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INTRODUCCION




PRIMERA PARTE
1. LAS ARCHAEBACTERIAS

Las archaebacterias estan comprendidas por tres clases muy
diferentes de microorganismos: los metandgenos, los haléfilos extremos

¥y los. termoacidéfilos.

Loé metanégenos solo viven donde no exista oxigeno y dispongan
de diéxido de carbono e hidrégeno. A pesar de su intolerancia al oxigeno,'
tienen una distribucién>universal,

Y

Los termoacidéfilos son microorganismos que crecen a temperatu-
ras proximas a los 80 °C:, se encuentran en los manantiales de aguas termales
sulfurosas. Los termoacidéfilos, se desarrollan en manantiales que son
extremadamente acidos, aunque el medio interior de la célula tiene un pH

préximc a la neutralidad.

Y el grupo restante de archaebacterias lo constituye los micro-
organismos haléfilos extremos. Los microorganismos haléfilos extremos
requieren altas concentraciones de sal para sobrevivir,y habitan en medios

llamados hipersalinos.

Las archaebacterias constituyen un grupo reducido. de microorga-
nismos que parecen estar relacionados tanto con las bacterias clésicas

(eubacterias) como con los organismos eucariotas.(Woese, 1981).



Las primeras pruebas en favor de que las archaebacterias cons-
tituyen un tronco evolutivo independiente de eubacterias y de eucariotas
provinieron de trabajos de secuenciacidn del componente 16 S del RNA ribo-
sbmico, la secuencia de las archaebacterias estudiadas distaban de las de

los demds procariotas tanto como de las de los eucariotas. (Woese, 1981).

Posteriormente se han sucedido pruebas en favor del distancia-
miento de las archaebacterias del resto de los seres vivos. Poseen un
tipo de lipidos completamente exclusivo basado en cadenas isoprenoides
(di-fitanil) unidas por enlaces éter al glicerol, el t-RNA iniciador de
la traduccién es portador del aminoicido metionina como en los eucariotas,
mientras que en los demés procariotas lo es de N-formil metionina, el factor
de elongacidén en la traduccidén reacciona con la toxina diftérica como el

de los eucariotas (Woese, 1981).

También tienen mecanismos metabdlicos exclusivos como la produc-
cién de ATP a partir de energia luminosa por el pigmento bacteriorrodopsina.
Tienen miltiples tipos de pared, pero ninguna de ellas posee Acido murémico

(Woese, 1981).



2. HALOFILISMO

2.1. Medios hipersalinos y mecanismos de adaptacidén a los mismos

Los medios hipersalinos son medios con una concentracién de
sal superior a la del agua de mar, se encuentran dentro de lo que se
podria clasificar como habitat extremos (Kushner, 1978). Un habitat es
extremo si pueden crecer en él algunas clases de organismos mientras que

otras clases de organismos no.

Estos medios hipersalinos se dividen en medios talasosalinos
y atalasosalinos, dependiendo de si ;a proporcién de sales es semejante
o no a la del agua de mar. Como ejemplo de estos Gltimos se encuentran
el Mar Muerto y el Lago Wadi Natrum (Brock, 1979). Entre los medios
talasosalinos destacan lagos y lagunas como El Gran Lago Salado y las
salinas solares. El origen primario de estos medios es el mar, por
evaporacién del agua y consiguiente concentracidén de las sales que esta

contiene.

El mar contiene cantidades considerables de sales, siendo
sodio, magnesio, calcio y potasio sus principales cationes,y cloruros,

sulfatos y bromuros los aniones mas importantes (Subow, 1931).

Una caracteristica de estos medios hipersalinos es que al ser
aguas situadas en zonas cédlidas y secas, estan sometidas a una fuerte irra-

diacién solar, oscilando la temperatura fuertemente del dia a la noche.



La concentracidn de las sales, por la evaporacidn del agua provoca una
disminucidén del contenido en oxigeno, por ser muy baja la solubilidad

de éste, en medios tan concentrados.

La evaporacién del agua de mar concentra no sélo sales sino
nutrientes orgénicos e inorgénicos, incluyendo los restos de los organismos
que se lisan al aumentar la concentracidén en sales del agua, convirtiéndose

estos habitat en medios muy ricos en nutrientes (Dundas, 1978).

En estos medios hipersalinos existe un problema osmético para
las células, ya que todas las membranas plasméticas son permeables al agua,
y si la concentracidn osmética extracelular es superior a la intracelular
se producird un proceso de plasmélisis por salida del agua intracelular‘
hasta igualar la concentracidén externa, no existiendo ninguna fuerza que
evite este proceso sin bloquear a la vez el paso del agua con los solutos
necesarios para el metabolismo. Por otra parte, una concentracidén intra-
celular tan elevada como la externa, supondria una fuerte disminucién
de la actividad del agua y la consiguiente inhibicidén de los procesos

metabdlicos (Kushner, 1978).

Mientras que los organismos pluricelulares resuelven dicho
problema aislandose del exterior mediante tejidos especializados; los

microorganismos haléfilos presentan otro tipo de solucidn.

La solucidn més universal la constituyen los solutos compatibles,

normalmente polialcoholes como el glicerol (Borowitzka y Brown, 1974), que



aportan la concentracién necesaria para equilibrar la presidn osmética,
permitiendo asi la actividad de las enzimas. No obstante existe un
grupo de microorganismos con cambios profundos adaptado a habitat hiper-
salinos y que requieren especificamente la presencia de ciertas sales

en el exterior; estas son las bacterias haldfilas estrictas. Estas
bacterias se lisan en ausencia de estas sales aunque el medio contenga
una proporcién equivalente de cualquier otro soluto como polialcoholes

o glicidos (MacLeod y Onofrey, 1957a; Abram y Gibbons, 1961).

En microorganismos haléfilos extrémos la naturaleza de la
sal es indispensable para su supervivencia y metabolismo, siendo el
clorurco sédico insustituible para todo microorganismo haléfilo estricto.
Ello se debe a la necesidad de mantener la configuracién de las proteinas,
ya que estos microorganismos estan adaptados a concentraciones idnicas
intracelulares, concretamente de iones potasio. Dichas proteinas son
polianidnicas y requieren determinadas concentraciones de este ion

para estabilizar su estructura (Lanyi, 1974).

2.2. Clasificacién de los distintos tipos de halofilismo

La mayoria de los autoreé (Flannery, 1956; Ingram, 1957;
Larsen, 1962; Kushner, 1978) coinciden en la dificultad que supone el
establecimienfo definitivo de una clasificacidén segin los distintos grados
de halofilismo. Una de las mis recientes es la realizada por Kushner (1978).

(Tabla I).



TABLA I. Respuesta a la sal de diferentes microorganismos, segin Kushner (1978)

Categoria

Reaccidn

Ejemplos

No haldfilos

Haléfilos débiles

Haléfilos moderados

Préximos a haldéfilos

extremos

Haléfilos extremos

Halotolerantes

Concentracién de sales menor de 0,2 M,

Crecimiento en medios con una concen-

tracidén de sales entre 0,2-0,5 M

Crecimiento en medios con una concen-
tracidén de sales entre 0,5-2,5 M. Los
organismos capaces de crecer con menos
de 0,1 M de sal se consideran haldéfilos

facultativos.

Crecimiento en medios con una concentra-

cidén de sales entre 1,5-4,0 M .

Crecimiento en medios con una concentra-

cién de sales entre 2,5-5,2 M (saturacidn).

No haléfilos que pueden tolerar la sal;
Si crecen a més de 2,5 M de sal, se deben

considerar halotolerantes extremos.

La mayoria de eubacterias normales
y microorganismos de agua dulce.

Muchos microorganismos marinos.

Bacterias y algunas algas.

Ectothiorhodospira halophila

Actinopolyspora halophila

Halobacterium y Halococcus

Staphylococcus aureus y otros estafilococos




Establecer una clasificacidn en base a la respuesta de creci-
miento segin distintas concentraciones de sales en el medio, pero tiene la
dificultad de la cantidad de casos intermedios dificiles'de encasillar; exis-
ten haléfilos moderados que resisten altas concentraciones (Matheson et gl.,
1976) y haléfilos extremos capaces de crecer a concentraciones menores de
las establecidas para los mismos (Mullakhanbhai y Larsen, 1975). Segin
Bayley y Morton (1978), seria mds apropiada una clasificacién basada en la
concentracidén intracelular de iones, considerando diferentes concentra-

ciones del medio y otros paréametros.

Las bacterias marinas requieren del orden de 0,2 M de ion soédio
para su desarrollo éptimo (MacLeod, 1965). Este requerimiento para el idén
sodio es especifico y no sustituible para otros iones (Richter, 1928;
MacLeod y Onofrey, 1957), mientras que para el ion potasio es de unas cien

veces inferior.

- Se ha comprobado la necesidad de iones so6dio en el medio para
la realizacién de diversos procesos metabélicos, como la oxidacidn de
distintos carbohidratos (MaclLeod et al., 1958; Payne, 1958; Rhodes y Payne,

1962).

Las enzimas intracelulares implicadas en estas vias no requieren
la presencia de iones soédio sino la de iones potasio, esto sugiere que
mientras el i6n potasio es necesario para la estabilizacién de las proteinas,
el ion sodioc se encuentra relacionado con el transporte a través de mem-

branas de distintos substratos (Fein y Macleod, 1975; Pearce et al., 1977).



Buckmire y MacLeod (1964), sugirieron el caracter polianidnico
de la pared celular cuyas cargas deben ser neutralizadas para evitar la
lisis celular, ya gue ésta no podia evitarse sustituyendo el ﬁivel de presidn
osmética por otros solutos como glucosa, glicerol, ni siquiera por otras
sales como KCl o NHACl (Pratt y Riley, 1955) pero si con cationes divalentes
como el ion magnesio (MacLeod y Matula, 1961) o poliaminas u otros productos

que normalmente evitan la desintegracién de un polielectrélito (Brown, 1961).

Parece ser que el ion sodio se encuentra relacionado con la
sintesis de la pared celular y ni el i6n potasio ni el ion calcio o el
ion magnesio pueden sustituir al ién sédio en la formacidn de una pared

normal (Takahashi y Gibbons, 1957).

Los microorganismos haléfilos extremos parecen poseer un sis-
tema de homeostasis, de tal forma que el contenido celular es bastante
deperdiente de la concentracién del medio (Larsen, 1962). Por otro lado,
se piensa que el ion potasio se encuentra libre en el citoplasma, si no
complefa, casi completamente, segin indican experiencias de sintesis

"in vitro" de proteinas (Bayley, 1976).
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3. MICROORGANISMOS HALOFILOS EXTREMOS

3.1. Introduccidn histdrica y estado actual de la taxonomia

de los microorganismos haléfilos extremos

El interés por las bacterias haléfilas extremas surgid a
causa del descubrimiento de éstos como los causantes del deterioro
de articulos o alimentos en los que se utilizaba sal como conservante,
el producto se descompone y a la vez aparece una capa superficial de

intenso color rojo.

En 1880, Farlow publicé por vez primera que bacterias con
pigmentacibén roja eran las causantes del "rojo del bacaiao". A partir
de entonces se realizaron numerosas investigaciones en relacién con la
contaminacién producida por estas bacterias (Rappin, 1920; Harrison y
Kennedy, 1922; Lloyd et al., 1929; Stuart et al., 1933; Gibbons, 1936;

Shewan, 1942; Anderson, 1954, etc.).

En la 62 edicidén del Manual de Bergey (1948), los micro-
organismos haléfilos extremos se incluian en cualquier géneroc que
correspondiese con algunas de sus caracteristicas, como pigmentacién,

tamafio o reaccidén de Gram.

En la 72 edicién del Manual de Bergey (1957), Elazari-Volcani

(1940) sitda a los bacilos haléfilos extremos en el género Halobacterium ,

dentro de la familia Pseudomonadaceae y a los cocos,en la familia

Micrococcaceae .




11

Por ultimo, el estudio de las caracteristicas peculiares
morfo-fisiolégicas de estos microorganismos ha permitido la agrupacidn,
en la 82 edicién del Manual de Bergey (1974), de ambas formas, bacilos y

cocos, en la familia Halobacteriaceae que comprende los géneros

Halobacterium y Halococcus . Dentro del primero se incluyen las especies

Halobacterium salinarium y Halobacterium halobium . En el género Halococcus

se reconoce lo una especie, Halococcus. morrhuae . Entre ambos géneros

se describe una serie de similaridades que los diferencian del resto de los
procariotas: requieren mas de 12% de NaCl para crecer, metabolismo aerobio ,
no fermetativo, obtiene la energia de aminodcidos, no poseen mureina en su
pared celular, presentan un elevado contenido de iones potasic intracelular,
proteinas de marcado caracter acidico, gran contenido en ADN satélite,

lipidos de tipo di~-fitanil eter y pigmentos isoprenoides.

Ultimamente se han descrito nuevas especies de bacterias haléd-

filas extremas como son Halobacterium sodomense , aislada del Mar Muerto,

caracterizéndose por un alto requerimiento en magnesio (Oren, 1983) y

Halobacterium pharaonis , que es un haloalcaldéfilo extremo de bajo requeri-

miento en magnesio, aislado del lago desierto Wadi Natrum, Egipto (Soliman

y Triper, 1982), también son recientes las especies Halobacterium hispanicum,

Halobacterium larsenii, aislada por Juez et gl.(1983) y Halobacterium

mediterranei aislada por Rodriguez-Valera et gi.(1983).

Javor et al.(1982) han propuesto recientemente un género nuevo
de microorganismos haléfilos extremos, caracterizados per presentar morfo-

logia celular cuadrada, nombrandolos Haloarcula sinaiiensis y Haloarcula

californiae
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3.2. Caracteristicas generales de los microorganismos haléfilos extremos:

Ecologia y algunas adaptaciones fisiolégicas

Los microorganismos haléfilos extremos se encuentran en cualquier

habitat donde la concentracidén de sales permita su crecimiento.

Como adaptacidén a los parametros ambientales de su habitat,
los microorganismos haldéfilos extremos resisten elevadas temperaturas
(mds de 55 °C), creciendo éptimamente alrededor de los 40 °C (Gibbons, 1969)

y el pH 6ptimo es cercano a la neutralidad.

A estas bacterias tradicionalmente se les ha considerado
como microorganismos con complejos requerimientos nutritivos, con un meta-
bolismo de aminod&cidos altamente desarrollado {(Onishi et al., 1965; Larsen,

1962).

Poseen tasas de crecimiento relativamente bajas, probablemente
por tener una inferior actividad del agua que el resto de los microorganismos,
siendo los tiempos de generacidn mas cortos obtenidos del orden de 7 horas

para Halobacterium y de 15 horas para Halococcus (Larsen, 1962).

Estas consideraciones generales fueron modificadas levemente
por los resultados obtenidos por Juez (1982), en lo que respecta a requeri-
mientos nutritivos, resistencias a altas temperaturas y velocidades de

crecimiento.
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A pesar de que en el medio hipersalino el contenido en oxigeno

es escaso, estos microorganismos son aerobios estrictos.

Algunas especies de Halobacterium poseen vacuolas de gas, posi-

blemente con nitrégeno (Larsen et al., 1967) cuya funcién se ha postulado
seria el permitir el ascenso a la superficie del agua, facilitando de esta

forma el contacto con el oxigeno del aire (Walsby, 1972).

Todos los microorganismos haléfilos extremos poseen pigmentos
carotenoides, como proteccidén a la intensa luz’solar que habitualmente
existe en este tipo de medios como las S?linas (Dundas y Larsen, 1962).
Se ha demostrado posteriormente que dichos pigmentos no ejercen un papel

en la proteccién frente a radiaciones ultravioletas (Hescox y Carlberg, 1972).

Por otra parte, también el mecanismo de fotorreactivacidn en
la reparacién del ADN dafiado por la radiacidén ultravioleta es muy eficaz

(Hescox y Carlberg, 1972).

Segin Grey y Fitt (1976) la reparacién en la oscuridad del ADN

no tiene lugar. Hipétesis corroborada por Fitt et al. (1983).

Los haldfilos extremos poseen dos mecanismos de produccién de
energia, en cada uno participa una cromoproteina, que son la bacteriorrodop-

sina (Stoeckenius, 1967) y la halorrodopsina (Mukohata y Kaji, 1981).
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4. RELACIONES CON LA SAL Y CONCENTRACION DE K' INTRACELULAR

En los haléfilos extremos ya desde un principio se conocen
sus requerimientos especificos por determinadas sales para su 6ptimo
N ++ -3 -3
crecimiento: 3-5 M de NaCl; 0,1-0,5 M de Mg y 1,3 X 10 -2,5 X 10 M

de K* (Brown y Gibbons, 1955).

Una disminucién en la concentracién de NaCl provoca un cambio
en la morfologia de los bacilos a formas redondeadas, lisando alrededor de
1 M de NaCl (Abram y Gibbons, 1960; Stoeckenius y Rowen, 1967) pero sin
que se produzcan cambios en el volumen total celular por cambios en la
morfologia, por lo que se supone que el equilibrio osmético se establece
rdpidamente y la lisis celular no se puede evitar sustituyendo el NaCl
por otros solutos, por ser esta sal imprescindible para mantener la
estructura de la pared celular, neutralizando las cargas eléctricas de

la misma (Blaurock et al., 1976).

La concentracién de ién potasio intracelular en haldéfilos
extremos es muy elevada y depende de la fase de crecimiento de la célula,
y sobre todo de la concentracién de sales en el medio (Tabla II). Se han
calculado valores intracelulares de K' que incluso superan los valores
necesarios para equilibrar la presidén osmbética exterior, lo que indica
que junto a iones K+ libres en el citoplasma existe una proporcidn de
los mismos asociados a polianiones celulares (Gochnauer y Kushner, 1971),
neutralizando las cargas de los aminoicidos acidos en las proteinas de

estos microorganismos.



TABLA II. Gradiente de cationes en bacterias haléfilas

Iones en medio de crecimiento ITones asociados a la célula Referencia
Fase de
crecimiento Na® (M) K© (M) Mgt () Na® (M) K" Mgttt ()
Halobacterium salinarium Estacionaria 4,00 3,2 X ]_O_2 —_—— 1,37 4,57 — (1)
Halobacterium cutirubrum  Exponencial 3,40 2,7 X lO_2 0,10 1,63 2,94 —_— (2)
tardia
Exponencial 3,30 5,0X 1072 0,13 0,80 5,32 0,12 (3)
Especies de Halobacterium Exponencial 3,90 4-7 X 10_3 0,15 1,20-3,00 3,80-5,50 —_— (a)
Estacionaria 3,90 7,5 X 10_4 0,15 0,50-0,70 3,70-4,00 —_ (4)

(1) Cristian y Waltho, 1962
(2) Lanyi y Silverman, 1972
(3) Matheson et al., 1976

(4) Ginzburg et al., 1970

6T
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5. PROTEINAS

Las proteinas de los haléfilos extremos presentan un caracter

netamente polianidénico, por contener un exceso de aminocdcidos &cidos.

La conformacidén de estas proteinas solo es estable mientras

en el entorno existan cationes que neutralicen estas cargas.

El ion potasio por su tamafio seria el catién més adecuado en el

mantenimiento de la actividad de la proteina (Kim y Fitt, 1977).

Muchas de estas proteinas son termofilicas, lo cual estaria
relacionado con la sensibilidad a las bajas temperaturas de los enlaces
hidrofdébicos que en parte conforman a la proteina (Lanyi, 1974; Keradjopoulos

y Holldorf, 1977).

Los ribosomas requieren 0,1 M de Mg++ y 4 M de K" para su

estabilidad (Bayley y Kushner, 1964; Visentin et al., 1972).

La proteina flagelar en haldfilos extremos difiere de la flage-
lina de otras bacteriazs y es dependiente de la concentracidén de sales,
cuando estas se eliminan del medio, el flagelo pierde uniformidad en su

estructura helicoidal (Dundas, 1977).
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La bacteriorrodopsina de peso molecular 25000 daltons, es una
proteina con alto porcentaje de aminodcidos hidrofdbicos, sobre todo glicina;
no desintegrandose en agua destilada por no contener excesivo numero de

aminodcidos &cidos.

El grupo croméforo de la bacteriorrodopsina es el retinal, pig-

mento semejante al pigmento visual de vertebrados.

Al iluminar células con bacteriorrodopsina, el pH del medio se
acidifica, debido a la expulsidén de protones por parte de la bacteriorrodop-
sina (Lozier et al., 1976). El gradiente de protones creado lo utiliza una
ATPasa para sintetizar ATP,\partiendo de ADP . Es un mecanismo de trans-
formacién de la energia luminosa en energia utiliéable por la célula (Danon
y Stoeckenius, 1973; Hubbard y Rinehart, 1976) aun siendo el crecimiento en

microorganismos haléfilos extremos aerobio estricto.

Recientemente se ha descrito una segunda molécula proteica con
retinal como cromdéforo, la halorrodopsina, que promueve el transporte activo
+ . . - s e -

de Na hacia el exterior de la célula. Se desconoce el significado fisio-

légico de este sistema.

El potencial de membrana creado por la halorrodopsina representa,
al igual que en el sistema bacteriorrodopsina, una intrusidén pasiva de pro-

tones acoplada a la sintesis de ATP (Lanyi, 1981; Mukohata y Kaji, 1981).
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6. LIPIDOS
Una caracteristica de los haléfilos extremos es la estructura
de sus lipidos, muy diferente a la que presentan los lipidos de procariotas

y de eucariotas.

Los lipidos polares tanto del género Halobacterium como Halococcus,

poseen en vez de &cidos grasos, grupos alifaticos ramificados de estructura

isoprenoide, uniéndose al glicerol por enlace tipo éter y nc éster.

Los lipidos polares, constituyen el 90% de los lipidos totales,

comprenden fosfolipidos y glicolipidos.

Entre los fosfolipidos, los mas importantes son los mostrados

en la Figura 1.

| I

H2C—O--I|3"'|CH2
| |

ANAAAANASCH-0-CH,  CH,OR

1.R H2PO3 11.RH 111.R HSO3

FIGURA 1. Estructura de los fosfolipidos: (1) fosfatidilglicerolfosfato,
(11) fosfatidilglicerol, (111) fosfatidilglicerolsulfato (Smallbone y Kates,

1981)
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Entre los lipidos no polares se encuentran C_..-isoprenoides

20

(escualeno, dihidroescualeno), C, _-—isoprenoides (licopeno, ﬂ—caroteno,

40

vitamina MK8) y C..-isoprenoides (bacteriorruberinas) (Tornabene et al.,1969;

50
Kramer et al., 1972; Kates, 1978).

Rosa et al. (1982) han descrito la existencia de un lipido

dieter asimétrico C,.-C,_. en haloalcaléfilos, e igualmente Ross et al. (1981)

207725

tienen detectado un lipido cromatogrificamente similar en Halobacterium sp.

La pigmentacién en microorganismos haléfilos extremos es
frecuente asi como en microorganismos haléfilos moderados, ésta se debe a

los lipidos C_.-isoprenoides (Kushwaha et al., 1974). Se encuentran en la

50
membrana plasmitica (llamada membrana roja) mientras que el retinal lo esté

s6lo en la membrana purpirea.

Los lipidos polares se distribuyen también de distinta forma
segin el tipo de membrana, ambas poseen fosfolipidos pero los glicolipidos
sulfatados estén presentes solo en la membrana purpirea {(Kates y Kushwaha,
1978). Su mecanismo consiste en impedir la accidn del oxigeno singlete
y quizés favoreciendo la reparacién del ADN por fotorreactivacién (Dundas

y Larsen, 1962; Hescox y Carlberg, 1972).

Se ha descrito en diferentes bacterias haldfilas extremas la
presencia de un lipido no polar no isoprenoide como es el indol (Kushwaha
et al., 1977 ).Su origen y significado fisiolégico en los microorganismos

hal6filos extremos es desconocido, posiblemente tenga origen en el metabo-
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lismo del triptéfano a partir del material proteico, al igual que se encuen-
tra en humanos. Puede también ser responsable parcialmente del olor carac-

teristico de los cultivos de estas bacterias.

7. GENETICA Y ACIDOS NUCLEICOS

7.1. Genética y ADN

Los primeros mutantes obtenidos fueron descritos por Larsen

et al. (1967) por tratamiento con luz ultravioleta de Halobacterium

salinarium y Stoeckenius y Kunau (1968) describen mutantes de Halobacterium
halobium que habian aparecido esponténeamente y no formaban vacuolas de gas.

Stoeckenius y Kunau (1968) llamaron R, al mutante y obtuvieron

1
revertientes tratandolos con 2-aminopurina. Sumper y Herrmann (1976a y b)
publicaron trabajos con un mutante doble R,M. el cual carecia de sintesis

11

de bacteriorruberinas.

Otro aspecto interesante es el estudio de la variabilidad

genética que aparece en Halobacterium halobium . Este microorganismo

presenta un grado de variabilidad espontanea muy alta, lo que se ha com-
probado mediante la seleccién de fenotipos facilmente detectables (mutan-
tes deficientes en la formacién de vacuolas de gas (vac), sintesis de
bacteriorruberina (rub) o la sintesis de retinal (ret) bacterio-opsina
(ops) ambos componentes de la membrana purpirea (pum); la frecuencia de

Lz . =2
aparicidn de estos mutantes, oscila alrededor de 10
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Con excepcidn de todos los mutantes ret, los mutantes citados
presentan alteraciones, por ejemplo inserciones, reordenamientos o delec-

ciones en el plasmido pHH 1 (Simén, 1978; Pfeifer et al., 1981).
El plésmido pHH 1 fue descrito por Weidenger et al. (1979) ¥y
es el portador de la informacién genética para la formacidén de vacuolas

de gas.

El genoma de Halobacterium halobium y otras especies de

haléfilos extremos fue separado en columna de bisacrilamida/verde-malaquita
en dos fracciones que difieren claramente en su contenido Guanina + Citosina
|G[+|C| . Se demostrd que la fraccién Adenina + Timina |A|+|T|. muestra
un alto grado de variabilidad y a menudo esta fraccién forma elementos cir-
culares de ADN de varios tamafios. De estos elementos circulares el de mayor
tamafio se comporta como un plasmido del que existen un nlOmero constante de

copias (Pfeifer et al., 1982).

Pfeifer et al. (1982) localizaron el determinante génico para la

formacién de las vesiculas de gas, sobre el ADN circular mayor.

Sapienza y Doolittle (1982) han descrito en las especies

Halobacterium halobium y Halobacterium volcanii una organizacién del genoma

con secuencias repetitivas, de forma andloga a la existente en eucariotas.
Estas secuencias comprenden varias familias que se encuentran tanto en el
ADN plasmidico como en el cromosoma y posiblemente son altamente mévibles.

Algunas de estas secuencias repetitivas presentan notable homologia entre
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las diferentes especies. Se sugiere por estos autores la existencia de
elementos transponibles y secuencias homdélogas entre plasmidos y cromosomas,

promoviendo la recombinacidn entre ambos.

Moore y McCarthy (1969a y b) estudiaron la relacidén entre dife-
rentes especies de haldéfilos extremos y varios haléfilos moderados, calcu-
lando la homologia entre las secuencias de acidos nucleicos. Con el ADN

demostraron diferentes grados de homologia entre especies de Halobacterium

pero no encontraron ninguna homologia entre cada uno de ellos y Halococcus

morrhuae o algunos de los haléfilos moderados estudiados.

Todas las bacterias haléfilas estudiadas se caracterizan por
la presencia de un componente menor de ADN con un contenido [G| + |C| de 57

a 60 moles por ciento.

En halobacterias el componente menor varia con la especie, desde
un 11 a un 36% del total de ADN pero en algunas especies, la cantidad de

ADN satélite permanece constante.

La existencia de un ADN minoritario separado fisicamente y no
dependiente del ADN principal, podria indicar que las halobacterias poseen

al menos dos cromosomas.

Una nueva posibilidad de abordar el estudio genético de halobac-
terias se ha abierto mediante el aislamiento de bacteriofagos que infectan

a estos microorganismos.



Hasta el momento se han descrito una serie de bacteriofagos
con simetria binal y con su material genético de ADN lineal de doble cadena

con redundancia terminal.

Igualmente se ha estudiado el ciclo litico de algunos de estos
fagos, viendo que poseen una alta dependencia de la concentracién de sales
(Torsvik y Dundas, 1974, 1978 y 1980a y b; Wais et al., 1975; Schnabel

et al., 1982; Pauling, 1982).

En la actualidad no se ha realizado ningin estudio de transduc-
cién en estos sistemas fagos-bacterias, que aporten pruebas sobre la trans-

ferencia de material genético.

La segunda parte de esta introduccién se dedicard a realizar un
breve repaso sobre el estado actual en que se encuentran los trabajos rea-
lizados en bacterias con nitroscguanidina y estudiar algunas de sus carac-

teristicas mas relevantes.

23



INTRODUCCION

SEGUNDA PARTE
1. NITROSOGUANIDINA

La nitrosoguanidina, N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina,
fue sintetizada por primera vez hace mas de 30 afios (McKay y Wright,
1947). $Su comportamiento como agente mutagénico fue estudiado por
Mandell y Greenberg (1960). Su uso habitual en el laboratorio para
la bisqueda de mutantes se debe a su capacidad de inducir alta fre-
cuencia sin dar lugar a una alta letalidad (Adelberg éE gi., 1965;
Cerdé-Olmedo y Hanawalt, 1968; Yoshida y Yuki, 1968; Neale, 1976;
Kimball, 1978; Cerdéd-Olmedo y Ruiz~Vazquez, 1979; Kimball, 1980a
y b; Megias et al., 1981; Rodriguez-Quifiones et al., 1982 y 1983,

y como revisidén mas reciente Gichner y Veleminsky, 1982).

1.1. Quimica de la nitrosoguanidina

1.1.1. Estabilidad

La nitrosoguanidina es muy inestable en solucidn, depen-
diendo directamente del bH, aumentando la inestabilidad al aumentar
el pH. La maxima estabilidad se ha descrito a pH 5,5 (Mandell 'y
Greenberg, 1960) y a pH 5,0 (Cerda-Olmedo y Hanawalt, 1968; Siissmuth
-y Lingens, 1969; La Polla et al., 1972). Lawley y Thatcher (1970)

indican que la descomposicién alcalina comienza a valores préximos

24
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a pH 4,5 y se acelera mucho al aumentar el pH, siendo la vida

media diez veces menor a pH 8 que a pH 7.

El uso de distintos tampones asi como la concentracién
de los mismos hace que los valores Optimos de estabilidad difieran
entre los diferentes autores, ya que ambos factores contribuyen
en la variacidn de la estabilidad de la nitrosoguanidina (McCalla

et al., 1968; Lawley y Thatcher, 1970; La Polla et al., 1972).

La luz también influye sobre la estabilidad de la

nitrosoguanidina segin quedé demostrado por McKay (1948).

La estabilidad de la nitrosoguanidina también se ve
influida por la temperatura, si ésta. aumenta disminuye la estabili-

dad (La Polla et al., 1972).
1.1.2. Reacciones

La presencia o ausencia de grupos reaccionables influye
en la estabilidad de la nitrosoguanidina.
H NH CH
\N g N/ 3
/ N
O_N N=0O
2 nitrosoguanidina
Los grupos tioles activan la descomposicidén de la nitro-

soguanidina, como se ha visto por la reaccién de la nitrosoguanidina

-~ con la cisteina.
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La reaccién de la nitrosoguanidina con la cisteina
implica como mecanismo principal el ataque del tiol ionizado
al atomo de carbono, deficiente en electrones, del grupo guanidino,
seguido de la ciclacién de un intermediario inestable de cadena
abierta y de la eliminacidén de amonio del producto ciclico, para
dar el acido 2-nitraminotiazolina-4-carboxilico. Como segundo
proceso fundamental, se ha descrito el ataque del grupo tiol de la
cisteina sobre el grupo nitroso de la nitrosoguanidina dando como
productos finales la N-metil-N'-nitroguanidina y cisteina (Lawley
y Thatcher, 1970):

\

(a,1) CI-IS.N(NO)-C(NH)“NH'NO2 + HS-CHZ'CH(NHZ)'COZH —

[CH -N:N-Olﬂ +[H02C‘CH(NH2) 'CHZ'S'C(NH) °NH-N02]

3
- -
HOZC-—(lJH—NH HOZC-—(I}H-—-I;I'
— | —_—
H.C C/NHz H,C_ Cu
2 AN 2 Ng/ NH-No2
NH-NO2

bne =

(b,2) CH3:N(NO)°C(NH)‘NH'-NO2 + HS-CHZ-CH(NHZ)-COZH -

°N: . . . . .S-N e
CH3 N.C(NHZ) NH NO2 +[H020 CH(NHZ) CH2 S-NO

HOZC-CH(NHZ) -CHZ-S-S-CHZ-CH(NHZ) -COZH
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Una reaccién muy estudiada de la nitrosoguanidina es
la metilacidén de. 1los acidos nucleicos, tanto Min vitro"
como "in vivo", a diferentes pHs y medios. Debido a esta reaccién
metilante; se han aislado derivados metilados de todas las bases

excepto de la timina.

- "Segln Haerlin et al., (1970); Lawley y.Thatcher, (1970).

la metilacién es mayor en las condiciones de mis alta descomposicidn.

Otros trabajos, han confirmado una alta metilacidén en
condiciones de una alta estabilidad de la nitrosoguanidina {(McCalla
et al., 1968). Debido a esto se ha propuesto que es la\propia nitro-
soguanidina el agente metilante, transfiriendo el grupo metilo di-

rectamente. Sin embargo, este mecanismo no explica la dependencia

de la reaccidn con el pH.

La nitrosoguanidina también produce sobre el ADN despuri-

nizacién y desaminacidn.

La metilacién de proteinas también se produce por la
nitrosoguanidina, pero es mas de diez veces menor que la que ocurre

con los &cidos nucleicos (Nagao et al., 1969; Lawley y Thatcher, 1970).



1.2. Biologia gg la nitrosoguanidina

1.2.1. Letalidad
La letalidad y mutagénesis son los efectos biolégicos
de la nitrosoguanidina que mas se han estudiado. La letalidad se

ha estudiado en relacién con la mutagénesis, mas que por si misma.

La concentracidén de mutdgeno y el tiempo de exposicién
influyen obviamente sobre la letalidad (Adelberg et gl., 1965;
Cerda-~Olmedo y Hanawalt, 1967b y 1968; Yoshida y Yuki, 1968; Kondo
éE gi., 1970; Sweet y Moseley, 1976; Jeggo et gl., 1978; Schendel

et al., 1978; Ruiz-Vazquez y Cerda-Olmedo, 1980; Megias, 1981;

Rodriguez-Quifiones et al., 1983).

También influyen factores externos como el pH (Cerda-
Olmedo y Hanawalt, 1968; Veleminsky y Gichner, 1970) y la tempera-
tura (Kashara EE Ei" 1971) as{ como factores internos como el
estado celular de crecimiento (Adelberg et al., 1965; Cerda-
Olmedo y Hanawalt, 1967b; Dugle et al., 1973) y la capacidad ‘de
reparacién (Cerdd-Olmedo y Hanawalt, 1967a; Ishii y Kondo, 1975;

Schendel et al., 1978).

Generalizando puede decirse que cualquier factor que

active la descomposicién de la nitrosoguanidina aumenta la letalidad

producida por ésta. Esto se ve claramente con la relacidn que

existe entre la letalidad y pH (Adelberg et al., 1965; Cerdé-Olmedo

28



29

y Hanawalt, 1968a; Veleminsky y Gichner, 1970; Calderdén y Cerda-
Olmedo, 1983; Rodriguez-Quifiones et al., 1983; Megias et al., 1983)
aunque existen algunos casos en que parece no existir esta relacidn,

como en Streptomyces cacaoi (Kasahara et al., 1971) o incluso darse

un proceso contrario, como en Chlamydomonas reinhardi (Hyams y Davis,

1971).

El incremento de la temperatura también parece aumentar
la letalidad causada por la nitrosoguanidina, variando este efecto
seguin la especie utilizada (Kasahara et al., 1971).

Pequefias variacio;es en el estado fisiolégico y de
crecimiento de la célula pueden modificar la letaliaad (Jyssum,
1969; Zakharova y Bartoshevich, 1977). Asimismo, se ha encontrado
una gran disminucién de la letalidad al aumentar el tiempo de ge-

neracién de Escherichia coli por cambio de la fuente de carbono

(Dugle et al., 1973), estas roturas quizés se deban a despuriniza-
cién por metilacidén del N-7 de la guanina (Orgel, 1956), 0-6 de la
guanina y N-3 de la adenina (Singer, 1975), o por accidn de nucleasas

celulares sobre el ADN metilado (Strauss y Wahl, 1964; Kimball, 1980b).

1.2.2. Mutagenicidad

La nitrosoguanidina se ha utilizado extensamente como
agente mutagénico, empleandose en una amplia variedad de organismos,
como bacterias (Tabla III), virus-(SChneider et al., 1978), levaduras

(Calderén y Cerda-Olmedo, 1982 y 1983}, algas (Hyams y Davis, 1971;
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TABLA III. Utilizacidén de la nitrosoguanidina en bacterias’

(Rodriguez~-Quifiones, 1982)

Bacterias

Referencia

Agrobacterium tumefaciens

Bacillus megaterium

Bacillus subtilis

Corynebacterium

Cystobacter spp.

Chlamydomonas geitleri

Enterobacter aerogenes

Escherichia coli

Haemophilus influenzae

Lactobacillus plantarum

Micrococcus radiodurans

Myxococcus xanthus

Neisseria meningitidis

Polyangium luteum

Rhizobium

Salmonella typhimurium

Langley y Kado, 1972
Arceneaux y Lankford, 1966
Green y Colarusse, 1964
Yoshida y Yuki, 1968

Hill y Gordon, 1967

Grimm, 1978

Necas y‘Pavingerova, 1980
Lerner et al., 1964
Adelberg et al., 1965
Cerdé-Olmedo y Hanawalt, 1968
Kimball y Setlow, 1972
Kimball, 1980a y 1980b
Rodriguez;Quiﬁones, 1982
Sweet y Moseley, 1976
Grimm, 1978

Jyssum, 1969

Grimm, 1978

Casades(s y Olivares, 1979
Megias et al., 1981
Eisenstark et al., 1965

Cheli et al., 1980




31

Matagne y Vincenzotto, 1981), protozoos (Kimball, 1970; Podgorsky
y Deering, 1980), plantas (Mehandzhiew y Yankoulov, 1981), animales
(Vijaykumar y Jain, 1981) y cultivos celulares (Barker y Racham,

1980; Gupta y Goldstein, 1980; Lake et al., 1980).

La nitrosoguanidina ha sido utilizada en condiciones
ambientales muy variadas, desde tratar ADN aislado, hasta tratar
el organismo completo; en medio de cultivo o en tampdn, desde dos
minutos hasta varios dias de tratamiento, desde pH 2 hasta pH 9 ,

desde 0,5 pug/ml hasta varios mg/ml , etc.

En casi todas las circunstancias empleadas es efectiva,
por lo que su uso se puede adoptar a muchos organismos y requeri-

mientos experimentales diferentes.
La nitrosoguanidina es muy inestable, como ya se dijo
anteriormente, los cambios en esta estabilidad influyen sobre la

accién mutagénica y sobre la supervivencia.

Un aumento de la mortalidad no tiene que conducir a un

aumento proporcional de la mutagénesis.

Las comparaciones entre efectos mutagénicos han de rea-

lizarse en condiciones que conduzcan a una misma mortalidad.

En general, podemos decir que los mismos factores que



intervienen en la estabilidad del compuesto, influyen en su accidn

mutagénica, si bien no todos influyen de la misma manera.

Ya se ha citado anteriormente que la letalidad esta
directamente relacionada con la concentracién del mutidgeno y
el tiempo de tratamiento; pero en la produccién de mutaciones al
variar los pardmetros antes citados, se ha observado un fenémeno
de saturacién de las mutaciones al aumentar el producto de ambos
por encima de determinado nivel (Adelberg et al., 1965; Burke y

Fangam, 1975).

De lo expuesto anteriormente se pensé que la nitroso-
guanidina actuarié sobre la regién en replicacién del ADN. Por
mutagénesis secuencial de un cultivo sincronizado se confirmé la
hipétesis anterior, ya que se observd un considerable aumento en
la mutagénesis de cada gen en el momento en que se replicaba ese
gen. Aparecen los maximos de distintos genes en orden concordante
con el mapa genético, pudiéndose construir un mapa de replicacién
(Cerdd-Olmedo et al., 1968b; Hohlfeld y Vielmetter, 1973; Al-Ani,

1977; Zurkowski y Lorkiewicz, 1978).

1.2.2.1. Tipos de mutacidn

La nitrosoguanidina produce tanto transiciones como
transversiones, segin Whitfield et él., (1966), pero no encontraron
mutaciones pof-cambio de bases. Posteriormente se encontro que.si

‘ podia dar lugar a cambios detmases (Riddle y Roth, 1970; Isono Yy -
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Yourno, 1974; Kimball, 1980b).

La metilacidn del N;7 de la guanina parece que induce
una despurinizacidn por labilizacidén de la unidén de la base con la
desoxirribosa. Al replicarse esta parte del ADN se podréd producir
una transicién o transversién por introduccidén de la correspondiente

base o una deleccidn por falta de colocacién de la base.

La metilacidén del 0-6 de la guanina puede producir
apareamiento de bases equivocados (Gerchman y Ludlum, 1973; Abbott

y Saffhill, 1979).

1.2.2.2. Mecanismo de mutacién

Variando las condiciones ambientales de mutagénesis se
comprueba que la metilacién no es la causa de la mutacién (Singer
et al., 1968; Singer y Fraenkel-Conrat, 1969; Kolb y Kaudewitz, 1970),
sino que el grupo esencial de la nitrosoguanidina para la mutagénesis
es el grupo nitroso (Koshinuma et al., 1970). Aunque Loveless (1969)
indica que la metilacién‘del 0-6 de la guanina jueéga un papel imbor—

tante en la mutagénesis.

En este sentido Samson y Cairns, (1977) descubrieron
un proceso inducible de reparacidén de los errores producidos por-
estos agentes alquilantes. Esta réspuesta adaptativa esfé asocia-
da con la capacidad de eliminar eficazmente el grupo metiio>intfo-

ducido en el 0-6 de la guanina (Jeggo et al., 1977; Schendel et al.),
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1978; Karran EE al., 1979; Robins y Cairns, 1979). La actividad
responsable de la eliminacidén del grupo metilo 0-6 de la guanina
se debe a una proteina: una,metil—transferaéa (Olsson y Lindahl,
1980; Bogden et al., 1981; Karran et al., 1982; Evensen y

Seeberg, 1982).

1.2.3. Otros efectos causados por la nitrosoguanidina
La nitrosoguanidina getiga. inactivando el_ADN transfor-

mante al aumentar el pH del medio de cultivo (La Polla et al., 1972).

Tanto en bacterias como en células de mamiferos se ha
observado una disminucién en la incorporacién de aminoacidos.
Por tanto de esta reduccién en la incorporacién de aminodcidos unida
a la reaccién con las proteinas, se deduce que la nitrosoguanidina
inhibe a las enzimas presentes en la célula (Cerdd-Olmedo y Hanawalt,

1967b; Anderson y Burdon, 1970).

Independientemente del mecanismo exacto de mutagénesis,
ésta se produce en las zonas de replicacidn del cromosoma, lo cual

confiere . a la nitrosoguanidina su propiedad mas importante.

PERSPECTIVAS ACTUALES
En el presente trabajo se aportan resultados de interés
no sélo por el estudio realizado con una nueva archaebacteria como

es Halobacterium mediterranei, haléfilo extremo de caracteristicas

peculiares, sino por utilizarse por vez primera un mutdgeno quimico, -



para la obtencidén de mutantes en microorganismos haléfilos extremos,

optimizando las condiciones de tratamiento.

En cuanto a la accidn antibidtica frente a los microorga-
nismos haléfilos extremos, en el presente trabajo se realiza una re-
visidén de los resultados que hasta ahora se conocian, y también se
aportan nuevos resultados con otros antibidéticos. Sobresaliendo los
datos obtenidos, que constrastan con la idea general hasta ahora
mantenida que los indicados microorganismos mantenian una alta resis-

tencia a casi la totalidad de los antimicrobianos conocidos.

Por lo tanto el objetivo fundamental de este trabajo ha
sido tratar de conocer algunas de las caracteristicas generales de

Halobacterium mediterranei frente a agentes mutagénicos (nitrosogua-

nidina).

Para la consecucién de dicho objetivo fue necesario
iniciar este trabajo estudiando la susceptibilidad a antibidticos
de los microorganismos haléfilos extremos, lo que nos permitid
seleccionar posteriormente el antibiético adecuado para la obtencidn
de resistencia inducida al mismo por tratamiento con el agente muta-

génico.

Esta resistencia obtenida se utilizé en experimentos
posteriores como marcador genético, que nos permitid estudiar la
frecuencia de aparicién del mismo en funcidén del tiempo de exposi-

cién y distintos pHs del medio de tratamiento.



MATERIALES



1. MICROORGANISMOS

La relacidén de bacterias utilizadas en este estudio se

~encuentran en la Tabla IV.

TABLA IV. Relacidn de especies bacterianas que se han utilizado

' Microorganismos Procedencia
Haloarcula californiae ATCC 33799
Haloarcula sinaiiensis ATCC 33800
Halobacterium halobium CECT 396
Halobacterium hispanicum ATCC 33960
Halobacterium larsenii ATCC 33959
Halobacterium mediterranei ATCC 33500
Halobacterium saccharovorum ATCC 29252
Halobacterium salinarium CCM 2084
Halobacterium vallismortis ATCC 29715
Halobacterium volcanii DS 2
Halococcus morrhuae CCM 537

Abreviaturas empleadas:

ATCC, American Type Culture Collection, Rockville, Maryland, USA

CCM , Czechoslovak Collection of Microorganisms, Brno

CECT, Coleccidn Espafiola de Cultivos Tipo, Valencia



2. PRODUCTOS QUIMICOS

2.1. Antibidticos
Los antibidticos utilizados se muestran. en la Tabla V.
Las concentraciones finales de cada antibiético en el medio - de

cultivo fueron variables y se indican en cada caso.

TABLA V. Antibidticos que se han utilizado en los diferentes

experimentos

Antibidticos Marca de referencia
Ampicilina sdédica Beecham Research Laboratories
Bacitracina v Sigma Chemical Company
Carbenicilina disédica Beecham Research Laboratories
Cefotaxima sédica Hoechst Iberica S.A.
Cloramfenicol : Sigma Chemical Company
Clindamicina Upjohn Farmoquimica S.A.
D~Cicloserina Ega-Chemie
Eritromicina etilsuccinato Abbott Laboratories S.A.

Espectinomicina clorhidrato  Upjohn Farmoquimica S.A.

Espiramicina base Rhone-Poulenc Farma S.A.E.
Estreptomicina sulfato Sigma Chemical Company

Gentamicina sulfato Sigma Chemical Company

Haloquinona . Dr. A. Zeeck, Universitdt Gottingen

- W. Germany

Josamicina (Yamanquéhi) . Laboratorios LIADE S.A.



Kanamicina sulfato
Lincomicina clorhidrato
Neonmicina sulfato
Novobiocina sbdica
Rifampicina

Troleandomicina

Sigma Chemical Company
Upjohn Farmoquimica S.A.
Sigma Chemical Company
Sigma Chemical Company
Sigma Chemical Company

Pfizer S.A.

Todos los antibidticos. fueron disueltos en agua, menos los que se
indican a continuacién:

Bacitracina y troleandomicina en etanol. D-Cicloserina, eritro-
micina, espiramicina, josamicina, rifampicina, cloramfenicol y

haloquinona en metanol. A

Se esterilizaron por filtracidén utilizando membranas

Sartorius de 0,45 um de didmetro de poro.

2.2. Otros productos

Nitrosoguanidina (N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina),

Sigma Chemical Company, St. Louis, Missouri, U.S.A.

3. TAMPONES

3.1. Solucidn salina

En todos los tampones utilizados se afiadié un 20% (p/v)

de NaCl para mantener la viabilidad de los microorganismos empleados.
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3.2. Tampbn acetato modificado

Se prepard segin Gomori (1955), mezclando en las
concentraciones adecuadas soluciones 0,1 M de &cido acético

(solucidén A) y acetato sédico (solucién B).

De esta forma se prepararon tampones a pHs entre 4,0 y

5,5 unidades.
Solucidén A
Acido acético 0,1 M .. ..veevenn. 11,55 ml

Solucibén de NaCl al 20% ...... .. 100 ml

Solucién B

Se esterilizd en autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

3.3. Tampdédn tris-maleato modificado

Se prepard segin Gomori (1955), mezclando en las pro-

40

porciones adecuadas soluciones 0,2 M de hidréxido sédico (solucién B).

De esta forma se prepararon tampones a pHs entre 5,0

y 8,0 unidades.
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Solucidn A

Tris (hidroximetil) aminometano .. 24,2 g
Acido maleico ...... ceesees ceeean 23,2 g
Solucidén de NaCl al 20%. ...v...... 1000 ml

Solucidn B
NaOH 0,2 M tvevitiereeonenennnns .. 8,0 g
Solucidn de NaCl al 20% ..veeveeen 1000 ml

Se esterilizd en autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

3.4. Tampdn citrato-tris-maleato modificado

Se prepard una solucidn que contenia:

Acido citrico cvviiiieiirnnanenns 2,65 g
Citrato sédicé N 3,67 g
Tris(hidroximetil)aminometano .... 1,51 g
Acido maleico ..eveeennenn. ceeesane 1,45 g
Solucidn de NaCl al 20% e.veeeens . 200 ml

Los distintos pHs se obtuvieron diluyendo 20 ml de esta solucién
hasta 0,005 M mediante adicién de solucién de sales y una solucidn
1 M de NaOH o de HCl en las proporciones adecuadas. De esta forma

se prepararon tampones a pHs entre 4 y 8,5 unidades.

Se esterilizd en autoclave a 121 °C durante 20 minutos.
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4. MEDIOS DE CULTIVO PARA BACTERIAS

4.1. Medios liquidos

4.1.1. Solucién concentrada de sales (30% (p/v))

Esta compuesta por:

NaCl ......... ceeeeen ceieeeaes ... 234 g
MgC12-6H20 ceseenan ceeteeeeaaeae .o 39 g
MgS0,*7H 0 weeeeriiiineiiinnnn... 61 g
CaCl2 ......................... . 1 g
KCl ....uuen et et aens 6 g
NaHCO3 centeennn cesasranesscecnana 0,2 g
NaBr .coeeeeeess N . 0,7 g
HZO destilada C.S.Pe +seecenn cesess 1000 ml

4,1.2. Medio de cultivo liquido
Se utilizd un medio con un 25% (p/v) de sales totales
(Rodriguez-Valera et al., 1980), que estd compuesto por:
Extracto de levadura (Difco) ..... 5 g
Solucidn concentrada de sales .... 833,3 ml

Agua destilada ...c.vevenens PR 166,7 ml

El pH de los medios se ajusté con NaOH 1 N a 7,4 unidades, el medio

se esterilizé en autoclave a 121 °C * durante 20 minutos.



4.1.3. Medio para el crecimiento de Haloarcula

Se emple6 el medio recomendado por Javor et al.,(1982):

Medio base

O 2,0 g
MgSO4j7H20 ................ 20,0 g
Citrato s6dico ...... e 3,0 g
NaCl couiievininneinnennans 250,0 g
Ca012 ........ cesesetesesnne 0,2 g
Agua destilada C.S.Ps eecnee 900 ml

El pH se ajustd a 7,4 unidades con NaOH 1 N .
Se esterilizé el medio base en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.
Se dejo enfriar y se le afladidé entonces asépticamente las siguientes

soluciones:

Solucidén de peptona bacteriolégica

Peptona (0x0id) ...eveeee.e 100 g
Agua destilada ....ceuvees . 1000 ml
Se esterilizd por filtracibén a través de membranas Sartorius de

0,45 um de didmetro de poro.

—
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Solucién de elementos trazas

Mn012°4H20 ........... 0,218 g
Fe012'4H20 ceeee 3,580 g
HZO destilada ........ 1000 ml

Los componentes de esta solucidén se deben afiadir en el orden de la
lista y se esterilizd por filtracidn a través de membrana Sartorius

de 0,45 um de diémetro de poro.

Composicién final del medio de cultivo

Medio base .veeiveerreeseenanes 900 ml
Solucidn de peptona ......cce.. 100 ml
Solucidén de elementos trazas .. 1 ml

El pH final del medio debe de ser de 7,4 unidades.

4.2 Medios para el tratamiento con antibidticos

En el caso de tratarse de medios liguidos, las soluciones
de antibidticos, previamentes estériles, se afladieron asépticamente
al medio de cultivo liquido en las cantidades iddneas para conseguir

las concentraciones finales deseadas.

4.3 Medios sblidos

Los medios sélidos se prepararon afiadiendo 12 g/l de

agar (Oxoid Technical, no. 1) a los medios liquidos.



En los casos en que los antibiéticos o la nitrosoguani-
dina se incorporaron al medio sélido se mantuvo el medio en sobre-

fusidén (45 °C) antes de afladir los mismos.
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METODOS



1. CULTIVO DE LAS BACTERIAS EN MEDIO LIQUIDO

Los cultivos liquidos se inocularon a partir de una
colonia bacteriana y se incubaron durante toda la noche a 37 °C
en un agitador orbital (Lab-Line Instruments, Inc., Melrose Park,
I11. USA) a 200 rpm .

Posteriormente este cultivo inicial se diluydé en medio
de cultivo nuevo, dejandolo crecer hasta una concentracién préxima
a4 X 108 células/ml, que equivale a una densidad 6ptica de 0,8
unidades a 520 nm en un espectrofotémetro "Spectronic 20" (Bausch &

Lomb).

2. RECUENTO DE BACTERIAS VIVAS

Tras las diluciones oportunas, en solucidén de sales al
25% (SW-25), se tomaron muestras gque contendrian de 100-200 u.f.c.
(unidad formadora de colonia) y se extendieron en placas con agar-
SW-25 mds extracto de levadura (SW-25YE) incubdndolas a continuacién
a 37 °C durante cuatro dias, envueltas en bolsas de plastico para
conservar un adecuado grado de humedad. Para cada muestra se

sembraron tres placas y con ellas se calculé la media.
3. ESTUDIO DE LA CURVA DE CRECIMIENTO
Se inocularon tubos con medio SW-25YE liguido con 0,2 ml

de una suspensidén iniciadora del microorganismo cuya densidad 6ptica

era de 0,3 unidades a 520 nm .
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Los cultivos asi sembrados se incubaron a 37 °C en
posicidén proxima a la horizontal, para conseguir una méxima aireacién,
en un agitador orbifal a 200 rpm y se determindé el crecimiento mi-
diendo ‘periddicamente ~la’ ‘densidad “éptica a 520 nm y tomando

muestras de cultivo para el recuento del nimero de células viables.

Se.pretendid con ello calcular el tiempo de generacidn

del microorganismo.

4. ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS

4.1. Método del gradiente en placa

Se eligié la técnica descrita por Carlton y Brown (1981).
Se vertieron 10 ml de medio agar-SWYE estéril en una placa de Petri
estéril, de 100 mm de didmetro, dejandose enfriar con la placa in-
clinada, de tal forma que la superficie del medio coincida con el

canto inferior de la placa (Figura 2).

Una vez gelificado el agar, la placa se nivela y se afiaden 10 ml del
medio m&s antibidético, se deja enfriar sobre una superficie nivelada,

perfectamente horizontal.

De esta forma se consigue un gradiente de concentracidn
del antibiético desde O ug/ml hasta la méxima concentracién en el

lado opuesto de la placa.



FIGURA 2.

FIGURA 3.

FIGURA 4.

Preparacidén del: gradiente en placa:

(A) Medio base con agar; (B) Agar antibiético.

Siembra de la placa con el gradiente de antibiético.

Determinacién de la concentracién util del antibidtico
ensayado.
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Se realiza una sefial en la superficie inferior de la

placa que indique la orientacién del gradiente.

Las placas deben prepararse 24 horas antes de su uso,
para que se establezca el gradiente de antibidético y han de utili-
zarse antes de un tiempo prudencial, con el fin de que el gradiente

no desaparezca.

La bacteria a probar se inoculé como una estria con-
tinua desde el punto con menor concentracién del gradiente hasta

el de méxima concentracidén (Figura 3).

La lectura de las placas se realizé por la ausencia de

crecimiento en una zona determinada del gradiente (Figura 4).
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4.2. Test de dilucidn en tubos de medio liquido

4.2.1. Dilucién del antibidtico

Se eligié la técnica descrita por Washinton y Sutter
(1980). Se prepararon disoluciones de los distintos antibiéticos
con una concentracidén de 1500 ug/ml utilizando como disolvente la

solucién de sales al 25% (p/v).

Al primer tubo se afiade 2 ml de la solucibén de anti-
biético. A cada uno de los restantes tubos se afiade 1 ml de medio

liquido.

Con una pipeta estéril, se transfiere 1,0 ml del
primer tubo al segundo. Se mezcla el contenido del segundc tubo
vy 1,0 ml se transfiere al tercer tubo, asi sucesivamente, Al 0lti-
mo tubo no se le afiade la solucidn con antibiético y sirve, por tanto

como control.

La concentracidén del antibidtico en cada tubo sera la

mitad de la concentracidén del tubo que le antecede.

4.2.2. 1Inbculo

El inbéculo se prepard ajustando la densidad optica de
un cultivo incubédo durante 24 horas, la densidad elegida fue de
0,8 unidades y se diluydé en la proporcidén 1:200 , afiadiendo "a

cada tubo 1 ml del cultivo ajustado.
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4.2.3. Interpretacién de los resultados
Los resultados se presentan como la minima concentracién
inhibitoria (MIC) que se define comc la menor concentracién de anti-

biético capaz de inhibir el crecimiento,visible como turbidez.

5. TRATAMIENTO CON NITROSOGUANIDINA

La nitrosoguanidina se disolvidé en agua destilada a
1 mg/ml,.y se dispensé en tubitos a la razén de 1 ml por tubito.
Los tubos se guardaron congelados y en oscuridad hasta el momento

de ser utilizados, sin que en ningin caso volvieran a ser congelados.

5.1 En medio sdlido

Se prepard un cultivo en medio liquido y se incubd
hasta alcanzar unas 4 X 108 células/ml. Entonces se centrifugd
en tubos Eppendorf en una microcentrifuga Eppendorf 5414 durante
60 segundos a 12000 rpm y se resuspendié en solucién de sales

SwW-25.

Se hicieron las diluciones oportunas y se sembraron
alicuotas de 0,1 ml de estas soluciones en placas con medio agar-
SWYE al que se le habia afladido nitrosoguanidina para unas con-

centraciones finales en placa de 1 ug/ml, 10 ug/ml y 100 ug/ml.

Las placas se incubaron a 37 °C envueltas en papel de
aluminio para impedir la descomposicidén de la nitrosoguanidina por

la luz.
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5.2. En tampén
Se utilizdé la técnica descrita por Cerdd-Olmedo y Hanawalt

(1967) adaptada a Halobacterium mediterranei.

Células que habian estado creciendo en SWYE liquido
hasta alcanzar la densidad 6ptica adecuada, se centrifugaron y se
resuspendieron en distintos tampones y pHs segin cada caso, indi-

cado en el correspondiente apartado de resultados.

Se afiadid nitrosoguanidina a una concentracidén final
de 500 ug/ml y se incubd a 37 °C en oscuridad y sin agitacién,

salvo indicaciones contrarias.

Al final del tratamiento deseado se tomaron alicuotas
de la suspensién de células, se diluyeron en solucién de sales
SW-25 estéril, se centrifugaron y se lavaron dos veces con SW-25

estéril, sembréndolas en medio SWYE agar tras.las diluciones adecuadas.

6. AISLAMIENTO DE MUTANTES RESISTENTES A ANTIBIOTICOS

Para la obtencién de mutantes resistentes espontéaneos,

se partid de un cultivo en fase estacionaria, densidad 6ptica 1,6

El factor de dilucidén empleado dependid de la frecuencia
de aparicién de cada uno de los mutantes que se buscaba. Estas fre-

cuenclas aparecen en la Tabla VI del apartadc de resultados.



Para la obtencién de mutantes resistentes a la josami-
cina inducidos por nitrosoguanidina, la siembra en el medio de
cultivo con antibidtico se efectud después del tratamiento indicado

en cada caso, realizando las diluciones oportunas.
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I. SUSCEPTIBILIDAD DE HALOFILOS EXTREMOS A ANTIBIOTICOS

El objetivo de este primer apartado de los resultados, fue
estudiar el comportamiento de nuevas especies de haldéfilos extremos frente

a diversos antibidticos.

Se creyd interesante probar antibidéticos no utilizados hasta
el momento en estos microorganismos,incluyendo en el estudio especies de
microorganismos haldéfilos extremos que siendo de reciente aceptacién
no habian sido estudiadas frente a los antibidéticos ensayados en este

trabajo.

Con ello, se quiso completar el estudio de la susceptibilidad
de los microorganismos haléfilos extremos a un gran nimero de antibidticos
y la posibilidad de usar este caracter para determinar sus posibles rela-
ciones taxondmicas.

1. ESTUDIO DE LA SUSCEPTIBILIDAD A LOS ANTIBIOTICOS

1.1. Estudios preliminares de la concentracién inhibitoria de los

antibidticos por el método del gradiente en placa

Para tener una idea aproximada de la concentracidén de antibié-
tico que produce inhibicién y posteriormente hacer un estudio detallado de
esta zona de inhibicién y calcular la minima concentracidén inhibitoria, se

utilizé el método del gradiente en placa, utilizando como concentracién
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maxima del antibiético 1500 pug/ml . Esta técnica 'es descrita en Métodos

apartado 4.1.

En las Tablas VI , VII y VIII se muestran las inhibiciones pro-

ducidas por distintos antibidéticos frente a Halobacterium mediterranei ,

Halobacterium hispanicum y Halobacterium larsenii , deduciéndose de los

mismos los valores aproximados de concentracidén de los antibidticos que
producen una inhibicidén visible del crecimiento de estas bacterias. Este
valor fue de gran utilidad en el estudio de la MIC de estos antibidticos

frente a los distintos microorganismos.
Siempre que queriamos orientarnos sobre las concentraciones de
antibidtico que se debian utilizar en experimentos posteriores, se recurrid

a dicho "método del gradiente en placa'.

1.2. Estudio de la concentracidén minima inhibitoria

Las concentraciones minimas inhibitorias (MIC) se estudiaron

segiin la técnica descrita en Métodos, apartado 4.2.

Los resultados se muestran en las Tablas IX , X , XI , XII y XIII .

En la Tabla IX se muestran los resultados obtenidos con antibid-

ticos de la familia de las penicilinas tales como la ampicilina y la carbe-

nicilina. Todos los microorganismos ensayados fueron resistentes a la con-

centracién maxima probada (1500ug/ml) excepto Halobacterium hispanicum cuya

MIC .para la carbenicilina fue de 1500 ug/ml



TABLA VI. Estudio de la concentracidén inhibitoria de 14 antibidticos sobre

el crecimiento de Halobacterium mediterranei . Las placas se incubaron

durante 72 horas a 37 °C .

Antibidtico Concentracidn Distancia Concentracidén
(ug/ml) (mm)(l) aproximada (ug/ml)
Ampicilina 500 100 (a) —
Carbenicilina 500 100 ——
Cefotaxima 500 © 100 _—
D-Cicloserina 500 100 —_—
Troleandomicina 500 40 —_—
Josamicina 500 10 50
Rifampicina 500 5 25
Novobiocina 500 5 25
Estreptomicina 500 100 _
Kanamicina 500 | 100 —_—
Neomicina 500 100 —_—
Gentamicina 500 100 ——
Espectinomicina 500 100 ———
Cloramfenicol 500 40 200

(1)

Distancia en mm desde el borde de la 2zona de inhibicidén del crecimiento

al punto del gradiente con menor concentracién del antibiético.

(a)

100 indica no inhibicidén del crecimiento.
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TABLA VII. Estudio de la concentracidén inhibitoria de 14 antibidticos sobre

el crecimiento de Halobacterium hispanicum . Las placas se incubaron durante

72 horas a 37 °C .

Antibidtico Concentracidn Distancia Concentracién
(ug/ml) (mm)(l) aproximada (ug/ml)
Ampicilina 500 100 (&) o
Carbenicilina 500 100 ——
Cefotaxima _ _— —_— _—
D-Cicloserina 500 25 125
Troleandomicina 500 30 150
Josamicina 500 100 —
Rifampicina 500 4 20
Novobiocina 500 4 20
Estreptomicina 500 100 —
Kanamicina 500 100 ——
Neomicina 500 100 —_—
Gentamicina 500 100 e
Espectinomicina 500 100 ——
Cloramfenicol 500 100 —

(1)

Distancia en mm desde el borde de la zona de inhibicidén del crecimiento
al punto del gradiente con menor concentracién del antibidtico.

(a)

100 indica no inhibicidn del crecimiento.



TABLA VIII. Estudio de la concentracidén inhibitoria de 14 antibidéticos

sobre el crecimiento de Halobacterium larsenii . Las placas se incubaron

72 horas a 37 °C .

Antibidtico Concentracidén Distancia Concentracién

(ug/ml) (mm)(l) aproximada (ug/ml)

Ampicilina 500 100 ———
Carbenicilina 500 100 —_—
Cefotaxima —_— — —
D-Cicloserina 500 100 ——
Troleandomicina 500 100 —
Josamicina 500 100 _—
Rifampicina 500 20 4
Novobiocina 500 50 10
Estreptomicina 500 ‘ 100 —
Kanamicina 500 100 —
Neomicina 500 100 —_—
Gentamicina 500 100 ———
Espectinomicina 500 100 —_—
Cloramfenicol 500 100 —

(1)

Distancia en mm desde el borde de la zona de inhibicién del crecimiento
al punto del gradiente con menor concentracidén del antibidtico.

(a)

100 indica no inhibicidén del crecimiento.
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Los datos bibliograficos existentes indican gque los microorga-
nismos haléfilos extremos son resistentes a los antibiéticos de la familia
de las penicilinas o presentan una MIC muy elevada. Mescher y Stromingef
(1975) probaron penicilina G sédica y ampicilina, encontrando MICs muy

elevadas usando Halobacterium salinarium , Halobacterium cutirubrum y

Halobacterium halobium . Hilpert et al. (1981) utilizd penicilina G sé-

dica sobre cinco microorganismos haldéfilos extremos, no encontrando

inhibicidén del crecimiento.

Estos resultados estén de acuerdo con la idea de que los
microorganismos haldéfilos extremos carecen de mureina siendo asi que
dichos antibiéticos inhiben especificamente la tercera etapa de la sin-

tesis de la misma.

En la Tabla X se indican las MIC de los restantes antibidticos
ensayados, cuyos mecanismos de accibn implican la sintesis de mureina.
De los antibidéticos estudiados todos aquellos con accidn sobre la sintesis
de mureina no mostraron actividad alguna a la concentracién méxima ensayada;
menos la bacitracina,que inhibid el crecimiento a concentraciones comparables
a las.exigidas: por.las. bacterias. normales, excepto en las.especies del género

Haloarcula y Halobacterium larsenii sobre las que -no actud.

Ya Mescher y Strominger (1975) postularon que la bacitracina
debia actuar sobre las halobacterias inhibiendo la sintesis de un componen-
te estructural de su envuelta, segin parecia derivarse del hecho que la

bacitracina diera lugar a la inhibicién del crecimiento junto con un cambio
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TABLA IX. Concentraciones Minimas Inhibitorias (en pg/ml) de los antibiéticos
ampicilina y carbenicilina, frente a 11 microorganismos haléfilos extremos,

después de 72 horas de incubacidén a 37 °C
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Halobacterium halobium N.I. N.I.
Halobacterium salinarium N.I. N.I.
Halobacterium saccharovorum N.I. N.I.
Halobacterium vallismortis N.I. N.I.
Halobacterium mediterranei N.I. N.I.
Halobacterium hispanicum N.I. 1500
Halobacterium larsenii N.T. N.I.
Haloarcula californieae N.I. N.I.
Haloarcula sinaiiensis N.I. N.TI.
Halococcus morrhuae N.I. N.I.

N.I. , no inhibicidén del crecimiento.



TABLA X. Concentraciones Minimas Inhibitorias (ug/ml) de los antibiéticos
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cefotaxima, D-cicloserina y bacitracina frente a 11 microorganismos haléfilos

extremos, después de 72 horas de incubacidén a 37 °C

Halobacterium

halobium

Halobacterium

salinarium

Halobacterium

saccharovorum

Halobacterium

vallismortis

Halobacterium

volcanii

Halobacterium

mediterranei

Halobacterium

hispanicum

Halobacterium

larsenii

Haloarcula californieae

Haloarcula sinaiiensis

Halococcus morrhuae

Cefotaxima

1500

D-Cicloserina

1500

1500

Bacitracina

94

94

94

94

188

47

47

N.I. , no inhibicién del crecimiento.
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de la morfologia a formas esféricas.

En cuanto al comportamiento de Halobacterium larsenii y especies

de Haloarcula , no.puede explicarse con los conocimientoscactuales” que
tenemos en relacidén a su fisiologia. En el caso de Haloarcula su morfologia

cuadrangular podria contribuir a este comportamiento.

Se ensayaron otros antibiéticos de espectro parecido al de la
penicilina (Tabla XI) como son los macrdlidos y los azicares complejos
(lincomicina y su derivado clorado, clindamicina), que aunque difieren
quimicamente de los macrdlidos poseen un espectro antibacteriano muy

parecido.

La eritromicina es el macrdlido mds utilizado junto con la
troleandomicina (TAQ), ambos poseen una accidn parecida sobre la sintesis

proteica.

A la eritromicina, todos los microorganismos haléfilos extremos
ensayados presentan una MIC entre 188 y 375 ug/ml , siendo estos resultados
diferentes a los presentados por Hilpert et g;.(1981) que indican no inhibi-

cién a dicho antibibético para los haldfilos extremos ensayados.

Solamente Halobacterium mediterranei presenté una inhibicién

aceptable frente a troleandomicina.

La lincomicina fue inactiva para todas las especies ensayadas

excepto nara Halobacterium hispanicum , sin embargo su derivado clindamicina




TABLA XI. Concentraciones Minimas Inhibitorias (ug/ml) de seis antibidticos
frente a 11 microorganismos haléfilos extremos, después de 72 horas de in-

cubacidén a 37 °C .
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Halobacterium halobium 188 1500 N.I. 1500 N.I N.I
Halobacterium salinarium 188 N.I N.I. 750 N.I. N.I.
Halobacterium saccharovorum 375 1500 N.I. 1500 N.I. N.I
Halobacterium vallismortis 188 N.I N.I 750 N.I N.I
Halobacterium volcanii 375 N.I N.TI 750 N.I N.I
Halobacterium mediterranei 375 375 38* 1500 N.I N.I
Halobacterium hispanicum 188 1500 875 1500 1500 N.I
Halobacterium larsenii 188 1500 N.I N.I N.I N.I
Haloarcula californieae 188 N.I N.T 1500 N.I. N.I
Haloarcula sinaiiensis 188 N.I N.TI 1500 N.I N.I
Halococcus morrhuae 188 N.I N.I 750 N.I. N.I

N.I. ,

*

no inhibicidn del crecimiento.

La concentracidén mixima empleada del antibiético fue de 50 ug/ml .
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si presentaba actividad.

En cuanto a la espiramicina, no presentd actividad sobre ninguno

de los microorganismos haléfilos extremos estudiados.

La josamicina sobresale por su marcada actividad sobre Halobacterium

mediterranei . El1 comportamiento de sensibilidad a la josamicina y troleando-

micina de Halobacterium mediterranei en comparacidén del resto de los haléfilos

extremos ensayados, puede indicar la existencia de una similitud en el me-
canismo de translocacidén del sitio A al sitio P del peptidil ARN-transferente
en la sintesis de proteinas, con el resto de las bacterias sensibles a di-

cho antibidtico.

Los aminoglucésidos ensayados (Tabla XII), se ven afectados por
la acidez y la presencia de sales (especialmente iones polivalentes) pre-

sentes en el medio.

Hasta ahora se reconocian a las halobacterias como microorganis-
mos fuertemente resistentes a los aminoglucésidos (Hilpert et al., 1981),
justificando esta resistencia no como una propiedad intrinseca de los ribo-
i : , + ++ .
somas sino como una causa directa de la presencia de Na y Mg en el medio,
sin embargo un aminoglucésido como la kanamicina mostré actividad frente a

las especies nuevas Halobacterium mediterranei y Halobacterium hispanicum ;

asimismo la neomicina poseia actividad frente a haléfilos extremos tipicos

¥y a la nueva especie Halobacterium hispanicum y marcadamente en especies

de Haloarcula .
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TABLA XII. Concentraciones Minimas Inhibitoriasw(pg/ml) de cinco antibidticos

frente a 11 microorganismos haléfilos extremos, después de 72 horas de incuba-

cidn a 37 °C

©
=
.~
6}
-
=
o)
P
o,
[
&
P
]
25
Halobacterium halobium N.I.
Halobacterium salinarium N.I.
Halobacterium saccharovorum N.T.
Halobacterium vallismortis N.I.
Halobacterium volcanii N.TI.
Halobacterium mediterranei N.I.
Halobacterium hispanicum N.I.
Halobacterium larsenii N.I.
Haloarcula californieae N.I.
Haloarcula sinaiiensis N.I.
Halococcus morrhuae N.I.

Kanamicina

1500

1500

Neomicina

N.I.

1500

1500

N.I.

1500

47

24

1500

Gentamicina

Espectinomicina

N.I. , no inhibicién del crecimiento.
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Gentamicina y estreptomicina son aminoglucdsidos que se afectan
de una manera notable por la acidéz y los cationes. debido a esto, parece

explicarse por qué presentan una inactividad tan marcada (Weisburg and Tanner,1982)

La rifampicina (Tabla XIII) mostrdé una buena actividad pero no
inhibié a las especies de Haloarcula a concentraciones utilizables, este
hecho lo consideramos muy significativo en cuanto a las diferencias que
deben de existir en dicho género con los restantes especies haléfilas del

género Halobacterium

Cabe destacar las bajas MICs que presentan las especies

Halobacterium mediterranei , Halobacterium hispanicum y Halobacterium

larsenii respecto al resto de las haléfilas extremas. Igualmente son

significativas las elevadas MICs que poseen Halobacterium volcanii

y Halobacterium morrhuae

Los resultados obtenidos con cloramfenicol presentan MICs

muy elevadas salvo para Halobacterium mediterranei (MIC 141 ug/ml) y

las especies de Haloarcula . Estos resultados difieren de los presentados

por Hilpert et al. (1981) donde las especies de Halobacterium que utilizéd

no presentaron inhibicidn del crecimiento.

La haloquinona (Krone et al., 1981) junto con la eritromicina
fueron los antibiéticos con un comportamiento mas uniforme frente a los
microorganismos ensayados (Tabla XI y XIII), resaltando la mayor suscepti-
bilidad de las especies nuevas a la haloquinona, inhibidor de la sintesis

de ADN.



TABLA XIII.

frente a 11 microorganismos haldfilos extremos, después de 72 horas de incubacidn
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Concentraciones Minimas Inhibitorias (yg/ml) de cuatro antibiéticos

a 37 °C
—
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Halobacterium halobium 24 188 1500 375
Halobacterium salinarium 24 12 1500 375
Halobacterium saccharovorum 12 94 1500 188
Halobacterium vallismortis 94 6 750 750
Halobacterium volcanii 188 188 1500 188
¥* 3* ¥* 3¢
Halobacterium mediterranei 4 2 141 188
* *
Halobacterium hispanicum 4 8 1500 a7
3* ¥*
Halobacterium larsenii 4 32 1500 24
Haloarcula californieae ' N.I. N.I. 188 47
Haloarcula sinaiiensis N.I. N.I. 94 47
Halococcus morrhuae 188 24 750 94
N.I. , no inhibicién del crecimiento.

*
La concentracidén méxima del antibiético empleada fue 500 ug/ml..

¥* 3%
La concentracién méxima del antibiético empleada fue 225 ug/ml



La haloquinona,descrita inicialmente como activa frente a tres

especies (Ewersmeyer-Wenk et gi., 1981),resultd activa frente al resto de

las especies ensayadas por nosotros, incluyendo las del género Haloarcula .

70



71

I7. ESTUDIO DE LA LETALIDAD Y LA MUTAGENICIDAD EN Halobacterium

mediterranei

1. GENERALIDADES

Son muchos los trabajos en los que se describe el poder
mutagénico de la nitrosoguanidina, tanto en procariotas como en
algunos eucariotas. Sin embargo no se ha descrito el uso de agen-
tes mutagénicos de este tipo en halobacterias. En el presente
trabajo se pretende establecer cuéles son las condiciones Optimas

y mads practicas para la obtencién de mutantes de Halobacterium

mediterranei .

De este modo se ha estudiado la influencia de distintos
factores en la letalidad, medida como proporcién de células capaces
de crecer en medio nutritivo después del tratamiento, y en la muta-
genicidad, medida por la aparicidén de colonias resistentes a la
josamicina; antibiético cuyo mecanismo de accidn es similar al
de cloramfenicol, pero que carece de accidn secundaria sobre el

metabolismo de la bacteria.
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2. 'ESTUDIO DE LA CURVA DE CRECIMIENTO

Las Figuras 5 y 6 muestran los resultados de la curva

de crecimiento de Halobacterium mediterranei. De la Figura 5 se

establece un tiempo de generacidén de 2 horas y 45 minutos.

La Figura 6 establece la relacidn entre la densidad ¢
éptica y el nimero de células, en la fase exponencial de crecimiento,
muy Gtil para conocer el nGmero aproximado de células por ml

existentes al comenzar cada uno de los experimentos realizados.

3. ENSAYOS CON NITROSOGUANIDINA

En todos los organismos, la supervivencia y la frecuen-
cia de mutantes depende de la concentracidén de mutégeno y del tiempo
de exposicidén. Ademads, en bacterias no se ve influida por la agi-
tacidén del cultivo durante el tratamiento mutagénico, debido, quizas,
a que por su menor tamafio las bacterias se mantienen en suspensidn
durante todo el tratamiento. Por lo tanto, en todos los experimen-
tos realizados prescindimos de la agitacidén, incubando a 37 °C y

en oscuridad.
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FIGURA 5. Curva de crecimiento de la especie Halobacterium

mediterranei en solucién de sales al 25 % mas 0,5 % de extracto

de levadura (SWYE).
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FIGURA 6. Relacidn entre el nimero de células y la
densidad Optica, medida a 520 nm, de un cultivo en fase

exponencial de crecimiento.



3.1. Ensayos preliminares

3.1.1. Efecto de la solucidén de sales sobre la estabilidad de la
nitrosoguanidina
La primera pregunta que se planted antes de estudiar

el efecto de la nitrosoguanidina sobre Halobacterium mediterranei

fue si esta estirpe bacteriana era capaz de mantener su viabilidad en

los tampones y pHs que se utilizarian posteriormente.

De los resultados que se obtuvieron se deduce que salvo
en tampén acetato a pH 4,5 gn el que se observd una ligera disminu-
cién del titulo de células (3,3 X lO8 células/ml) respecto al titulo
de células en el control (se considerd como control la solucién de
sales al 25% (p/v) (2 X 109 células/ml) ),ninguno de los otros tam-
pones y pHs utilizados se alejaron del titulo celular que presentd
dicha estirpe en la solucién de sales. Los titulos presentados en
los tampones tris-maleato modificado y citrato-tris-maleato modifi-

8

cado oscilaban entre 9,5 X 10” y 1,7 X 109 células/ml, cuando la

densidad 6ptica del cultivo era de 0,8 unidades.

De lo que se deduce que estos tampones se pueden utili-

zar para el estudio de la letalidad y mutagenicidad en Halobacterium

mediterranei

- Por otro lado y dado que no existen datos bibliogréaficos
sobre la estabilidad de la nitrosoguanidina a tan alta concentracién

iénica, se realizé un estudio previo de la estabilidad de dicho mutéa-

75
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FIGURA 7. Evolucidn de la estabilidad de la nitrosoguanidina,
medida como variacidén de la densidad 6ptica a 400 nm a lo largov
del tiempo, a distintas concentraciones iniciales y disuelta en
diferentes soluciones, manteniendo los tubos siempre en oscuridad
e incubados a 37 °C. (@) tampdén tris-maleato modificado, pH 7,4
y 200 pug de nitrosoguanidina/ml; (A) solucidén de sales (25 %)y
200 pug de nitrosoguanidina /ml; (M) tampdén tris-maleato, pH 7,4
y 200 pug/ml de nitrosoguanidina; (¥) tampdén acetato modificado,
pH 5,0 y 500 ug de nitrosoguanidina/ml; %) tampén citrato-tris-

maleato modificado, pH 8,5 y 400 ug de nitrosoguanidina/ml.
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geno en solucidén de sales, tampdn tris—maieico modificado, tampdn
tris-maleico, tampdn citrato-tris-maleato modificado.y tampdén ace-
tato modificado. En la Figura 7 se muestra la evolucidn de la es-
tabilidad de la nitrosoguanidina a lo largo del tiempo en dichas
soluciones y a distintas concentraciones iniciales de nitrosoguani-
dina. El tampén tris-maleato se utilizd como control de estabilidad

de la nitrosoguanidina.

De esta figura se deduce que la nitrosoguanidina se
mantiene estable en todas las soluciones empleadas durante las tres
horas que duré el experimento y sin apreciarse desviacién sobre la
curva control; éste tiempo de experimentacidn fue siempre superior

a los que se utilizaron en los experimentos posteriores.

Se deduce pues que la alta concentracién idnica no afecta

a la estabilidad de la nitrosoguanidina.

3.1.2. Letalidad en medio sélido
La Figura 8 muestra la capacidad de un cultivo de formar
colonias en medio que contiene distintas concentraciones de nitroso-

guanidina.

Se observa cierta inhibicién a partir de 1 ug de nitro-
soguanidina por ml por placa, llegando a ser la letalidad de hasta
un 70% del cultivo inicial sembrado, Estos resultados coinciden con

los obtenidos por Calderdén y Cerda-Olmedo (1983). Este experimento
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FIGURA 8. Capacidad de un cultivo de formar colonias en
medios que contengan distintas concentraciones de nitrosogua-

nidina. La incubacidn se realizd a 37 °C y en oscuridad.
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nos puede orientar sobre la concentracidn de nitrosoguanidina que
se debe emplear para obtener frecuencias de supervivencia entre el
1y el 10% (Neale, 1976); de la figura se deduce que estas concen-
traciones deben de ser superiores a 100 pg/ml por extrapolacidn

de los valores ensayados, ya que no pueden ser corroborados experi-—
mentalmente por los impedimentos intrinsecos del experimento (se

rebasan los limites de seguridad).

3.2. Influencia de la concentracién de nitrosoguanidina sobre la

letalidad
Se han utilizado concentraciones crecientes de nitroso-

guanidina, estudiando la letalidad a lo largo del tiempo.

En la Figura 9 se muestran los resultados obtenidos al
tratar una suspensidén bacteriana de 2 X 108 células/ml a las concen-
traciones de 10 , 50 , 100 , 250 , y 500 pug de nitrosoguanidina por

mililitro.

Se observa una disminucidén de la supervivencia al aumen-

tar la concentracién de nitrosoguanidina.

La obtencidn de una alta supervivencia a concentraciones
elevadas de nitrosoguanidina difieren de las obtenidas en otras
bacterias (Cerdd-Olmedo y Hanawalt, 1968) pero estan de acuerdo con

los datos obtenidos en Rhizobium trifolii (Megias et al., 1981),

en Lactobacillus plantarum (Rodriguez-Quifiones et al., 1982) y en
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FIGURA 9. Variacién de la letalidad producida a
distintas concentraciones de nitrosoguanidina a lo
largo del tiempo de tratamiento en tampén tris-maleato
modificado pH 7,4 . (®) 10 ug de MNNG/ml; (%) 50 ug de
MNNG/ml; (M) 100 ug de MNNG/ml; (A) 250 ug de MNNG/m1;

# ng de MNNG/ml.



Micrococcus radiodurans (Rebeyrotte, 1983) y que pueden explicarse

por la similitud existente entre los tiempos de generacidn de

Halobacterium mediterranei y las especies citadas.

El hecho que una estirpe bacteriana presente un tiempo
de generacidn largo puede ser debido a un tiempo de replicacidn
del cromosoma bacteriano prolongado o a un tiempo de septacidn de

la bacteria parental elevado.

Dado que el tamafio del cromosoma de Rhizobium trifolii

es similar al tamafio del cromosoma de Escherichia coli y que no

existen formacidén de multihorquillas en Rhizobium trifolii (Zurkowski

y Lorkiewicz, 1977) cabe suponer que la velocidad de replicacidn

en Rhizobium trifolii es menor que en Escherichia coli, y como ya

se ha indicado en la introduccién, la nitrosoguanidina actua a nivel
de punto de replicacién (Cerdé-Olmedo et al., 1968) puede especularse
que son necesarias mayores dosis de nitrosoguanidina para producir

el mismo efecto letal a tiempos iguales de tratamiento.

Este hecho podria justificarnos que sean necesarias igual

mente dosis altas de nitrosoguanidina en Halobacterium mediterranei.

La curva de supervivencia,con sus dos pendientes,que
se muestra tras un tratamiento con nitrosoguanidina a
la concentracién de 500 pug/ml nos indicaria la existencia de mas

de un mecanismo de letalidad producida por el mutdgeno, ya que exis-

81
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ten dos subpoblaciones con distinta sensibilidad a la nitrosoguanidina.

Aproximadamente el 90% de la poblacidn es  altamepkes:i:_:
sensible a la accidén de la nitrosoguanidina, mientras que el 10%
restante de la poblacidén es mas resistente a la actuacibén de la

nitrosoguanidina.

La subpoblacidn més resistente de células nos indica
un segundo mecanismo de letalidad en el cual o bien no existen en
las células varios objetivos que han de ser inactivados por la
nitrosoguanidina para que &égtas. mueran, o bien la accidn letal debe
vencer la resistencia opuesta por el mecanismo de reparacidén. Si
los dafios causados por la nitrosoguanidina no son reparados antes
de ser replicados, podran ser causa de dafio letal. Cuanto mas
lenta sea la replicacién habra mayor posibilidad de reparar a
tiempo los dafios producidos por la nitrosoguanidina. E1 hecho
de que el punto de replicacidén se detenga al afiadir el mutégeno,
tanto a 100 ug de nitrosoguanidina por ml (Cerdid-Olmedo y Hanawalt,
1967b; Guerola et al., 1971) como a un 1 ug de nitrosoguanidina
por ml (Jiménez-Sanchez, 1974) puede ser considerado como un meca-
nismo de diferenciacién de la célula para evitar una mayor letalidad.
La sintesis de ADN encontrada después del tratamiento de células
en tampdn, es Gnicamente sintesis reparadora (Cerdéd-Olmedo y Hanawalt

1967a y 1967b) y no replicacién normal.
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3.3. Letalidad a distintos pHs y gidistintos tampones

Se ufilizaron tampbén acetato modificado, tampdn tris-
maleato modificado y tampdn citrato-tris-maleato modificado a
distintos valores de pH por ser éstos los de uso mas frecuente
en los tratamientos mutagénicos con bacterias. En ellos se resus-
pendieron células procedentes de un mismo cultivo, y a continua-
cién se afiadidé nitrosoguanidina. A 30 y 60 minutos se tomaron
muestras que se lavaron por dos veces y se sembraron con las

diluciones adecuadas en placas de medio SWYE

En la Figura 10 se muestran los resultados obtenidos.
Lo primero que se deduce es que a\concentraciones tan elevadas de
nitrosoguanidina en tampbn acetato modificado producen
una mortalidad siempre superior al 99,9% , lo que nos indica que si
el tratamiento mutagénico tuviese que realizarse en fampén acetato
modificado se tiene que disminuir la concentracién dé nitrosoguani-

dina a emplear.

La evolucidén a los distintos pHs en tampén citréto—tris—
maleato modificado presenta un maximo a pH bajo, comprendido'entre
5y 6 , cuya supervivencia oscila entre el 4 y el 20% ; comportamiento
similar se presenta cuando el tiempo de tratamiento fue dé 30 minu-
tos. Igualmente, cuando el tiempo de tratamiento con nitrosoguéni— »
dina fue de 30 minutos a pH entre 7 y 7,5 se preseﬁta una supefvi—

vencia del 1 al 3% , también iddnea para trabajar en mutagénesis.
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FIGURA 10, Letalidad causada por tratamiento con nitrosoguani-
dina de 30 min (a) y 60 min (b), a la concentracidén de 500 ug de
nitrosoguanidina/ml en tampén acetato (M), en tampdn tris-maleato

(A), y en tampdén citrato-tris-maleato (@), todos ellos modificados.
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La curva que se obtuvo a distintos pHs con tampdén tris-maleato
modificado a 30 minutos presenté un 6ptimo de supervivencia a
6,5y 7,5 , disminuyendo bruscamente tras un tratamiento de 60 mi-
nutos. A pH 7 quizds el tiempo 6ptimo de tratamiento en este

tampén deberia ser de 60 minutos.

Comparando los valores obtenidos con tampdn citrato-tris-
maleato modificado y tris-maleato modificado se observd un compor-

tamiento mas predecible en tampdn tris-maleato modificado.

No obstante de estas graficas quedan muchos datos inex-
plicables aunque se hayan realizados los experimentos cinco veces.
No explicamos por ejemplo la menor letalidad que aparece tras un
tratamiento de 60 minutos con nitrosoguanidina en tampdén tris-maleato

modificado a pH 5 y 5,5 .

Los datos obtenidos en estos experimentos indican que
la letalidad més baja en tampdn tris-maleato modificado se encuentra
desviada a valores de pH superiores a 6,5 ; que estd en contradiccidn
con los datos bibliograficos aportados por Mandell y Greenber. (1960)
Cerdad-Olmedo y Hanawalt (1968) Siissmuth y Lingens. (1969} La Polla

et al. (1972) Calderdn y Cerdé-Olmedo. (1983).

Aunque es dificil explicar los datos aqui obtenidos,
estarian de acuerdo con la hipbtesis de Calderdén y Cerdé~Olmedo (1983)

de que aunque la mortalidad de cada uno de los componentes de cada
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tampén es la . misma a los distintos pHs; no as. su estado de
ionizacién, que depende del pH. Por tanto, el que la nitrosoguani-
dina inate mds o menos a un pH determinado podria deberse bien direc-
tamente a la concentracién de hidrogeniones o bien a la fuerza ibnica

del tampén a ese pH .

Las diferencias observadas entre los distintos tampones
a un mismo pH podrian ser debidas a diferencias en la fuerza idnica

0 a la naturaleza de las sustancias tamponantes.

En la Figura 11 se muestran las curvas de supervivencia
a distintos pHs en tampén acetato modificado a una concentracién de

250 ug de nitrosoguanidina por ml y a 30 y 60 minutos de tratamiento.

De la misma se deduce que a concentraciones inferiores
de nitrosoguanidina se obtienen valores de supervivencia comprendi-
dos entre el 1 y el 10% , observ ndose una disminucién de la letali-

dad al aumentar el pH .

Estos datos obtenidos en tampdén acetato modificado in-
dican que puede ser un soporte ideal para la mutagénesis con nitro-

soguanidina, pero Halobacterium mediterranei a pHsinferiores a 5,5

presenta un = sedimento .~ tras la centrifugacién muy dificil de
disgregar, lo que es un gran inconveniente para realizar trabajos

rutinarios de mutagénesis.
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FIGURA1ll. Letalidad causada por tratamiento con nitrosoguanidina
a una concentracién de 250 ug de MNNG/ml durante 30 min (a) y 60 min

(b) en tampén acetato modificado.
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FIGURA 12. Influencia en la letalidad del titulo de células
durante el tratamiento con MNNG (500 ug/ml) en tampén tris-
maleato modificado, pH 7,4 durante 30 min. Las suspensiones

tratadas contenian (A) 107; (m) 108 y (@) 109 células/ml.
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3.4. Titulo de células durante el:tratamiento

Un aspecto interesante-en el estudio de la letalidad
con nitrosoguanidina fue establecer los titulos celulares que se
deben tratar, ya que como describen otros autores (Calderdn y Cerda-
Olmedo, 1983), la accesibilidad de la nitrosoguanidina a las células
debe de tener importancia puesto que a mayor nimero de células exis-
tentes en la suspensidn, menor serd el nimero de moléculas del mutéd-

geno que penetren en el citoplasma bacteriano.

Se investigbé el nimero de células existentes en las sus-
pensiones que se estaban mutagenizando. Para ello se trataron con
. . . . .7 8 9
nitrosoguanidina suspensiones de células que contenian 10 , 10" y 10
células por ml respectivamente, provenientes todas del mismo cultivo.
Los resultados se muestran en la Figura 12 , observéndose que los

titulos muy altos (109 células/ml) influyen en la letalidad cuando

la concentracién de nitrosoguanidina empleada fue de 500 ug/ml

En la Figura 13 se presentan los resultados obtenidos
cuando los distintos titulos celulares se trataron a la concentra-
cién de 200 ug de nitrosoguanidina por ml . Este experimento se
realizé para estudiar si a concentraciones menores de nitrosoguani-
dina se observaba un fendémeno similar al anteriormente descrito,
mostréﬁdose que los tres titulos celulares probados presentan com-

portamientos similares.
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FIGURA 13. Influencia en la letalidad del titulo de células durante
el tratamiento con MNNG (200 ug/ml) en tampdén tris-maleato modificado,
. 7
pH 7,4 durante 30 min. Las suspensiones tratadas contenian (A) 10 ;

m) 10% v (@ 10° ¢érulas/ml.
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De ambas figuras se propone la existencia, en el cultivo
expuesto, de subpoblaciones celulares de distinta susceptibilidad a

los efectos letales de la nitrosoguanidina.

A dosis bajas estariamos observando la respuesta de las
poblaciones mas sensibles y a dosis mayores se va exterminando a

las poblaciones mas resistentes.

En adelante, para mutagenizar se prepararon suspensiones
. 8 . c s e
de aproximadamente 10~ células/ml , con lo que se pretendidé minimizar

las diferencias debidas a este factor que se pudieran encontrar.

4. OBTENCION DE RESISTENTES A ANTIBIOTICOS

Dado que en la bibliografia no se presentan estudios
sobre la resistencia de haléfilos extremos a los antibiéticos, se
ha querido realizar un estudio preliminar sobre la obtencidn de
mutantes esponténeos resistentes a los antibidticos seleccionados,
para su utilizacién posterior en el estudio de la mutagenicidad

producida por la nitrosoguanidina.
Los resistentes esponténeos a los antibibéticos bacitra-
cina, cloramfenicol, eritromicina, josamicina, novobiocina y rifam-

picina, se obtuvieron segin se indica en Métodos apartado 6 .

En la Tabla XIV se muestran los resultados obtenidos,



TABLA XIV. Aparicién de mutantes espontéaneos resistentes a antibidticos

Fenotipo Concentracidn del Titulo celular Numero de células Frecuencia esponténea
seleccionado antibiético (ug/ml) sembrado resistentes al de mutacidn
antibidtico
Bach 70 1,60 X 10%° 6,20 X 10° 3,85 X 1077
om1t 250 2,47 X 10° 1,58 X 107 6,39 X 1074
350 1,61 X 1019 9,50 X 10° 5,90 X 1077
500 1,61 X 1010 _— <1o'lo
Ery" 500 2,47 X 10° — <1072
Jost 70 2,47 X 10° 2,06 X 10% 2,47 X 1078
150 1,61 X 10°° 5,30 X 107 3,30 X 1079
250 1,61 X 1010 8,40 X 10° 5,21 X 1077
Novh 5 1,61 x 10%° — <10710
8 1,61 x 10°° — <0710
| 10 2,47 X 107 —_— <1o‘9
Rifh 6 1,61 X 10° — <407°
15 1,61 X 10° —_— <1070

Los signos indican el fenotipo al que confiere resistencia el antibidtico. Bac, bacitracina; Cml, cloramfenicol;

Ery, eritromicina; Jos, josamicina; Nov, novobiocina y Rif, rifampicina.

<o}
N
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de ellos se puede deducir que Halobacterium mediterranei presenta

frecuencia esponténea comprendida entre 10_4 y lO_7 a bacitracina,
cloramfenicol y josamicina: De los tres antibidéticos indicados los
més interesantes con fines genéticos son los que actéan inhibiendo
la sintesis de proteinas por lo tanto se realizd un estudio més a
fondo empleando distintas concentraciones de cloramfenicol y josa-

micina.

Aunque la frecuencia espontédnea de mutacién al cloram-

4,

fenicol a concentraciones de 250 yg/ml fue elevada (6,39 X 10
no se eligié, dado que podria interferir en los estudios de mutage-

nicidad.

A la vista de estos resultados, se empleé la josamicina
a la concentracién de 70 pug/ml , para estudiar la mutagenicidad
producida por la nitrosoguanidina, mediante la bUsqueda de mutantes

resistentes inducidos.
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5. ESTUDIO DE LA MUTAGENICIDAD PRODUCIDA POR LA NITROSOGUANIDINA

5.1. Estudio de la aparicién de mutantes fésistentes a la josamicina

Se ha elegido la josamicina entre otros antibidticos
para el estudio de la mutagenicidad producida por la nitrosoguanidina,

debido a que se produce en Halobacterium mediterranei altas frecuen-

cias de mutacién con este mutégeno.

5.1.1. Efecto de la densidad de siembra en la obtencidén de mutantes

y viables de un cultivo

En bacterias y levaduras se da el caso de que en la detec-
cidén de mutantes influye la cantidad de células sembradas por caja

(Ruiz-Vazquez et al., 1978; Calderdén, 1979; Rodriguez-Quifiones, 1982).

Para determinar los titulos de células viables y mutantes
después de mutagenizar, se sembraron diversas alicuotas del cultivo
utilizando diluciones adecuadas. Como se refleja en la Tabla XV

se muestra que también en Halobacterium mediterranei tiene importancia

la densidad de siembra, aunque sélo para la estimacién de la super-
vivencia a diferencia de los datos bibliograficos anteriormente
aportados, que afectaba también a la estimacidén de la frecuencia

de mutacidn.

A altas densidades de siembra parece haber una inhibi-

cién del crecimiento. A muy bajas densidades la varianza es tan



TABLA XV. Efecto de la densidad de siembra en las estimaciones de supervivencia

Diluciones Colonias/ Colonias obtenidas Supervivencia Frecuencia de Frecuencia de
utilizadas cajas tras tratamiento con estimada mutacidén espon- mutacidn indu-
. s . . R, 6 . R, 6

nitrosoguanidina/caja ténea (Jos /10 cida (Jos /10
supervivientes) supervivientes)

Siembra en medio SWYE

1074 —_— 827 0,04
-5

10 2130 61 0,10
-6

10 600 9 0,30

1077 67 —— ——

1078 3 —_— _—

Siembra en medio SWYE con josamicina

107t 215 17 3,38 27,86
1072 17 1 2,67 16,39
1073 2 S 3,15  ee——

Se tratdé una suspensién de bacterias con nitrosoguanidina (MNNG) a una concentracidén de 500 ug/ml , en tampén

tris-maleato, pH 5,5 durante 30 minutos.

G6
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grande que habria que sembrar un numero de cajas muy alto para ob-

tener una determinacidn fiable.

Se procura por tanto, emplear factores de dilucibn que

dieran alrededor de 100 u.f.c./caja .

5.1.2. Influencia del medio de tratamiento en la mutagenicidad

producida por la nitrosoguanidina

Se han empleado varios medios tamponados, solucidn de
sales y medio de cultivo para realizar la mutagénesis, estudiidndose
la letalidad producida a tiempo fijo y la frecuencia de aparicidén
de mutantes re;istentes a la josamicina, sembrando directamente en

medio SWYE con el antibidtico.

La Tabla XVI muestra los resultados obtenidos, indicando
los pHs a los que se encontraban los medios. De estos resultados
se deduce que todos los tratamientos mutagénicos con nitrosoguanidina
en distintos medios aumentan la frecuencia de aparicién de mutantes
resistentes a la josamicina, que esponténeamente para este experi-
mento fue de 5 X lO--6 . La mayor aparicidén de mutantes resistentes
a josamicina por induccidn con nitrosoguanidina se consigue a pHs de
5,5 (tampén acetato) y 6,0 (tampén citrato-tris-maleato), aunque
estos valores no difieren grandemente con los obtenidos tras trata-

miento en tampén tris-maleato pH 7,4 .



TABLA XVI. Supervivencia y frecuencia de aparicién de mutantes a la josamicina tras

tratamiento
Medio de tratamiento pH Supervivencia Frecuencia de mutacidn
R
(Jos /lO6 supervivencia)
Tampén acetato 5,5 0,002 80
Tampén tris-maleato 7,4 0,100 50

Tampén citrato-tris-
maleato 6,0 0,270 70

Tampén citrato-tris-

maleato 7,5 0,160 B 10

Solucidén de sales 7,0 0,270 30
. (*) o

Medio SWYE 7,4 0,130 1

Se tratd una suspensidn de bacterias con MNNG a una concentracién de 500 Pg/ml durante 30
minutos. Todos los tampones utilizados son modificados.

(*)

El tratamiento se realizd sin lavar las células antes de la adicidén del agente mutagénico.

L6



En principio seria aconsejable utilizar para obtener
una mayor mutagenicidad el tampén acetato pH 5,5 pero dadavla
alta letalidad que se consigue a estos valores, es posible que el
fondo genético de los mutantes asi obtenido esté alterado, por lo
tanto en principio descartamos este tampén como vehiculo iddneo de

mutagénesis.

En tampén citrato-tris-maleato se observa que a mayor
letalidad decrece la aparicidn de mutantes resistentes a la josami-
cina, lo que indicaria que este tampén seria un buen soporte de muta-

génesis, en trabajos posteriores se confirmard esta hipdtesis.

Finalmente se ha elegido el tampén tris-maleato por ser
el mas ampliamente usado en la bibliografia como soporte idéneo del
tratamento con nitrosoguanidina, dando una letalidad adecuada y
un aumento de la frecuencia espontanea de mutantes josamicina resis-

tentes. relativamente alta.

En experimentos, que posteriormente se indican, se han
conseguido aumentos de hasta 50 veces en la frecuencia esponténea

de mutacidn.

El tratamiento en medio SWYE conduce usualmente a una
menor frecuencia de mutacién que en tampdén tris-maleato, esto se
puede explicar por la presencia en el medio de SWYE de mayor can-

tidad de grupos reaccicnables con la nitrosoguanidina procedentes

98
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del extracto de levadura..

Resultados opuestos a los encontrados, indicarian una
mayor mutagenicidad en medios completos que en tampén tris-maleato

pH 5,5 (Kimball, 1980b).

5.1.3. Influencia del pH en la mutagenicidad y evolucidén de la
misma a lo largo del tiempo
Como se indica en la bibliografia (Neale, 1976), se
deben elegir valores de supervivencia que esten comprendidos entre

el 1y el 10% para obtener una mutagenicidad adecuada.

Conocido este dato y después de realizar el estudio
minucioso de los experimentos expuesfos hasta el mbmento, se cre-—
y6 oportuno realizar el estudio de la influencia del pH en la
mutagenicidad eligiendo solamente uno de los tampones (tampdén tris-—
maleato). Por otro lado Cerdé-Olmedo y Hanawalt (1980a) en

Escherichia coli realizaron la observacién de que el méximo de su-

pervivencia en dicho tampén se obtiene a pH 5 , disminuyendo ésta
drésticamente cuando se variaba el pH hacia cualquiera de los ex-
tremos de la escala, lo cual indica la existencia de una estrecha
relacién entre la descomposicién de la nitrosoguanidina y la

letalidad.

Como ya se indicaba en la Figura 6- parte (a),la maxima

supervivencia en tampdn tris-maleato se consigue a valores de pH 7
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FIGURA 14. Variacién de la letalidad y mutagenicidad
producida con MNNG a 500 ug/ml, a lo largo del tiempo en
tampén tris-maleato modificado pH 5,0 . (®) supervivencia,
(A) frecuencia de mutantes resistentes a la joéamicina,

seleccionados tras tratamiento.
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FIGURA15 . Variacién de la letalidad y mutagenicidad
producida con MNNG a 500 ug/ml, a lo largo del tiempo en
tampén tris-maleato modificado pH 6,0 . (@) supervivencia,
(A) frecuencia de mutantes resistentes a la josamicina,

seleccionados tras tratamiento.
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FIGURA 16. Variacidn de la letalidad y mutagenicidad
producida con MNNG a 500 ug/ml, a lo largo del tiempo en
tampén tris-maleato modificado pH 7,4 . (@) supervivencia,
(A) frecuencia de mutantes resistentes a la josamicina,

seleccionados tras tratamiento.
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FIGURA 17. Variacién de la letalidad y mutagenicidad
producida con MNNG a 500 pg/ml, a lo largo del tiempo en
tampdn tris-maleato modificado pH 8,5 . (®) supervivencia,
(A) frecuencia de mutantes resistentes a la josamicina,

seleccionados tras tratamiento.
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disminuyendo bruscamente a pH menores, bajando incluso 100 veces

la supervivencia a pH 5 .

Estos resultados encontrados van en contra de los ob+
tenidos por Calderdhy Cer'da-Olmedo-(1983); Megias et al. (1983 y

Rodriguez~Quifiones et al. (1983).

Dados estos antecedentes, en las Figuras 14, 15 , 16 y
17 se estudid la letalidad y mutagenicidad producida a una concen-
tracién de 500 g de nitrosoguanidina por ml a lo largo del tiempo,

en tampén tris~maleato a pHs 5,0 ; 6,0 ; 7,4 .y 8,5 .

De estos resultados se deduce que a pHs inferiores
disminuye altamente la supervivencia pero se obtienen rendimientos
en la produccién de mutantes resistentes a la josamicina cuando el
tratamiento que se realiza es de 30 minutos; asi como a pH 6,0 el
incremento es de 75 veces, mientras que a pH 7,4 dicho incremento

es de 18 veces.

Es evidente que si solamente se considerase la mutage-
nicidad como factor a tener en cuenta al elegir el vehiculo de rea-
lizacidn de mutagéﬁesis, se deberia tomar como idbéneo el tampdn
tris-maleato pH 6,0 pero como se debe combinar la letalidad y muta-
genicidad, es evidente que aquel pH que produce una letalidad idénea
para obtener un fondo genético limpio en el muténte que gueremos

obtener fue tris-maleato pH 7,4 .



De la discusidén antes expuesta sekpuede concluir que
el vehiculo idéneo es tampdn tris-maleato modificado pH 7,4 y que
basidndonos en la suposicidén de Neale (1976)'s§bre la supervivencia
que se debe utilizar para obtener una mutagenicidad adecuada, debemos

elegir como tiempo de tratamiento 30 minutos.
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Se ha estudiado la susceptibilidad de 11 microorganismos

haléfilos extremos frente a 20 antibidticos diferentes. Igualmente

se ha investigado la accidén mutagénica de la nitrosoguanidina en una

estirpe de Halobacterium mediterranei, estableciéndose las condiciones

Optimas y mas practicas para el uso de dicho mutdgeno y la obtencidn de

mutantes. De los resultados expuestos se llega a las siguientes

conclusiones:

1.

De los microorganismos haléfilos extremos probados,el mds sensible

fue Halobacterium mediterranei, presentando como caracteristica

mas relevante la alta sensibilidad a la josamicina.

Las especies del género Haloarcula fueron muy resistentes a la
mayoria de los antibidticos probados, pero presentan una alta
sensibilidad a la neomicina, antibidético que en el resto de los

haléfilos extremos o es inactivo o presenta una MIC muy elevada.

La accién de la nitrosoguanidina en Halobacterium mediterranei

responde generalmente al modelo de mutagénesis descrito en bacterias.

Halobacterium mediterranei presenta en la mayoria de los casos

un comportamiento heterogéneo de la poblacién frente a la accidn

letal de la nitrosoguanidina.

La mayor mutagenicidad de la nitrosoguanidina sobre Halobacterium

mediterranei se presentdé a pHs Acidos, mientras que la supervivencia

idénea se obtuvo a pHs préximos a la neutralidad.



108

Como condiciones &ptimas para obtener Halobacterium mediterranei

resistentes a la josamicina, se recomienda: tratar suspensiones
8 .

que contengan 10 células/ml , en tampdn tris-maleato modificado,

50 mM , pH 7,4 con 500 ug de nitrosoguanidina por ml durante 30

minutos a 37 °C sin agitacidén y en oscuridad.
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