENSAYO DE ACTIVIDAD DNasa

El ensayo de actividad DNasa se realizd utilizando
sobrenadantes de cultivo, material peripldsmico y extractos;
sonicados, tanto de M. coralloides D como de M. virescens.
Los sobrenadantes de cultivo fueron obtenidos centrifugando
cultivos en fase exponencial a 15000 rpm durante 30 min. en
un rotor SS-34 de una centrifuga Sorvall. El material peripléas-
mico fue extraido por el procedimiento descrito en el apartado
anterior. Y los extractos sonicados sometiendo a ultrasonido
2.61 g de células de la mixobacteria en cuestidn, resuspendi-
das en 12 ml de tampén Tris-ClH 10 mM, pH 8 con cloruro magné-
sico 10 mM. Los restos celulares fueron retirados por centrifu-

gacidén a40000 g durante 15 min. a 2°C.

Para el ensayo se mezclaba 1 ml de cualquiera
de los extractos con 1 ml de tampén Tris-ClH, pH 8 con cloruro
magnésico iO mM y 1 ml de una solucién de ADN que contenia
2 mg/ml, y se incubaba a 37°C. Ya que para cada extracto se
utilizé mas de un tiempo de incubacién, en cada experiencia
se prepararon varios tubos. Una vez transcurrido el tiempo
de incubacidén deseado para cada uno de los tubos, se detenia
la digestidén y se precipitaba el ADN no digerido adicionando

1 ml de &cido tricloroacético 3 M y se mantenia el tubo en
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hielo durante 15 min. El1 material precipitado era separado
por centrifugacién a bajas revoluciones, y el ADN digerido,

que quedaba en el sobrenadante, era valorado por el método

de la difenilamina.
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RESULTADOS



DETECCION DE PARTICULAS SIMILARES A COLAS DE FAGO

Cuando M. coralloides D crece en CT 0.5% muestra
una intensa actividad autolitica, de manera que, tras una cor-
ta fase estacionaria, los cultivos entran en una rapida auto-

lisis que lleva al aclaramiento de los mismos.

Desde hace algin tiempo se viene estudiando en
nuestro laboratorio el proceso autolitico de M. coralloides
D, habiéndose encontrado que este proceso esta influenciado
por la concentracidon de los factores nutricionales del medio
(Fernandez-Vivas et al., 1983a).Esto llevd a buscar algin tipo
de relacidén entre la respuesta estricta, uno de los mecanismos
reguladores por el que las bacterias pueden responder a la
defieciencia nutricional, y la autolisis; sin embargo, aunque
se detectd guanosina 5'-difosfato-3'-difosfato, no se halld
ninguna relacién entre dicho compuesto y la autolisis (Fernan-
dez-Vivas et él" 1983 b). Se han encontrado evidencias de
un factor activador relacionado con la autolisis (Arias et
gl., 1983). A pesar de todos los estudios realizados, aln es

desconocido el mecanismo que desencadena la autolisis.

La observacién al microscopio électrénico de sobre-
nadantes de cultivos liticos de M. coralloides D reveld la
presencia de particulas parecidas a colas de fago. Esto nos
llevdé a pensar en una posible relacién entre la autolisis y

dichas colas de fago.

Las colas de fago producidas por M. coralloides
D son similares a las colas de los fagos T4 de E. coli. Presen-
tan una placa basal terminada en 6 fibras, un tubo y una vaina
contriactil (Figura 1). La contraccién de la vaina es prévenida

por la adicién de magnesio, de manera que cuando las colas
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FIGURA 1.- Particulas similares a colas de fago distendidas. PTA.
106.000x.

FIGURA 2.- Particulas similares a colas de fago contraidas.PTA.
180.000x.
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se resuspenden en un medio sin magnesio, la vaina se contrae

y se hace mads corta y mas gruesa, quedando el tubo visible

(Figura 2).

ESTUDIOS SOBRE PRODUCCION DE PARTICULAS SIMILARES A COLAS DE
FAGO EN MEDIOS LIQUIDOS

Produccidn en medios autoliticos

Para estudiar la produccién de las colas de fago
en medios autoliticos eran inoculados matraces con 100 ml de
los cuatro medios liquidos autoliticos (CT 0.5%, CT 1%, CT
2% y CT sin fosfato) con M. coralloides D e incubados a 28°C
en agitacién. Cada cierto tiempo se tomaban muestras, a las
cuales se les media la densidad 6ptica para conocer el estado
fisiolégico de los cultivos, y se centrifugaban. Los sobrena-
dantes obtenidos eran observados al microscopié electrdnico
para saber cuando empezaban a liberarse las colas de fago a

los medios de cultivo.

Los resultados obtenidos revelaron que en los cua-
tro medios, las colas de fago empezaban a detectarse cuando
los cultivos iniciaban la autolisis (Figura 3) y que su nimero

iba aumentando hasta que todas las células se habian lisado.

Paralelamente se hizo otra experiencia en la cual
las muestras eran tratadas con cloroformo al 5% con objeto
de lisar las células y liberar su contenido. Transcurrida una
hora de reposo se tomaban unos pocos mililitros de la parte
superior, evitando coger cloroformo, se centrifugaban y se
observaban al microscopio electrbénico. En este caso, se empeza-

ban a detectar particulas en las muestras de los cultivos re-
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FIGURA 3.- Curvas de crecimiento de M. coralloides D en diferentes medios de cultivo.

A. CT 0.5% B. CT 1%. C. CT 2% D. CT sin fosfato. Las flechas indican la

aparicién de particulas similares a colas de fago en los sobrenadantes de

cultivo.
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FIGURA 4.- Curva de crecimiento de M. coralloides D en diferentes medios de cultivo.
C, CT 2%. D, CT sin fosfato. Las flechas indican

A, CT 0.5%. B, CT 1%.
la aparicién de particulas similares a colas de fago en los sobrenadantes

de los cultivos tratados con cloroformo.




cién entrados en la fase estacionaria y se obtenfia el ndmero

maximo justo antes de que se iniciara la autolisis (Figura 4).

En ningin caso se pudieron observar colas de fago

durante la fase exponencial.

Produccidn en medio CTP

CTP es el f{nico medio liquido conocido en el cual
M. coralloides D no muestra comportamiento autolitico. La prin-
cipal diferencia de este medio con el resto de los medios 1li-
quidos estd en la concentracién de fosfato, que en este caso

es 40 mM (ver Material y Métodos).

Cuando se wutilizé este medio para realizar las
mismas experiencias descritas en el apartado anterior se obtu-
vieron unos resultados sorprendentes. En aquellos casos en
los que las células no eran lisadas con cloroformo se detecta-
ban particulas, pero unicamente en los sobrenadantes de los
cultivos que llevaban al menos 50 horas en fase estacionaria,

cuando la densidad celular habia empezado a decaer ligeramente

(Figura 5).

Por el contrario, cuando las muestras eran trata-
das con cloroformo al 5%, se empezaban a observar colas de
fago cuando 1los cultivos entraban en la fase estacionaria,
igual que en el caso de medios autoliticos {(Figura 6). E1 nime-
ro maximo de particulas era observado transcurridas 30 horas
en fase estacionaria. Por lo tanto, el patrén de produccién
de particulas fagicas era idéntico en todos los medios liqui-
dos, independientemente de que en ellos ocurriera o no autoli-

sis.
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Curva de crecimiento de M. coralloides D en

medio CTP. La flecha indica  1la aparicién
de particulas similares a colas de fago en

los sobrenadantes de cultivo.
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FIGURA 6.-

40 60 80 100 120 140 (HORAS)

Curva de crecimiento de M. coralloides D en

medio CTP. La flecha sefiala la aparicién de
particulas similares a colas de fago en los
sobrenadantes de los cultivos tratados con

cloroformo.
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ESTUDIOS SOBRE PRODUCCION DE COLAS DE FAGO EN MEDIOS SOLIDOS

Produccién en medio CTA

Para estas experiencias fueron sembradas 9 placas

de Petri con 20 ml de medio CTA con M. coralloides D e incuba-

das a 28°C. A los dos dias, tiempo necesario para que se obser-

vara crecimiento, se tomaban las células de una placa y se
hacia una suspensién espesa (5x108 cel/ml aproximadamente)
en tampén fosafato, y se trataba con cloroformo al 5%, agitan-
do fuertemente. Después se centrifugaba y se récogia el sobre-
nadante para observarlo al microscopio electrénico.

Al tercer dia de incubacién se tomaba otra placa
Yy se procedia como en el caso anterior; al cuarto dia otra,

y asi sucesivamente hasta el décimo dia.

Cuando se observaron los sobrenadante, en ningln

caso se pudieron detectar particulas similares a colas de

fago.

Produccidén en agar levadura

» Cuando las mixobacterias crecen en agar levadura,
a diferencia de otros medios sélidos como CTA donde se sigue
el ciclo de vida vegetativo, forman cuerpos fructificantes
y las células sufren una serie de cambios que conducen a la

formacién de mixésporas.

Con objeto de conocer si M. coralloides D producia
colas de fago durante el ciclo de desarrollo, se sembraron
6 placas de Petri con 20 ml de agar levadura Yy se incubaron
a 28°C. Posteriormente, cada dia se hacfia una suspensién de

bacterias de una de las placas por raspado de las mismas en

-96-




tampdén fosfato y se trataba con cloroformo, después se centri-
fugaba y se observaban los sobrenadantes al microscopio elec-
trénico. En el caso de M. coralloides, los cuerpos fructifican-
tes empiezan a aparecer al tercer dia de incubacién, y al sex-

to dia toda la placa aparece llena de estas estructuras.

En este caso, el tratamiento con cloroformo no
era muy necesario ya que las mixdsporas son resitentes a este
disolvente orgénico y no se lisan. Ademds, ya que durante la
formacién de los cuerpos fructificantes el 80% de la pobla-
cién vegetativa se autolisa (Wireman y Dworkin, 1975 y 1977),
las colas de fago se liberarian en caso de que hubieran sido
producidas y serian arrastradas al raspar la superficie del
agar. No obstante se siguid utilizando el tratamiento con clo-
roformo ya que en los dos primeros dias de incubacidn sélp
hay células vegetativas y en los cuatro siguientes, aunque
empiezan a aparecer mixésporas, sigue habiendo bacilos, los
cuales si son lisados por el cloroformo. Sélo al sexto dia

se observan Unicamente mixdésporas al microscopio éptico.

La observacidn al microscopio electrénico de los
sobrenadantes recogidos reveld que, al igual que en CTA, no

se producian colas de fago.

A la vista de estos resultados podemos concluir
que M. coralloides sb6lo produce colas de fago cuando crece
en medio liquido, independientemente de que se autolise o no;
Yy nunca las produce en medios sélidos;‘ni durante el ciclo

vegetativo ni durante el ciclo de desarrollo.
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INDUCCION CON LUZ ULTRAVIOLETA

Curva de inactivacién de M. coralloides D per la luz U.V.

Antes de estudiar si las colas de fago eran indu-
cidas con luz ultravioleta, se realizaron una serie de expe-
riencias paré conocer la sensibilidad de M. coralloides D a
este agente fisico. Para ello se tomaban cultivos en crecimien-—
to exponencial y, previamente a la irradiacién, eran centrifu-
gados dos veces y resuspendidos en sulfato magnésico 0.1 M,
con objeto de eliminar las sustancias organicas del medio,
las cuales absorben la luz ultravioleta. Para obtener una ma-
yor superficie de exposicidén, se tomaban 5 ml de las muestras
lavadas y se colocaban en una placa de Petri de 5 cm de diame-
tro. La irradiacién era llevada a cabo con una lampara Sylva-
nia de 16 W de potencia, cuya fluencia era de 0.15 J.m—2 por
segundo. Durante el tiempo de tratamiento los cultivos eran
mantenidos en agitacidn a fin de conseguir que todas las bacte-
rias recibieran la misma dosis. Una vez transcurrido el tiempo
de irradiacién se hacian las diluciones correspondientes y
se sembraban placas de Petri con medio CTA. Pasados 4 dias

de incubacidén a 28°C se contaban las colonias.

Los résultados estan representados en la Tablé
1 y en la Figura 7. Como puede observarse, cuando el tanto
por uno de supervivencia se representa frente a la dosis se
obtiene una curva de inactivacién de doble bendiente. Este
comportamiento es caracteristico de una poblacién bacteriana
no homogénea en lo que respecta a sensibilidad a luz U.V. Las
dos poblaciones celulares pudieron separarse ¥y se obtuvo la
curva de inactivacién de cada una de ellas por separado (Figu-

ra 8 y Tabla 1).
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TABLA 1.- Inactivacién de M. coralloides D por la luz ultravioleta

DOSIS DE TIRRADIACION (J/m2)
0 30 60 90 120 150 180
Raza original
0 .
ne de celulas 5.6x10 a.2x10”  1.9x10°  s5.0x10°  3.0x10°  1.9x10°  1.2x10°
supervivientes
% supervivencia 100 7.5 0.34 0.09 0.05 0.03 0.02
Raza 1
0 .
n? de celulas 5.4x105  3.2x10®  8.7x107  2.1x10°  8.1x10°  1.8x10 7.0x10°
supervivientes
% supervivencia 100 60 16 4 1.5 0.33 0.13
Raza 2
0 ; .
ne de celulas 5.7x10°  4.1x10’  1.6x10°  5.7x10%  2.3x10
supervivientes
% supervivencia 100 7.2 0.28 0.01 0.0




SUPERVIVENCIA

10~

30 60 90 120 150 180

DOSIS (Julios/mz)

FIGURA 7.- Curva de inactivacién de M. coralloides D por la luz U.V.
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SUPERVIVENCIA

Raza 2

30 60 90 120 150 180

DOSIS (Julios / m2)

FIGURA 8.- Curvas de inactivacidn por luz U.V. de las dos poblaciones
celulares obtenidas a partir de la raza original de

M. coralloides D.
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A parte de la diferente sensibilidad a la luz U.V,.
no se ha podido detectar ninguna otra diferencia entre estas
dos poblaciones. Asi, por ejemplo, ambas presentan una misma
curva de crecimiento, con idéntico comportamiento autolitico
y producen colas de fago. Por esta razdn, el resto de las expe-
riencias se llevaron a cabo con la raza original, mezcla de

las dos poblaciones.

Induccidn con luz U.V.

Cultivos en crecimiento exponencial de M. coralloi-
des D eran expuesto a la luz U.V. durante 4 tiempos diferen-
tes, con objeto de obtener un tiempo de irradiacidn o4ptimo.
Estos tiempos nos proporcionaban una dosis de irradiacidn de
45, 90, 135 y 180 J.m~2. Ademas se utilizaba un cultivo con-
trol, que era sometido al mismo tratamiento que los demés cul-

tivos, y que no era irradiado.

Al igual que en el caso de la obtencién de la cur-
va de inactivacién, 1los cultivos eran previamente lavados y

resuspendidos en sulfato magnésico 0.1 M.

Una vez acabado el tratamiento, los cultivos eran
centrifugados nuevamente, resuspendidos en CT 0.95% e incubados
en oscuridad a 28°C en agitacién. Cada cierto tiempo se les
media la densidad 6ptica para conocer su evolucidén. Los resul-
tados obtenidos estan representados en la Figura 9. Como puede
verse, a una dosis de 45 J.m—2 el cultivo crecia normalmente,
aunque la densidad 6ptica era siempre inferior a la del testi-
go, debido a que el nimero de células supervivientes no era
del 100%. A partir de 90 J.m'2 los cultivos empezaban a crecer

durante un tiempo corto, que disminuia y llegaba a desaparecer

a medida que aumentaba la dosis, y después la densidad optica
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FIGURA 9.- Evolucidén de la D.0O. de los cultivos de
M. coralloides D irradiados con luz U.V.
A. Control; B, 45 J/m2; C, 90 J/m2; D,
135 J/m>; E, 180 J/m2.
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empezaba a disminuir.

Sin embargo, cuando se observaban los cultivos
al microscopio dptico encontramos que esa caida de la densidad
6ptica no era debida a lisis, sino a que las células se agrupa-
ban, dando lugar a grumos que iban aumentando de tamafio con
el tiempo. Ademads, las células que aparecian aisladas no pre-
sentaban un tamafio normal, sino que eran 4-5 veces mas largas
que los bacilos normales.

Pasadas 24 h. de incubacidén, los cultivos eran
centrifugados y los sobrenadantes se observaban al microsco-
pio electrbnico para ver si se habfan inducido las colas de
fago. Los resultados obtenidos fueron poco satisfactorios,
ya que, si bien podian detectarse algunas particulas, el nime-

ro era tan bajo que no podia hablarse de inducciédn.

Induccidén con luz U.V, y lisis con cloroformo

En ios resultados anteriores hemos podido ver que
después de la irradiacién con luz U.V. los cultivos no se lisa-
ban y que, aunque en muy poca cantidad, aparecian colas de
fago en los sobrenadantes. Sin embargo, en el tubo control
no se podia detectar ninguna particula, hecho que, ademis,
era conocido, ya que sb6lo son producidas cuando los cultivos
entran en fase estacionaria. Esto nos hizo pensar que podria
haber ocurrido induccién y que, al no lisarse las células,
las particulas no habrian podido liberarse, igual que sucedia
en medio CTP, por lo que no podrian ser detectadas en los so-
brenadantes. Las pocas particulas observadas habrian sido libe-

radas por la lisis esporddica de algunas de las células indu-

cidas.
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Para verificar esta hipdtesis se realizd la si-
guiente experiencia: 25 ml de cultivo de M. coralloides D en
crecimiento exponencial, previamente lavados y resuspendidos
en sulfato magnésico, eran irradiados a una dosis de 90 J.m'_2.
A continuacién era eliminado el sulfato magnésico por centri-
fugacidon y las células resuspendidas en medio CT 0.5% nuevo.
A las 2, 4, 8, 10 y 12 h. de incubacidn se tomaba una muestré
de 4 ml, la cual era tratada con cloroformo al 5% y centrifu-

gada.

La observacidén al microscopio electrdnico de 1los
sobrenadantes reveld que a las 4 horas de incubacién empezaban
a observarse colas de fago y a las 10 h se obtenia el nimero
maximo.

Este resultado confirmaba nuestra hipbétesis de
que habia induccién. Sin embargo, el nimero final de particu-
las obtenido seguia siendo inferior al de un sobrenadante 1liti-

co (aproximadamente la mitad).

Induccidn con mitomicina C

A cultivos en crecimiento exponencial de M. cora-

lloides D se les adicionaba mitomicina C a concentraciones
finales de 0.2, 0.5, 0.8, 1, 2 y 3 pg/ml. Ademds se incluia
un testigo, al que no se le adicionaba mitomicina C. Los culti-
vos eran incubados a 28°C en agitacién y oscuridad, para evi-
tar la inactivacidn del agente inductor por la luz. Cada cier-
to tiempo se les media la densidad 6ptica para conocer su evo-
lucién. Los resultados obtenidos estdn representados en la
Figura 10. Como puede verse, al igual que ocurria con la luz

U.V., los cultivos tratados con mitomicina C crecian ligera-
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12 24 (HORAS)

FIGURA 10.- Evolucién de la D.0O. de los cultivos de
M. coralloides D tratados con mitomicina C.
A, Control; B, 0.2 yg/ml; C, 0.5 pg/ml;
D, 0.8 ug/ml; E, 1 ug/ml; F, 2 pg/ml;
G, 3 pg/ml.
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mente durante las primeras horas de incubacién y después la
densidad éptica caia rapidamente. Esta caida tampoco era debi-
da a lisis, sino a agrupamiento y elongacidén de las células,

como pudo comprobarse al microscopio éptico.

Pasadas 24 h de incubacibén, los cultivos eran cen-
trifugados y observados al microscopio electrdénico. Los resul-
tados eran indénticos a los obtenidos tras el tratamiento con
Iuz U.V.: en los cultivos tratados se observaban algunas parti-

culas, mientras que en el control no aparecia ninguna.

Esto nos condujo a hacer una experiencia similar
a la realizada con luz U.V. en la cual se adicionaba mitomici-
na C a los cultivos a una concentracidén de 1 pg/ml. Pasadas
1, 2, 4, 6, 8 y 10 h de incubacidén se extraian 4 ml de cultivo
y se lisaban con cloroformo. Los resultados obtenidos revela-
ron que a las 2 h empezaban a detectarse particulas parecidas
a colas de fago y a las 8 h se obtenia el nGmero méximo, el

cual también era inferior al de un sobrenadante litico.

En base a estos resultados, al obtener particulas
para la purificacidén no se utilizdé la induccidén con luz U.V.
ni con mitomicina C, ya que en un sobrenadante litico se obte-

nia mas cantidad y de manera mas facil y econdmica.

TRATAMIENTO DE M. coralloides D CON ANTIBIOTICOS QUE INDUCEN
LISIS

Hasta ahora nos hemos encontrado con una serie
de casos (cultivos en CTP y cultivos tratados con mitomicina
C y luz U.V.) en los cuales las células contenian particulas
similares a colas de fago en sukinterior, sin que los cultivos

llegaran a lisarse. Esto podia ser suficiente para considerar

-107-




la autolisis y la produccidén de particulas como dos procesos
independientes. No obstante, era necesario encontrar algin
caso en el que ocurriera autolisis y no se produjeran particu-
las para poder descartar con toda certeza cualquier tipo de

relacidén entre ambos procesos.

Fernandez-Vivas (1983) al estudiar la autolisis
de M. coralloides D habia encontrado que el tratamiento de
los cultivos de esta mixobacteria con inhibidores de la sinte-
sis de macromoléculas y con agentes desacopladores inducia

el proceso autolitico.

Basandonos en estos resultados se hicieron una
serie de experiencias en las que se inducia la lisis de los
cultivos mediante alguno de los agentes utilizados por Fernan-
dez-Vivas y se observaban al microscopio electrénico los sobre-
nadantes liticos resultantes de la accién de tales agentes.
Para ello, a cultivos de M. coralloides D en crecimiento expo-
nencial se les adiciond cloranfenicol, tetraciclina (antibié-
ticos que inhiben la sintesis de proteinas) y rifampicina (que
inhibe 1la biosintesis de ARN), a concentraciones de 3, 2 y
1 ug/ml, respectivamente, y se incubaron durante 2 h los dos
primeros y 3 h el Gltimo. Estos tiempos eran suficientes para
que tuviera lugar un aclaramiento completo de los caldos de
cultivo. Una vez lisados, los cultivos se centrifugaban y se
observaban los sobrenadantes al microscopio electrénico. En
ninguno de los tres casos pudieron detectarse particulas simi-

lares a colas de fago.

Con estas experiencias dimos por terminado el estu-
dio de la relacidén causa-efecto entre autolisis y particulas
de fago defectivo, llegando a la conclusidén de que son dos

procesos completamente independientes, a pesar de que en 1los
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medios normales de resiembra se den simultaneamente.

PURIFICACION DE LAS PARTICULAS SIMILARES A COLAS DE FAGO

En primer lugar, para facilitar la comprensidn
del proceso de purificacidén, describimos los resultados obte-
nidos con determinados métodos, y, a continuacién comentaremos

el proceso de purificacién utilizado completo.

Centrifugacién diferencial

Cuando se centrifugaban muestras con colas de fago
a 54000 g y un tiempo miximo de 1 h no aparecia ninguna parti-
cula en el sedimento, tal como pudo comprobarse al observar
al microscopio electrénico preparaciones de las dos fracciones
obtenidas por este procedimiento. Sin embargo, si el tiempo
de centrifugacidén era superior, empezaban a detectarse colas
de fago en el sedimento, no observandose ninguna en el sobrena-

dante después de 10 h de centrifugacién.

Por esta razdn se eligié 1 h. como tiempo méximo
de centrifugacién para sedimentar restos desechables, y 10

h. como tiempo minimo para sedimentar las colas de fago.

Sistema polietilenglicol-dextrano sulfato sédico (PEG-DSNa)

La observacidén al microscopio electrdénico de las
- fases superiores obtenidas tras el tratamiento de los sobrena-
dantes liticos de M. coralloides D con concentraciones varia-
bles de PEG 6000 y ClNa (ver Material y Métodos) reveld que

la concentracién optima de estos compuestos para que dejaran
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de aparecer particulas similares a colas de fago en dicha fase
eran de un 10% de PEG 6000 y una molaridad de 0.3 para el

ClNa. La concentracién de DSNa se mantuvo a 0.2%.

Al utilizar estas concentraciones y observar las
tres fases aparecidas se encontrd que las particulas similares
a colas de fago aparecian concentradas en la interfase, 1lo

que permitia concentrarlas un gran nGmero de veces.

Este método resultd muy Gtil en la purificacién.
ya que ademds de concentrar 100 veces aproximadamente, nos
permitia obtener las colas de fago sin deteriorar y sin con-
traer; esto Gltimo era posiblemente debido a que eran resuspen-

didas en presencia de sulfato magnésico 2 mM.

Precipitacién con sulfato aménico

Los resultados obtenidos por cobservacién al micros-
copio electrdnico del precipitado y del sobrenadante obtenidos
tras la adicién de sulfato amdnico al 40% de saturacién, reve-
laron que las particulas similares a colas de fago aparecian
en la primera fraccidén. Sin embargo, este método resultd menos
ventajoso que la concentracidén por el sistema PEG-DSNa, ya
que, por un lado, 1la concentracién conseguida era inferior,
Yy, por otro lado, las particulas aparecian contraidas y sin
placa basal, posiblemente por efecto de la fuerza idnica. Esto
nos hizo descartar este procedimiento de purificacién y concen-

tracidn.
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Dialisis

La observacién al microscopio electrénico del con-
tenido de los tubos de didlisis que habian sido sumergidos -
en tampdén durante 48 h. reveld que las colas de fago, que que-
daban dentro de los tubos, presentaban un aspecto idéntico
al de las muestras no dializadas, y en igual namero. Esto era
de esperar ya que estas particulas tienen un peso molecular
superior a 12000 daltons; no obstante, podrian haberse contrai-

do o haber perdido algunas de sus partes.

Este método ha sido utilizado varias veces a lo
largo de todo el proceso de purificacién para eliminar sustan-

cias idnicas, como el ClK, o no idnicas, como la sacarosa.

Adsorcidn sobre carbén activado

A sobrenadantes 1liticos de M. coralloides D se
les adiciond carbén activado de Merck al 3% y la mezcla se
mantuvo en agitacién durante 10 min. a temperatura ambiente.
A continuacién se filtrd por papel de filtro. Al observar el
filtrado al microscopio electrdnico no se pudieron detectar
colas de fago, por lo que desechamos esta técnica como método

de purificacién.

Esquema del proceso de purificacién de las particulas simila-

res a colas de fago
De acuerdo con todos los datos suministrados por

el empleo de las técnicas anteriormente descritas se elabord

un plan de purificacidn, que aparece esquematizado en la Figu-
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ra 11 y que vamos a comentar a continuacidn.

Se partia de 5 1 de cultivo de M. coralloides D
en medio CT 0.5%. Los matraces eran incubados en agitacidn
a 28°C hasta que los cultivos se autolisaban. Una vez lisados
se centrifugaban a 54000 g durante 30 min a 4°C. El objeto
de centrifugar a tan altas revoluciones era sedimentar los
restos de membranas, los cuales, al adicionar el PEG 6000 da-
ban estructuras de mayor tamafio, debido a la capacidad del
PEG de fusionar membranas (Ahkong et gl., 1975). Estas estruc-
turas membranosas, en muchos casos, envolvian a colas de fago,

lo que dificultaba el proceso de purificacién.,

Una vez centrifugados los cultivos, a los sobrena-
dantes se les adicionaba PEG 6000 al 10%, dextrano sulfato
sddico 500 al 0.2% y ClNa 0.3 M, se dejaban en reposo hasta
la separacién de las tres fases. La interfase era resuspendida
en 50 ml de dextrano sulfato sdédico al 1% en tampén fosfato
potdsico 0.01 M, pH 6.5 y sulfato magnésico 2 mM, con lo cual

se concentraba 100 veces.

El dextrano sulfato en el que se habia resuspendi-
do la interfase (cuyo objeto era unicamente facilitar la resus-
pensién y evitar el deterioro de las colas de fago) era poste-
riormente precipitado adicionando 0.15 ml de ClK 3 M por cada
mililitro de solucidén. Una vez mezclados se dejaba en reposo
durante dos horas, pasadas las cuales se centrifugaba a baja
revoluciones durante 10 min. Esto permitia separar el dextrano
sulfato sbédico precipitado de las colas de fago, que permane-

cian en el sobrenadante.

A continuacién se dializaba durante 24 horas fren-
te a 5 1 de tampén fosfato potdsico con sulfato magnésico para

eliminar'el ClK.
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El dializado era entonces tratado con cloroformo
al 50%, agitando durante 30 seg. y centrifugando a continua-
cidén a 8000 g durante 10 min. para separar las dos fases. Las
colas de fago, tal como se observd al microscopio electrénico,

quedaban en la fase acuosa, la cual era recogida por pipeteo.

El sobrenadante obtenido era filtrado a través
de una columna de Sepharose 4B, la cual era eluida con tampdn
fosfato potésico con sulfato magnésico. A las fracciones reco-
gidas, que contenian 3 ml, se les media la absorcidén a 280
nm y se observaban al microscopio electrdnico para ver donde
aparecian las colas de fago. En la Figura 12 esta representado
el diagrama de elucidn obtenido en la cromatografia. La obser-
vacién al microscopio electrdénico reveld que las colas de fago
estaban en el frente, fundamentalmente en las fracciones 23,
24, 25, 26 y 27. En las fracciones inmediatamente anteriores
y posteriores (21, 22, 28 y 29) también se podian observar
algunas particulas, pero en namero muy bajo, por lo que se
prefirié desecharlos para evitar la contaminacidén con otras

sustancias.

El hecho de que las colas aparecieran en el frente
era de esperar, ya que la sefarosa 4B permite 1la separacidbn
de sustancias cuyo peso molecular estd en un rango de peso
molecular de 6x10‘4 a 20x106, y las colas de fago deben tener

un peso molecular superior.

Después de la cromatografia en Sepharose 4B, las
colas de fago se habian diluido, ya que el volumen de muestra
que se pasaba cada vez era de 5 ml, y al final mezcl&bamos
el contenido de 5 tubos, o sea, recogiamos 15 ml. Por ello,
el paso siguiente consistia en una centrifugacidén a altas revo-

luciones para sedimentar y concentrar las colas de fago (los
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FIGURA 11.- Esquema del proceso de purificacién de las particulas

similares a colas de fago de M. coralloides D.

CULTIVO AUTOLISADO DE M. coralloides D

‘
CENTRIFUGACION A 54000 g, 30 MIN

. {
PRECIPITACION CON PEG 10%, DEXTRANO SULFATO-500 0.2%

Y NaCl 0.3M

| .
RESUSPENSION DE LA INTERFASE EN DEXTRANO SULFATO 1%,

MgSO4 2 mM, CONCENTRANDO 10QVECES

{
PRECIPITACION DEL DEXTRANO SULFATO CON KCl 0.4 M
}
CENTRIFUGACION A 2000 g, 15 min. SE DESECHA EL SEDIMENTO
‘
DIALISIS FRENTE A TAMPON FOSFATO CON MgSO‘4, 24 h
\
TRATAMIENTO CON CLOROFORMO AL 50%. RECOGER LA FASE ACUOSA
4
CENTRIFUGACION A 54000 g, 1 h. DESECHAR EL SEDIMENTO
{
CROMATOGRAFIA EN SEPHAROSA 4B
\
CENTRIFUGACION A 54000 g, 10 h. RECOGER EL SEDIMENTO
{
CENTRIFUGACION EN GRADIENTE DE SACAROSA 30-50% A 70000 g, 3 h
\

DIALISIS EN TAMPON FOSFATO CON MgSO‘4, 48 h
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50 ml de muestra obtenida tras el tratamiento con PEG-DSNa
eran resuspendidos en 5 ml). Antes de la centrifugacién, 25
ml de muestra con colas de fago eran colocados en tubos de
centrifuga sobre 5 ml de sacarosa al 25%. La centrifugacidn
era realizada a 54000 g durante 10 h a 4°C. El sedimento era

resuspendido en en tampén fosfato con sulfato magnésico.

Por {ltimo, se preparaba un gradiente de sacarosa
entre el 30-50% en un tubo de centrifuga y sobre él se coloca-
ban 0.5 ml de la muestra con las colas de fago concentradas.
La centrifugacidén era realizada en un rotor basculante a 70000
g durante 3 h a 4°C. Una vez finalizada la centrifugacidén se
recogian las diferentes capas y se observaban al microscopio
electrénico, encontridndose que las colas de fago aparecian

en la capa correspondiente al 40% de sacarosa.

Para eliminar la sacarosa se hacia una didlisis
frente a tampén fosfato con sulfato magnésico durante 48 h.

Una vez purificadas las particulas similares a
colas de fago se procedid al estudio de la composicidén quimica

y actividad.

ANALISIS DE LA COMPOSICION QUIMICA DE LAS PARTICULAS SIMILARES
A COLAS DE FAGO

Una vez terminado el proceso de purificacién des-
crito se procedidé al estudio de la composicién quimica de las

colas de fago.
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Determinacién de proteinas

La determinacidén del contenido proteico de las
muestras purificadas se realizé por el método colorimetrico
de Lowry. La absorbancia de las muestras, leida a 630 nm, era
de 0.516. Este valor deAabsorbancia se correspondia con una
concentracidén de proteinas de 182 ug/ml, el cual fue obtenido

a partir de una curva patrén obtenida con albémina.

Determinacién de ADN

Antes de estudiar si las colas de fago contenian
ADN se trataron con formamida para extraer el posible acido

nucleico.

La determinacién de ADN por el método de la dife-
nilamina dio resultado negativo. Esto era de esperar, debido

a la ausencia de cabezas.

Determinacién de ARN

La determinacién de ARN se realizdé aplicando el
método del orcinol a muestras de colas de fago purificadas
Yy a muestras tratadas con formamida. En ambos casos, las medi-

das de absorbancia de la muestra fueron nulas.
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EFECTO DE LOS AGENTES FISICOS Y QUIMICOS SOBRE LAS PARTICULAS
SIMILARES A COLAS DE FAGO

Estabilidad frente al calor

Para ensayar la estabilidad de las colas de fago
frente al calor, muestras de parficulas fueron sometidas duran-
te 15 y 30 min. a temperaturas de 50, 75 y 100°C. Para el ensa-
yo del efecto de las bajas temperaturas y de la congelaciédn,
se dejdé una muestra a 4°C durante una semana y 48 h. a -18°C,
respectivamente. Una vez alcanzada nuevamente la temperatura
ambiente, se prepararon rejillas de todas las muestras y se

observaron al microscopio electrénico.

Los resultados obtenidos, que aparecen en la Tabla
2, muestran que 50° durante 30 min. no tenian practicamente
ningin efecto, solamente algunas particulas se contraian (Figu-
ra 13). Sin embargo, a 75°C durante 15 min., el tubo se diso-
ciaba en sus proteinas estructurales, quedando unicamente la
vaina contraida unida a la placa basal (Figura 14). Las mues-

tras mantenidas a 100°C durante 15 no contenian ninguna cola

de fago.

Las bajas temperaturas, e incluso la congelaciodn,
no tenian ninglin efecto sobre las colas de fago, por lo que
pueden ser conservadas perfectamente congeladas o en el frigo-

rifico durante bastante tiempo.

Estabilidad frente al pH

Para este ensayo, muestras de particulas en tampdn

fosfato pH 6.5 fueron llevadas a pH 2 y 10 adicionando ClH
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TABLA 2.- Efecto del calor sobre las particulas similares a colas

de fago de M. coralloides D.

Tratamiento particulas disténdidas particulas contraidas
Congelacidn (-182°C) + -
4°2C, 1 semana + -
50¢C, 15 min. + +
502C, 30 min + +
75¢C, 15 min - +
75¢C, 30 min - +

1002C, 15 min - -

1002C, 30 min - -

+ , indica que se observan particulas

- , indica que no se observan particulas

-119-




FIGURA 13.- Particulas similares a colas de fago contraidas y
distendidas aparecidas tras el tratamiento a 502C.

PTA. 180.000x.

FIGURA 14.- Particulas similares a colas de fago que han perdido

el tubo por accidén de la temperatura. PTA. 220.000x.
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TABLA 3.- Efecto del pH sobre las particulas similares a colas

de fago de M. coralloides D .

Tratamiento Particulas distendidas Particulas contraidas
pH 2 - -
pH 6.5 + -
pH 10 - +

+ , indica que se observan particulas

- , indica que no se observan particulas

y KOH, respectivamente, y se dejaron en reposo durante 4 h.
En el caso del pH 2 aparecian gran cantidad de materiales pre-

cipitados, que eran retirados por centrifugacidn.

La observacién al microscopio electrénico reveld
que las particulas eran estables a pH 6.5; se disociaban a
pH Aacido; y a pH basico, la mayoria perdia el tubo y la placa

basal, quedando unicamente la vaina contraida (Tabla 3).

Efecto de los enzimas proteoliticos

En este ensayo, a muestras con particulas fagicas
defectivas se les adiciond pronasé (Calbiochem), proteasa (Sig-

ma) y tripsina (Merck), a concentracién de 1 mg/ml, y se incu-
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baron durante 4 h. a 28°C el primero y 37°C los dos dltimos.
Tras dicho tiempo de incubacidén, se prepararon rejillas y se
observaron al microscopio electrénico.

Los resultados obtenidos revelaron que las parti-
culas fagicas defectivas eran resistentes a la accién de estos

tres enzimas proteoliticos.

Efecto de la fuerza idénica

Para este ensayo se ha utilizado ClK, que produce,
segln su concentracién, diferente fuerza iénica sin modificar
el pH. El experimento se realizd adicionando a la muestra C1K

hasta conseguir concentraciones de 0.1, 0.25, 0.5, 0.75 y1M.

Los resultados obtenidos por observacién al micros-
copio electrénico reveld que la fuerza ibnica correspondiente
a 0.1 My 0.25 M de ClK no afectaba para nada a las particu-
las. Con ClK 0.5 M se contraia la mayoria y a 0.75 y 1 M se
contraian todas (Tabla 4). En ningln caso se observaron parti-

culas sin tubo o sin placa basal.

Efecto de los agentes desnaturalizantes

La observacién al microscopio electrénico de mues-
tras tratadas con urea a concentraciones de 1, 2 y 4 M reveld
que este agente desnaturalizante tenia un efecto similar al
del pH bésico: las particulas se contraian, incluso con la
concentracidén mas baja y aparecian bastantes sin tubo ni placa

basal, sblo la vaina contraida.
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TABLA 4.- Efecto de la fuerza idnica sobre las particulas simi-

lares a colas de fago de M. coralloides D .

Tratamiento Particulas distendidas Particulas contraidas
KCl 0.1M + -
KCl 0.25M + -
KCl1 0.5M + +
KC1l 0.75M - +
KCl 1M - +
sin KC1 + -

+ , indica que se observan particulas

- , indica que no se observan particulas.
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Efecto de los agentes quelantes

El efecto del EDTA era independiente de la concen-
tracidén de este agente utilizado (1, 2, 5 y 10 mM). En todos
los casos se producia la contraccién de la mayoria de las par-
ticulas, y algunas perdian la placa basal, pero no el tubo
(Figura 15). Este efecto debe estar relacionado con la sustrac-

cién de Mg por el EDTA.

Efecto de los dete;gentes

Para este ensayo se utilizd Tritén X-100 (Sigma)
y lauril sulfato sdédico (Sigma), a concentraciones de 0.01,

0.1 y 1%.

Los resultados obtenidos al microscopio electréni-
co revelaron que las particulas similares a colas de fago son
muy sensibles a ambos detergentes, ya que no se pudieron detec-
tar ni en aquellos tubos en los que se habia puesto la concen-

tracién mas baja.

En la Tabla 5 aparece un resumen del efecto de

los diferentes agentes fisicos y quimicos ensayados.

ENSAYO DE ACTIVIDAD DE LAS PARTICULAS SIMILARES A COLAS DE
FAGO FRENTE A OTRAS MIXOBACTERIAS

Como ya se menciond en el capitulo de Introduc-—
cidén, algunos fagos defectivos con morfologia parecida a colas
de fago tienen actividad biolégica, siendo el caso més conoci-

do el de las piocinas R producidas por Pseudomonas aeruginosa.

Por esta razén, era obligado estudiar si las particulas simila-
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FIGURA 15.- Particulas similares a colas de fago contraidas que

han perdido la placa basal por efecto del EDTA. PTA.
220.000x.
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TABLA 5.- Efecto de los diferentes agentes fisicos y quimicos

sobre las particulas similares a colas de fagos.

Tratamiento Efecto
Congelacidn +
42C +
502C +
752C +
1002C -
PH 2 -
pH 6.5 +
pH 10 +
Enzimas proteoliticos +
Fuerza idénica (KC1) +
Agentes desnaturalizantes +
Agentes quelantes +

‘Detergentes

+ , indica que las particulas similares a colas de fago o alguno
de sus componentes soportan el tratamiento.

- , indica que las particulas son sensibles a ese tratamiento.
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TABLA 6.~ Espectro de actividad de las particulas similares a

colas de fago sobre otras mixobacterias.

Bacteria Razas ensayadas sensibles resistentes
M. coralloides 2 1 1
M. xanthus 3 2 1
M. virescens 2 1 1
M. fulvus 1 1 0

res a colas de fago producidas por M. coralloides D tenian

actividad biolégica.

Las pruebas de actividad se realizaron poniendo
gotas de 5 pl de suspensién purificada de colas de fago sobre
placas de Petri que llevaban una doble capa de agar inoculada
con las bacterias a ensayar. Las placas eran incubadas a 28°C

y a los dos dias podian leerse los resultados.

En el ensayo se utilizaron razas pertenecientes
a las especies M. coralloides, M. xanthus, M. virescens y M.
fulvus. Los resultados obtenidos aparecen en la Tabla 6, en
la que se observa que las particulas similares a colas de fago

son capaces de inhibir el crecimiento de varias de las razas
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probadas.

Para comprobar si las particulas similares a colas
de fago se habian multiplicado sobre alguna de las bacterias
sensibles, se picd de los halos de inhibicién del crecimiento
con un asa de platino y se pasd a cultivos en crecimiento expo-
nencial de las bacterias inhibidas. Las medidas de D.0O. de
los cultivos tratados y de los controles correspondientes reve-
laron que no existian diferencias apreciables entre unos culti-
vos y otros. Pasadas 24 h. de incubacidén se centrifugaron to-

dos los tubos y se ensayd la actividad de los sobrenadantes
sobre las mismas bacterias de las que se habian obtenido. Des-
pués de dos dias de incubacién se observéd que dichos sobrena-
dantes no inhibian el crecimiento de la mixobacteria en cues-
tidn.

Esta prueba permitia incluir las particulas produ-
cidas por M. coralloides D dentro de los bacteriéfagos defecti-

vos, ya que no pueden multiplicarse sobre ninguna de las bacte-

rias sensibles.

INMUNIDAD DE M. coralloides D A LAS PARTICULAS FAGICAS DEFEC-
TIVAS QUE PRODUCE

Cuando la prueba de actividad biolégica de las
particulas similares a colas de fago se realizdé utilizando
M. coralloides ‘D comoc bacteria de prueba, se obtuvo que la

mixobacteria era resistente a las particulas que produce.
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INTENTOS DE AISLAMIENTO DE FAGOS ESPECIFICOS PARA M. coralloides

Los intentos de aislamiento de fagos para M. cora-
lloides D se realizaron utilizando dos métodos de enriqueci-

miento, uno en medio liquido y otro en medio sélido.

Enriquecimiento en medio liquido

El aislamiento de fagos para M. coralloides D ha
sido intentado a partir de muestras de suelos de cultivo abona-
dos y de suelos cercanos a estiércol y otros materiales en
descomposicién, recogidas en diferentes puntos de las provin-

cias de Granada y Jaén.

Las muestras eran trituradas en un mortero, adicio-
nando tampén fosfato potdsico 0.01 M, pH 6.5 con cloruro cal-
cico 5 mM y sulfato magnésico 8 mM, hasta obtener una mezcla
homogénea bastante liquida, que era dejada en reposo durante
4-5 h. para que sedimentaran los materiales mas pesados. El
liquido en exceso, decantado, centrifugado y filtrado, era

utilizado para el enriquecimiento.

A cultivos de M. coralloides D en crecimiento expo-
nencial se les adicionaban los diferentes filtrados de suelo
en proporcién 1l:1 y se incubaban en agitacién durante 48 h
a 28°C para que los fagos pudieran multiplicarse. Pasado el
tiempo de incubacidn, los cultivos eran tratados con clorofor-

mo al 10% y centrifugados.

Para comprobar si habia tenido lugar enriquecimien-
to se pusieron gotas de 5 ul de los diferentes sobrenadantes
obtenidos sobre placas de Petri inoculadas con M. coralloides

D. Las placas eran incubadas a 28°C durante dos dias.
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Los resultados obtenidos fueron negativos para
todas las muestras de suelo recogidas, ya que no sblo no se
pudo detectar inhibicién del crecimiento de M. coralloides
D, sino que, en aquellos puntos donde se habian colocado las
gotas, se observaba un mayor crecimiento de la mixobacteria.
Esto posiblemente sea debido a alguna sustancia presente en
el extracto de suelo que favorece el crecimiento de M. cora-

lloides D.

Esta misma experiencia de enriquecimiento de las
muestras de suelo fue realizada utilizando otra mixobacteria,
una raza de M. virescens aislada en nuestro laboratorio. En
este caso, cuando gotas de los extractos enriquecidos sobre
M. virescens fueron colocadas sobre placas inoculadas con di-
cha mixobacteria, si pudo observarse inhibicidén del crecimien-
to a los dias de incubacién. La inhibicién del crecimiento
era debida a la presencia de fagos virulentos y moderados,
los cuales pudieron ser aislados posteriormente a partir de

los extractos de suelo.

Enriquecimiento en medio sélido

Ya que son bastantes 1los casos conocidos de
fagos que no pueden enriquecerse, o lo hacen mal, cuando la
bactéria crece en medio liquido, debido a que no se adsorben,
se pensd que en el caso de M. coralloides D podria suceder
algo parecido y que por eso en la experiencia descrita ante-
riormente no pudieron detectarse halos de inhibicién. Esto
nos llevé a realizar otra experiencia, en la que el enriqueci-

miento se hacia en medio sélido.
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En este caso se adicionaban los cultivos de M.
coralloides D a las muestras de suelo, tal como se habian reco-
gido de la tierra,e incubaban a 28°C durante 48 h. Pasado este
tiempo se trituraban las muestras con tampdédn fosfato, cloruro
célcico y sulfato magnésico, igual que en el caso anterior,

y se recogian los sobrenadantes.

Cuando 1los distintos sobrenadantes se ensayaron
sobre M. coralloides D se obtuvieron los mismos resultados
que en el enriquecimiento en medio liquido. Por tanto, no ha

sido posible aislar fagos para M. coralloides D.

Este mismo procedimiento se utilizé con M. vires-
cens para comprobar la efectividad del método. Los resultados
fueron también los mismos que en el caso anterior, o sea, apa-
recian halos de inhibicién que eran producidos por fagos liti-

cos y lisogénicos.

EFECTO DE LOS FAGOS DE OTRAS MIXOBACTERIAS SOBRE M. coralloides

Es conocido que los fagos aislados para algunas
mixobacterias pueden multiplicarse sobre mixobacterias de espe-
cies diferentes (Ver Introduccién). Es, por ejemplo, el caso
del fago Mx-1 de M. xanthus (Tsopanakis y Parish, 1976) y el
del fago @V, aislado a partir de M. virescens V2 tras exponer
la bacteria 9 veces consecutivas a la luz ultravioleta (Brown

et al., 1976 a).

Esto nos llevd a probar si los fagos de otras mixo-
bacterias podian multiplicarse sobre M. coralloides D. Los fa-
gos ensayados fueron: Mxlhrv, Mx8cp2, Mx-4 y cuatro fagos de
M. virescens aislados por nosotros mediante los procedimientos
descritos en los dos apartados anteriores. Estos fagos los
hemos denominado Mvlgl, Mvlg2, Mv8gl y Mv8g2, siguiendo una

terminologia similar a los de M. xanthus.
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En el ensayo se ponian gotas de 5 ul de los dife-
rentes fagos, cuyo titulo oscilaba entre 1010-— lOll unidades
formadoras de placas por mililitro, sobre placas de Petri con

una doble capa de agar inoculada con M. coralloides D.

En este caso tampoco se pudo detectar inhibicién

del crecimiento de M. coralloides D por ninguno de los siete

fagos ensayados.

ADSORCION DE LOS FAGOS DE M. virescens SOBRE M. coralloides D

A pesar de los resultados negativos obtenidos en
las anteriores experiencias, nos resistiamos a creer que no

existieran fagos para M. coralloides D. Y en caso de que asi

fuera (qué caracteristicas especiales posee M. coralloides

D para no tener fagos especificos? ;Estaria el problema a nivel
de los receptores? ;seria debido a enzimas de restriccidn?
¢le confiere lalisogenia con un fago defectivo inmunidad a
la infeccién por otfos fagos?. Para resolver estas preguntas,

en primer lugar, se utilizaron los fagos de M. virescens aisla-

dos, por nosotros, para hacer pruebas de adsorcidén sobre M.

coralloides D.

Para ello se adicionaron los fagos de M. virescens

a cultivos de M. coralloides, en proporcién de un fago por

cada diez bacterias aproximadamente, y se incubaron a 282C
en agitacidén, durante 30 min. Transcurrido este tiempo los
cultivos eran tratados con cloroformo al 10% y centrifugados.
Los sobrenadantes recogidos erantitulados para conocer el nime-
ro de fagos no adsorbidos y, a partir de este dato, el tanto
por ciento de adsorcién. Como testigos se utilizaron tubos
con medio de cultivo a los cuales se les adicionaba la misma
cantidad de fago y se les daba el mismo tratamiento que al

resto.
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TABLA 7.- Adsorcidn de los fagos de M. virescens

sobre M. coralloides D .

Mvligl Mvlg? Mv8gl Mv8g2
. Titulo de fagos adicionados 1.14 x 10 4.0 x 107 6.0 x 107 2.46 x 107
Titulo de fagos no adsorbidos 1.0 x 10 3.5 x 107 2.9 x 107 2.5 x 107
Titulo de fagos adsorbidos 1.0 x 10 5.0 x 106 3.2 x 107 1.0 x 104
% de adsorcidn 9.2 12.5 52.36 0.04

Titulo expresado como n? de fagos / ml
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TABLA 8.- Adsorcidén de los fagos aislados para M. virescens

sobre esta mixobacteria.

Mvigl Mvlg2 Mv8gl Mv8g?2
. . ' 7 7 7 7
Titulo de fagos adicionados 1.14 x 10 4,0 x 10 6.0 x 10 2.46 x 10
. . 6 6 5 6
Titulo de fagos no adsorbidos 1.31 x 10 2.1 x 10 9.57 x 10 5.6 x 10
. . 7 7 7 7
Titulo de fagos adsorbidos 1.0 x 10 3.79 x 10 5.11 x 10 1.9 x 10
% de adsorcién 88.5 94.75 84.23 77.24

Titulo expresado como n? de fagos / ml




Paralelamente se hizo la misma experiencia con

M. virescens para conocer el tanto por ciento de adsorcidn

de esos fagos sobre esta bacteria y, poder asi, comparar con

la adsorcién obtenida sobre M. coralloides D. Los resultados

de la adsorcidén de fagos sobre M. coralloides D estan indica-

dos en la Tabla 7. Como puede verse, de los cuatro fagos, el
MvBgl presenta un 50% de adsrocién; el Mvligl y el Mvlg2 tienen
una adsorcién del 10% aproximadamente; el Mv8g2, muestra un

tanto por ciento de adsorcién despreciable. Sobre M. virescens

por el contrario, todos tienen una adsorcién superior al 75%
(Tabla 8).

A la vista de estos resultados podemos afirmar

que la incapacidad para aislar fagos de M. coralloides D no

se debe a un problema de receptores, ya que, de cuatro fagos
probados, uno presenta una adsorcién del 50%. Habia que pensar,
por tanto, en endonucleasas de restriccién u otro tipo de
DNasas, o en inmunidad conferida por el estado lisogénico en

que se encuentra M. coralloides D. Este Gltimo punto resultd

particularmente atractivo ya que el fago Mv8gl produce placas

turbias sobre M. virescens .

BUSQUEDA DE RAZAS DE M. coralloides D NO PRODUCTORAS DE COLAS
DE FAGO

Para poder comprobar si el estado lisogénico en

que se encuentra M. coralloides D le confiere inmunidad a

la infeccidén por otros fagos se intentdé obtener una raza que
no produjera colas de fago, lo quepermitiriarealizar estudios
comparativos entre ella y la raza original. Con este fin se
utilizaron los dos procedimientos que se describen a continua-

cién.
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Tratamiento de M. coralloides D con anaranjado de acridina

A un cultivo de M. coralloides D en crecimiento

exponencial se le adiciond naranja de acridina a una concentra-
cién de 25 ug/ml y se incubé en agitacién a 28°C durante 1
hora. A continuacién se centrifugd y se resuspendieron las
células en medio nuevo para eliminar ‘el anaranjado de acridina.
A partir de este cultivo se hicieron diluciones Yy se sembraron
placas de Petri, que fueron incubadas a 282C durante dos dias.
Para conocer si se habia conseguido obtener alguna raza no
productora de colas de fago se picaron 20 colonias y se pasaron
a medio liquido. A los veinte cultivos se les midié la densidad
éptica para conocer si existia alguna diferencia en el compor-
tamiento autolitico de alguna de las razas respecto de 1la
original y, una vez lisados, se recogieron los sobrenadantes

y se observaron al microscopio electrénico.

Los resultados obtenidos revelaron que las 20 razas
presentaban una curva de crecimiento idéntica a la de la raza
original , y que en todos los sobrenadantes habia particulas

similares a colas de fago.

Pases repetidos por CTP

Dado que, cuando M. coralloides D crece en medio

liquido (CTP, con 40 mM de fosfato) no se autolisa pero produce
particulas similares a colas de fago cuando entra en fase esta-
cionaria, se pensd que quizds podria obtenerse una raza que
no produjera colas de fago déndole pases sucesivos a la mixo-
bacteria en este medio, tomando como inéculo un cultivo que

llevara dos dias en fase estacionaria.

El nimero de pases efectuados no pudo ser superior

a seis ya que en cada nueva resiembra el crecimiento de M.
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coralloides D era cada vez mds lento y en la séptima dejaba
de crecer. Esto posiblemente fuera debido a un envejecimiento

progresivo de los cultivos.

Por esta razdn,una vez crecido a la mitad de la
fase exponencial el cultivo correspondiente a la sexta resiem-
bra, se hicieron diluciones a partir de él y se sembraron placa
de Petri, de las cuales se picaron veinte colonias, que fueron
pasadas a medio liquido . La observacién al microscipio elec-
trénico de los veinte sobrenadantes reveld que en todos habia

particulas similares a colas de fago.

El hecho de no haber conseguido una raza productora
de colas de fago nos impidié confirmar o desechar la hipétesis
de la inmunidad conferida por la lisogenia defectiva a M. cora-
lloides D frente a la infeccién por otros fagos. Se podria
pensar que los intentos realizados eran insuficientes, sin
embargo, se prefirié no insistir mids ya que ninguno de los
autores que habian trabajado con fagos defectivos, y habian
intentado obtener una raza curada, lo habia conseguido (Garro
y Marmur, 1970; Hodgson y Rao, 1981) y, ademés, ya que el ani--
co medio de detectar una raza no productora era mediante obser-
vacién al microscopio electrénico, suponia un trabajo bastante

tedioso y caro.

BUSQUEDA DE ENZIMAS DE RESTRICCION DE M. coralloides D

» Desde hace algin tiempo es conocido que determina-
das razas bacterianas son resistentes a la infeccién por fagos
debido a fenémenos de restriccién. En mixobacterias, Morris
y Parish (1976) al ensayar el fago Mxl sobre varias razas de

M. xanthus y M. virescens encontraron que la eficacia en la
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formacién de placas liticas de M. virescens V2 era muy inferior

a la de otras razas probadas y que, esta diferencia, era debida
a la existencia de dos endonucleasas de restriccidn que corta-
ban el ADN del fago Mxl en varios puntos. Esto nos llevd a

estudiar si M. coralloides D poseia enzimas de restriccidn

y si estos jugaban algin papel en la resistencia de esta bacte-

ria a los fagos.

Se partié del sobrenadante de un extracto sonicado

de M. coralloides D y se procedié como se indicd en Material

Yy Métodos. Los resultados obtenidos revelaron que en todos
los casos, excepto en el testigo, el ADN de X habia sido dige-
rido en su totalidad, independientemente de la concentracidn
de NaCl adicionado. Por tanto en los extractos deben haber
DNasas inespecificas, capaces de digerir el ADN de A por com-
pleto. No se podia desechar la existencia de endonucleasas
de restriccién, ya que las nucleasas inespecificas enmascara-
rian su actividad. Seria necesario realizar algunos pasos de .
purificacién mas, para poder confirmar o desechar si existen

endonucleasas de restriccién.

De cualquier manera se habia podido detectar activi-
dad DNasa , que podia tener relacién con la resistencia a los

fagos mostrada por el M. coralloides D.

ACTIVIDAD DNasa EN M. coralloides D

Para wvalorar 1la actividad desoxirribonucleisica

total que posee M. coralloides D se tomd el sobrenadante de

un extracto sonicado de M. coralloides D , que habia sido obte-

nido resuspendiendo 2.61 g de células (peso himedo) en 12 ml

de tampdén Tris-HCl1 10 mM, MgCl, 10 mM, pH 8.

2

El ensayo de DNasa se realizd por el procedimiento

-138-



TABLA 9.- Actividad DNasa de los extractos de M, coralloides D

obtenidos por sonicacién.

Tiempo de incubacidn mg de ADN digerido
5 1.92
10 ' 1.98
15 2.012
20 2.004
25 ' 2.008
30 1.996
35 1.996
40 2.0
45 1.984
50 1.988
55 1.984
60 2.016

-138-




descrito en Material y Métodos, y tomando como tiempos de incu-

bacién 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 y 60 minutos.

Los resultados obtenidos al valorar el ADN digerido
por el método de la difenilamina se expresan en la Tabla 9.
Como puede observarse, en cinco minutos es digerido practica-

mente todo el ADN que habia sido puesto (2 mg).

ACTIVIDAD DNasa EN EL ESPACIO PERIPLASMICO DE M. coralloides
D

Ya que en mixobacterias las DNasas (al menos las
endonucleasas de restriccién) se encuentran lozalizadas en
el especiao periplasmico (Mayer y Reichenbach, 1978) se proce-

dié a estudiar si las DNasas de M. coralloides D presentaban

también esta localizacién.

Para ello se utilizé el método de Mayer y Reichen-
bach (1978), que se describid en Material y Métodos, el cual
permite disolver la membrana externa de la mixobacteria median-
te tratamiento con Tritén X-100, 2-mercaptoetanol y EDTA, y
posterior homogenizacidén, liberdndose el material del espacio

periplasmico.

En este caso, y con objeto de poder comparar 1los
resultados que se obtuvieran con los ya disponibles e indicados
en el apartado anterior, se partié también de 2.61 g de células
y se resuspendieron en 12 ml de tampdén con Tritdn, EDTA y mer-
captoetanol. La valoracién de DNasas se realizé de la misma
manera que en el caso anterior. Los resultados obtenidos estan
expuestos en la Tabla 10. Como puede observarse, en los prime-
ros cinco minutos son digeridos 1.15 mg de ADN, lo que supone
el 60%, aproximadamente, de la cantidad digerida por los extrac

tos obtenidos por sonicacién.
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TABLA 10.- Actividad DNasa del material periplasmico de

M. coralloides D .

Tiempo de incubacidn ug de ADN digerido

5 1150
10 1442
15 1766
20 1868
25 2008
30 2020
35 . 2020
40 1988
45 2000
50 2008
55 2012
60 2004
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Ya que cinco minutosson suficientes para digerir
mas de la mitad del ADN que se habia puesto, podria esperarse
que en 10 minutos hubiera sido digerido todo el ADN; sin embar-
g0, son necesarios entre 20 y 25 minutos para que esto ocurra.
Esta diferencia puede atribuirse a la existencia de mas de
un tipo de DNasa y al método de valoracidn. Si SUpONneEmos que
en el extracto hay exonucleasas y endonucleasas, en los prime-
ros momentos de contacto entre enzimas y ADN aparecerian tres
tipos de productos: nucledtidos aislados, trozos de ADN de
pequefio tamafio y trozos de ADN de gran tamafio. Antes de valorar
el ADN digerido se trata con &cido tricloroacético, el cual
solamente precipita los trozos de ADN grandes, pero no los
pequefios. Por tanto, cuando valoramos el ADN digerido, como
el método de la difenilamina lo que determina es la cantidad
de desoxirribosa, se estdnvalorando tanto los trozos de ADN
pequefios como los nucleétidos libres. Cuando el tiempo de con-
tacto se prolonga, parte de los enzimas (preferentemente las
exonucleasas) actuardn sobre los trozos de ADN pequeifio dando
nuclebdtidos libres. En la siguiente valoracidén ésta accidn
quedaria enmascarada ya que en la anterior valoracién esos

trozos pequefios de ADN habian sido considerados como digeridos

totalmente.

ACTIVIDAD DNasa EXTRACELULAR DE M. comlloides D

Se estudid, ademéds, si el M. coralloides D 1libera

DNasas a los sobrenadantes de cultivo. Esto nos permitiria
conocer mejor las ventajas que proporcionan las DNasas a M.
coralloides D. Si las nucleasas estdn solamente ligadas a las
células seria necesario que el ADN entrara en contacto con

las bacteérias para que las DNasas ejercieran su accién. Sin
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embargo, si hubiese ademds DNasas extracelulares, M. coralloi-
loides D podria obtener un mayor provecho, ya que su capacidad

de digerir ADN tendria un radio de accién mucho mas extenso.

Con este objeto se hizo un ensayo de DNasas, igual
que en los dos casos anteriores, utilizando los sobrenadantes

de cultivos en crecimiento exponencial de M. coralloides D

Los resultados obtenidos fueron negativos, incluso después

de un tiempo de incubacidén de 60 minutos.

ACTIVIDAD DNasa DE M. virescens

Para poder afirmar que la actividad DNasa detecta-
da en M. coralloides D era la responsable de la incapacidad
de aislar fagos especificos para esta mixobacteria, era nece-
sario‘conocer la actividad DNasa que podia ser detectada en
los sobrenadantes, espacio peripléasmico y extractos sonicados

de alguna mixobacteria sensible a los fagos.

Para ello se determindé la actividad DNasa extrace-
lular, periplésmica y total de la raza de M. virescens frente
a la que se habian podido aislar fagos de la naturaleza. Los
resultados obtenidos revelaron que no existia ninguna activi-
dad en los sobrenadantes de cultivo ni en el espacio peripléas-
mico. En los extractos sonicados, por el contrario, si se de-
tectaba una ligera actividad (Tabla 11). Sin embargo, era muy
inferior a la de M. coralloides D.

Esto apoyaba nuestra hipdtesis sobre la relacidn

entre fagos y actividad DNasa.
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TABLA 11.- Actividad DNasa de los extractos de M. virescens

obtenidos por sonicaciédn.

Tiempo de incubacidn mg de ADN digerido

15 0.085
30 0.12
45 0.14
60 0.16
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DISCUSION




En el capitulo anterior se han expuesto los resul-
tados obtenidos durante la realizacién de este trabajo y, al
mismo tiempo, han sido comentados mas o menos extensamente,
por lo que en este apartado de Discusién sélo vamos a hacer
un repaso breve de dichos resultados, intentando hacerlos mas

homogéneos.

En primer lugar, como hecho mas sobresaliente,
estd la aparicidén de particulas de un fago defectivo en los
sobrenadantes de cultivos lisados de M. coralloides D. Estas
particulas, al no tener ADN ni cabeza, pueden ser incluidas
en el grupo III de la clasificacidén de los bacteriéfagos defec-
tivos propuesta por Garro y Marmur (1970), que recoge a las
particulas similares a colas de fago; y dentro de éstas, al
grupo I de 1la clasificacién de Lotz (1976), que engloba a las

particulas similares a colas de fago con vaina.

Cuando se estudié la produccién de las particulas
similares a colas de fago de M. coralloides D en medio CT
0.5%, medio en el que normalmente es mantenida esta mixobacte-
ria, se encontré que la induccién esponténea del profago tenia
lugar cuando los cultivos alcanzaban la fase estacionaria.
y que se liberaban a los sobrenadantes cuando las células se
autolisaban. Debido a que la fase estacionaria es bastante
corta, se pensd que quizd existiera algin tipo de relacidn
entre . produccién de particulas y autolisis. Las colas de fago
pqdrian ser las causantes de la lisis de los cultivos, hecho
que ha sido descrito en otras especies productoras de fagos
defectivos, o bien podria ser que la induccidén de las particu-
las ocurriera como una consecuencia mas de todo el proceso

autolitico, sin que fueran las responsables directas de la
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lisis.

Para dilucidar esta relacidén se estudid la produc-
cién de particulas en otros medios de cultivo, tales como CT
1%, CT 2%, CT sin fosfato y CTP. En los tres primeros medios,
los resultados obtenidos fueron los mismos que en CT 0.5%,
lo que apoyaba la hipdtesis de una relacién entre lisis y par-
ticulas, ya que M. coralloides presenta en estos medios una
fase estacionaria aln mds corta que en CT 0.5%. Sin embargo,
los estudios realizados sobre produccién en CTP, medio
en el que M. coralloides muestra una fase estacionaria muy
larga, revelaron que las particulas eran producidas cuando
los cultivos entraban en la fase estacionaria, como sucedia
en los demds medios liquidos. Por tanto, las particulas simi-
lares a colas de fago no serian la causa de la autolisis, ya
que si esto fuera asi, en medio CTP deberia ocurrir lisis,
hecho que no sucede. Tampoco la induccién del profago seria
una consecuencia del fendmeno autolitico, ya que este fendmeno

no tiene lugar en CTP y el profago se induce.

Los resultados obtenidos en CTP eran lo suficiente-
mente concluyentes como para considerar la induccién de las
particulas féagicas y la autolisis como dos procesos completa-
mente independientes. Sin embargo, creimos necesario comprobar
si en aquellos casos en que se inducia la lisis se producian
paralelamente particulas similares a colas de fago. Fernandez-
Vivas (1983) ‘encontrd que los cultivos en fase exponencial
de M. coralloides D se lisaban cuando eran tratados con anti-
biéticos que inhiben la sintesis de proteinas y ARN. Ya que
en los sobrenadantes lisados por estos antibidticos no se ob-
servaban colas de fago, consideramos descartada la hipdtesis

inicial de nuestro esquema de trabajo que relacionaba las par-
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ticulas fagicas defectivas con el proceso autolitico.

Estudios realizados en nuestro 1laboratorio sobre
la autolisis a la misma vez que este trabajo de investigacidn,
han proporcionado algunas evidencias sobre las causas que de-
sencadenan este proceso. Los resultados obtenidos por Fernan-
dez-Vivas et al., 1985 parecen indicar que la estabilidad
celular estd condicionada por la sintesis de una o varias pro-
teinas y que el estado energético de la membrana esta relacio-

nado con el control de la autolisis.

Los factores que desencadenan la induccidn de las
particulas similares a colas de fago no son conocidos. Se po-
dria pensar, ya que en medios liquidos la induccién se produ=-
ce cuando se alcanza la fase estacionaria, que es una conse-
cuencia del agotamiento de los nutrientes. Sin embargo, en
medios s6lidos no se producen nunca, ailn cuando en agar levadu-
ra se forman cuerpos fructificantes, para lo que es necesario
que las células se encuentren en estado de inanicidn. Parece
ser que la induccidn espontidnea es algo mis especifico del
crecimiento disperso vegetativo. En la bibliografia no apare-
cen datos que expliquen el mecanismo de la induccidén espontéd-
nea de los bacteridéfagos defectivos. Ademds, las condiciones
en que han de encontrarse los cultivos para que esto ocurra
son muy variadas. En Saprospira (Lewin, 1963) 1la induccidn
ocurre antes de que los cultivos alcancen la fase estaciona-

ria. En el caso de Bacillus brevis (Hodgson y Rao, 1981), la

induccién se produce s6lo en mutantes auxotréficos para varios
aminodcidos al crecer en un quimiostato. Otras razas las produ-

cen en medio sdlido (Ozeki, 1968).

La produccién de particulas similares a colas de

fago de M. coralloides puede ser también inducida tratando
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los cultivos de esta mixobacteria con luz U.V. o mitomicina
C, al igual que otros fagos defectivos, bacteriocinas y fagos
lisogénicos. Sin embargo, para poder poner de manifiesto la
induccidén, es necesario lisar las células artificialmente,
ya que los fagos no las lisan. Estos resultados estéan de
acuerdo con los obtenidos en medio CTP y confirman la no rela-

cidén entre lisis e induccidn de particulas similares a colas

de fago.

La cantidad de particulas que aparece en los culti-
vos tratados con luz U.V. o mitomicina después de lisar las
células con cloroformo es inferior a la que aparece en un so-
brenadante litico normal. Esto puede ser atribuido a tres razo-
nes: 1l.- En la induccidn con luz U.V. y mitomicina C se parte
de cultivos al inicio de la fase exponencial de crecimiento,
mientras que la induccidén esponténea ocurre cuando se alcanza
la fase estacionaria, por lo que el naimero de células en el
primer caso es muy inferior al del segundo. 2.- Debido a 1la
formacién de grumos, el cloroformo no consigue lisar todas
las células del cultivo, por lo que no liberarén todas las
células las particulas que contienen. 3.- El1 tanto por ciento
de supervivencia no es del 100%. En el caso de la luz U.V.,

a 90 J.m'2 s6lo sobreviven el 0.09% de las células irradiadas.

El tratamiento de los cultivos de M. coralloides
D con luz U.V, o mitomicina presenta una serie de particulari-
dades. Cuando los cultivos tratados se incuban en medio liqui-
do, las células se agrupan, originando agregados que pueden
observarse a simple vista y las células que aparecen aisladas
tienen una longitud 4-5 veces superior a la de las células
de los cultivos no tratados. La explicacidén del primer fendme-

no puede estar en el modo de vida de las mixobacterias. Estos
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microorganismos suelen vivir en comunidad, intimamente relacio-
nados entre si, por lo que a veces es dificil conseguir que
crezcan de forma dispersa. Quizid la luz U.V, y la mitomicina
induzcan algin mecanismo de conexidén celular que estuviera
inhibido en la raza de crecimiento disperso. En relacidén con
la elongacidén de las células, en E. coli es conocido que los
égentes que dafian el ADN o que interfieren con la replicacidn
inducen una serie de respuestas fisioldgicas, denominadas res-
puesta S0S, entre las que se encuentran la filamentacidn,
debido a la inhibicidn de los genes responsables de la forma-
cién del septo (Walker, 1985). Esto nos ha lievado a pensar
que quiza en M. coralloides D se induzca también esta respues-
ta S50S, desencadenada por 1los dafios ocasionados por la luz

U.V. y la mitomicina.

Las particulas similares a colas de fagé de M.
coralloides D han sido purificadas utilizando un procedimiento
similar al seguido en el caso de otros fagos y fagos defectivos
(Hodgson y Rao, 1981; Maniatis et al., 1982). La precipitacidn
con polietilenglicol es un método ampliamente utilizado en
la purlificacidén de fagos y fagos defectivos, ya que permite
concentrar 100 veces aproximadamente y obtener precipitados
muy 1ibres de impurezas, ya que la mayoria de las sustancias
de la muestra no precipitan. El1 fundamento de la pfecipitacién
con PEG no estd aclarado. Yamamoto et al. (1970), al estudiar
la precipitacidén de varios fagos utilizando diferentes concen-—
traciones de los diferentes tipos de PEG a concentracidén varia-
ble de ClNa, encontraron que el PEG 6000 era el mas efectivo
para purificar fagos y que las particulas asimétricas eran
mas susceptibles a la accién de este agente que las simétri-

cas, por lo que parece ser que en el mecanismo de precipita-
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cidén juega un papel muy importante la forma de la particula

a precipitar.

Del resto de los métodos empleado en 1la purifica-
cidén, centrifugacién diferencial, centrifugacidén en gradiente
de sacarosa, cromatografia en Sepharose 4B, didlisis, etc..,

no hay nada especial que sea objeto de discusién.

El estudio de la composicién quimica de las parti-
culas similares a colas de fago de M. coralloides D reveld
que estaban constituidas solamente por proteinas, no habiendo
podido detectarse ni ADN ni ARN. Estos resultados eran-de espe-~
rar, ya que las particulas similares a colas de fago, al care-
cer de cabeza, no contienen &cido nucleico (Lotz, 1976). Algu-
nos autores han descrito o especulado sobre la existencia de
ADN o ARN en particulas similares a colas de fago. Bradley
y Dewar (1966), creian que las particulas con vaina distendi-
das contenian alglin trozo de &cido nucleico, ya que al micros-
copio electrénico la parte de la cola cercana a la placa basal
no se tefiia. Sin embargo, Simon y Anderson (1967), estudiando
la placa basal de los fagos T2 ¥ T4 encontraron que las colas
de los fagos estaban taponadas por ese extremo. Esto hace que
en las particulas similares a colas de fago, la solucién uti-
lizada en la tincién sélo pueda penetrar por uno de los extre-
mos, y al difundir mal, se queda la zona opuesta al punto de
entrada sin tefiir. En las colas contraidas, todo el interior
aparece teflido porque durante la contraccidn se libera el ta-
pén y el colorante puede penetrar por ambos extremos. Correl
y Lewin en 1964 describieron que los fhapidosomas de Saprospi-
ra grandis contenian un 70% de proteinas y un 30% de ARN. Sin
embargo, Delk y Dekker (1972) encontraron que la proporcién

de ARN detectada era debida a que las particulas no estaban
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suficientemente purificadas. En preparaciones completamente
puras no se detectaba ARN.

Respecto a las propiedades fisicas y quimicas de
las particulas similares a colas de fago, son bastante pareci-
das a las que muestran otras colas de fago y fagos, en gene-
ral. Quizd el hecho mas significativo en relacidén con los agen-
tes fisicos y. quimicos sea que, aunque la mayoria de ellos
no disocian las particulas en sus proteinas estructurales,
gran parte de ellos, incluso a concentraciones muy bajas, pro-
vocan la contraccién de la vaina. Otra peculiaridad es que
no todos los componentes de las particulas, vaina, tubo y plé-
ca basal, son igualmente sensibles a un mismo agente. Las es-
tructuras mads sensibles son el tubo y la placa basal; las vai-
nas son mas resistentes. Por ejemplo, el tubo es especialmente
sensible a la temperatura, de manera que a 75°C durante 15
min. se desnaturaliza, mientras que la vaina y la placa basal
no son afectadas, si se exceptla que la vaina se contrae. La
placa basal, por su parte, es el componente de las colas de
fago mas sensible a la accién de los agentes quelantes. El
tubo y la placa basal son igualmente sensibles a la accidn
del pH basico y de los agentes desnaturalizantes. Estas dife-
rencias en sensibilidad deben estar relacionadas con el tipo
de enlaces que se establecen entre las diferentes proteinas
estructurales que constituyen cada una de esas estructuras.
En el caso de las vainas, los enlaces deben ser mas fuertes

que en el tubo y la placa basal.

Otra propiedad de las particulas.Similares a colas
de fago producidas por M. coralloides D es que son capaces de
matar a otras razas de mixobacterias. Esta caracteristica,
como ya se menciond en el capitulo de Introduccidn, esta bas-

tante generalizada entre las particulas similares a colas de

-152-



fago y los bacteridéfagos defectivos en general. Sobre las ra-
zas sensibles, las particulas no se multiplican, caracteristi-

ca que permite considerarlas como un bacteriéfago defectivo.

A pesar de que las particulas similares a colas
de fago de M. coralloides D tienen actividad biolégica, no
deben ser consideradas como bacteriocinas, sino como bacterio-
fagos defectivos con actividad biolégica, ya que, como se dijo
en el apartado de Introduccidén, los bacteridéfagos defectivos
ocupan una posicién intermedia entre fagos moderados y bacte-
riocinas, estando mds cerca de los primeros que de las segun-
das.

A lo largo de este trabajo de investigacidn, el
ensayo de actividad ha sido poco utilizado para conocer si
una fraccién determinada contenia o no particulas similares
a colas de fago, ya que la mayoria de los estudios, tales como
produccidén, induccidn, etc... eran realizados con sobrenadan-
tes de cultivos crudos de M. coralloides D y en estos, junto
con las colas de fago, hay una bacteriocina de bajo peso mole-
cular (Mufioz et al., 1984), de espectro de accién muy parecido
al del bacteriéfago defectivo, que impedia distinguir si la
inhibicidén del crecimiento de la mixobacteria era ocasionado
por la bacteriocina o por las particulas fégicas defectivas.
Este tipo de ensayo sélo se utilizé cuando se disponia de ex-
tractos purificadosde particulas. En los demds casos, la detec-
cién se 1llevé a cabo mediante microscopia electrdnica. En el
estudio de las propiedades fisico-quimicas se prefirié utili-
zar también ésta Gltima técnica, ya que las particulas suelen
inactivarse al contraerse o al perder alguno de sus componen-
tes (Higerd et al., 1969). El estudio al microscopio electréni-

co de estas propiedades nos ha permitido conocer la sensibili-

-153-




dad de cada una de las estructuras componentes de la cola a
los diferentes agentes fisicos y quimicos, datos que no nos

hubieran sido facilitados en el ensayo de actividad bioldgica.

La Dbacteriocina producida por M. coralloides D
puede ser facilmente diferenciada de las particulas similares
a colas de fago, ya que
l1.- La bacteriocina tiene un peso molecular inferior a 12000
ya que se sale de los tubos de didlisis. Las particulas simila-
res a colas de fago, debido a su gran tamafio, no dializan.

2.- La bacteriocina es producida durante la fase exponencial,
obteniéndose el méximo de actividad al final de la fase esta-
cionaria. Las particulas similares a colas de fago, por el
contrario, sdlo son detectadas al iniciarse la fase estaciona-
ria.

3.- La bacteriocina es estable a 100° durante 10 min., mien-
tras que las particulas similares a colas de fago no.

4,.- La observacidén al microscopio electrénico de las muestras

purificadas de bacteriocina no reveld la presencia de particulas.

Ya que las particulas similares a colas de fago
tienen actividad bactericida sobre otras mixobacterias, han
de reportar algin tipo de ventaja selectiva a M. coralloides
D; sin embargo, teniendo en cuenta que la induccidén espontanea
s6lo ocurre cuando la mixobacteria crece en un medio liquido,
(hecho que no ocurre en un hdbitat natural) al final de la fase
exponencial, y que las particulas inducidas no pueden lisar
la célula productora, por lo que no se liberarian mas que en
aquellos casos en que tuviera lugar simultaneamente la lisis
de las células por alguna causa ajena a la induccidn de las
particulas, es dificil imaginar el tipo de ventaja selectiva

que pueden proporcionar las colas de fago a la bacteria
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productora.

En el caso de la bacteriocina es diferente, ya
que va siendo producida a lo largo de todo el crecimiento y
a la vez va siendo liberada a los sobrendantes. De cualquier
manera, M. coralloides tiene varios mecanismos que le  propor-
cionan ventajas para competir con otras bacterias en la natura-
leza, ya que produce, ademds de las particulas similares a
colas de fago, una bacteriocina, activa frente a otras mixobac-
terias, y un antibidético, activo frente a bacterias Gram-posi-

tivas (Arias et al., 1979).

La otra parte del trabajo a realizar en esta Tesis
Doctoral consistia en buscar fagos capaces de multiplicarse
sobre M. coralloides D. A pesar de haberse intentado numerosas
veces el aislamiento de fagos del suelo especificos para esta
mixobacteria, ha sido imposible detectar inhibicidn del creci-
miento de M. coralloides en placas sembradas con esta mixobac-
teria en las que se colocaban gotas de sobrenadantes de culti-
vos con mixobacteria y extractos de suelo que habian sido incu-

bados durante 48 h.

Por otro lado, los fagos de mixobacterias (de M.
xanthus y de M. virescens, los de esta Gltima, aislados por
nosotros utilizando los mismos procedimiéntos de enriquecimien-
to que para M. coralloides D) tampoco podian multiplicarse
sobre M. coralloides D. Sin embargo, al menos uno era capaz
de adsorberse sobre esta bacteria. Esto nos llevé a estudiar
la resistencia de M. coralloides D a la infeccidén por fagos.
Se barajaron varias posibilidades, de las cuales, dos resulta-
ron especialmente atrayentes. Estas dos posibilidades, ya ci-
tadas en el capitulo de Resultados, eran:- El estado lisogéni-

co de M. coralloides D por un fago defectivo.- Enzimas de res-
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triccidn.

Para dilucidar si el profago defectivo conferia
a M. coralloides D inmunidad frente a otros fagos no defecti-
vos era necesario conseguir una raza de esta mixobacteria no
productora de particulas fagicas defectivas. Aunque se empezd
a buscar una raza con dicha particularidad, se abandoné bastan-
te pronto la blsqueda, ya que el método de deteccién (micros-
copia electrdnica) era bastante lento, complicado y caro. Ade-
mas, desde hace bastante tiempo, varios autores, utilizando
diferentes bacterias y fagos defectivos de varios tipos, ha-
bian intentado obtener razas no productoras, y no lo habian
conseguido. Por Galtimo, debido a la lentitud del proceso de
deteccidn, se inicid la blasqueda de enzimas de restriccidn
en M. coralloides D y se obtuvieron resultados concluyentes,
que podian justificar la resistencia de M. coralloides a los

mixofagos.

Los resultados obtenidos en la blisqueda de nuclea-
sas han sido bastante satisfactorios. Inicialmente se empezd
buscando endonucleasas de restriccidn, pero al observar los
geles de electroforesis de ADN del fago X tratado con extrac-
tos de M. coralloides D, no se pudieron detectar bandas de
restriccién, ya que todo el ADN habia sido digerido. Resulta-
dos parecidos a los nuestros ya habian sido descritos para
otras bacterias deslizantes. Mayer y Reichenbach (1978), bus-
cando enzimas de restriccién en 45 razas del orden Cytophaga-
les no pudieron detectar endonucleasas especificas en ninguna
de ellas debido a la alta concentracidén de nucleasas inespeci-

ficas que degradaban todo el ADN utilizado en los ensayos.

La valoracidn de las DNasas totales de los extrac-

tos de M. coralloides D puso de manifiesto la existencia de
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una alta actividad DNasa en dichos extractos, capaz de digerir
2 mg de ADN en 5 min. de incubacién. Gran parte de esta activi-
dad (el 60%) estd localizada en el espacio periplasmico, como
revelaron los ensayos realizados con extractos de este compar-
timento, obtenidos mediante un procedimiento que permite disol-
ver la membrana externa por la accién combinada de agentes
fisicos y quimicos. Esta localizacidén es bastante frecuente
en las mixobacterias y las bacterias Gram-negativas en general

en las que se han encontrado nucleasas(Mayer y Reichenbach,
1978).

La digestién del ADN creemos que es producida por
mds de un tipo de actividad DNasa, ya que en los primeros cin-
co minutos de incubacién se digeria gran cantidad de dicho
ADN y al aumentar el tiempo de incubacién la digestién se ra-
lentizaba (ver Resultados). En estudios posteriores sobre las

DNasas de M. coralloides D, no incluidos en esta Tesis, se
ha encontrado que al fraccionar el material periplasmico por
una columna de Sephadex G-200, aparecen dos picos de actividad
DNasa, lo que confirma nuestra hipdtesis sobre mds de un tipo

de actividad.

Ya que las DNasas nos interesaban, en principio,
desde el punto de vista de la resistencia de M. coralloides
D a la infeccién por fagos, para poder dilucidar el papel de
dichas DNasas en esta resistencia, se hicieron una serie de
ensayos de DNasa, utilizando extractos sonicados y del espacio
peripliasmico de M. virescens, bacteria frente a la que se ais-
lan fagos con bastante facilidad a partir de muestras de sue-
lo. Los resultados obtenidos revelaron que esta mixobacteria
tiene una actividad DNasa practicamente nula; sdlo se pudo

detectar alguna en los extractos sonicados.
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En vista de estos resultados podemos afirmar que
la resistencia de M. coralloides D a la infeccién por mixofa-
gos es debida, al menos en gran medida, a la fuerte actividad

DNasa de su espacio peripléasmico.

Antes de conocer la actividad DNasa del espacio
periplasmico de M. coralloides, en nuestro laboratorio se ha-
bian intentado experiencias de transférencia de material gené-
tico en esta mixobacteria. Para ello, se utilizaron los plasmi-
dos conjugativos RP4 y R6845, asi como los fagos P1::Tn5 y
P1::Tn5-132. Todos los intentos realizados hasta el momento
han sido negativos. Probablemente, esto pueda estar relaciona-

do con las DNasas de la bacteria.

De otra parte, los esfuerzos encaminados a la ob-
tencién de mutantes resistentes a antibidticos y mutantes con
alteraciones en alguna de las etapas de los ciclos de vida
de esta mixobacteria, también han sido infructuosos, ya que
los pocos mutantes obtenidos eran muy inestables, manteniéndo-

se sbélo durante muy pocas generaciones.

Este hecho, unido a que no se dispone de un medio
de composicién definida donde pueda crecer M. coralloides D,
dificulta en gran medida el estudio de la genética de esta

mixobacteria.
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CONCLUSIONES



Myxococcus coralloides D produce particulas similares a

colas de fago cuando crece en medio liquido, pero no cuan-

do crece en medio sélido.

La induccidn esponténea del profago defectivo tiene lugar

cuando la mixobacteria alcanza la fase estacionaria.

El tratamiento de los cultivos de M. coralloides D en fase
de crecimiento exponencial con luz ultravioleta y mitomici-

na C induce la produccidn de las particulas figicas defec-

tivas.

No existe ningln tipo de relacidén entre la autolisis que

muestra M. coralloides D y la induccidén de las particulas

"similares a colas de fago.

Se ha desarrollado un método de purificacién para estas
particulas mediante precipitécién con polietilenglicol-
dextrano sulfato sddico, centrifugacién diferencial, croma-
tografia en Sepharose 4B, tratamiento con cloroformo al

50%, didlisis y centrifugacién en gradiente de sacarosa.

Las particulas similares a colas de fago o algunos de sus
componentes soportan la congelacidén, las bajas temperatu-
ras, los pHs bésico y neutro, los enzimas proteoliticos,
la fuerza idnica y los agentes desnaturalizantes y quelan-
tes ensayados. Y son sensibles a las altas temperaturas

(100°), el pH &cido y los detergentes ensayados.
Las particulas muestran actividad bactericida sobre otras

mixobacterias, siendo la raza productora inmune a dicha

acciédn.
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8.- Myxococcus coralloides D es resistente a la infeccidén por

los mixofagos Mxlhrv, Mx8cp2, Mx4, Mvigl, Mvlg2, Mv8gl
y Mv8g2.

9.- Se ha encontrado una fuerte actividad DNasa en el espacio

peripladsmico de Myxococcus coralloides D.
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