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propiedades de un mutante termosensible1
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Resumen

La cepa DA138 de Salmonella typhi- 
murium  presenta crecim iento termo- 
sensible debido a una mutación [fts- 
131] localizada en la Unidad 3 del ma­
pa genético de Salmonella. A 42°C, 
la mutación fts-131 inhibe la división 
celular y promueve la formación de 
filam entos no tabicados, pero no in­
te rfie re  con la síntesis de ADN ni de 
proteína. Los filam entos formados a 
42°C se dividen rápidamente al au­
mentar la presión osmótica del medio 
o al d ism inuir la temperatura a 32°C; 
la recuperación de la capacidad de d i­
visión por pasaje a temperatura per­
m isiva no es inhibida por ácido nali- 
díxico, cloranfenicol o cicloserina 
pero es completamente anulada por 
penicilina o cefalotina. Estos resulta­
dos indican que el paso alterado por 
fts-131 es posterior a las etapas del 
ciclo celular en las que se sintetizan 
el ADN, las proteínas y los monóme-
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ros de mureína, pero anterior a la eta­
pa en la que esos monómeros son po- 
limerizados e incorporados a la pared. 
A 37°C, fts-131 no sólo no in terfie re  
con la d ivisión celular sino que la es­
tim ula en cepas constitutivas para el 
operón histidina, aún en aquellas hi- 
persensibles a altos niveles de des­
represión de dicho operón. Esta ú lt i­
ma característica explica la selección 
positiva de fts-131 en un derivado 
his01242 de una cepa hipersensible.

Introducción

Son muchas las funciones que du­
rante el ciclo celular intervienen, d i­
recta o indirectamente, en la división 
celular. Si bien este proceso consis­
te específicamente en la formación 
de un septo o tabique en la célula ma­
dre y en la separación de las células 
hijas, su realización está estrecha­
mente relacionada con eventos ante­
riores del ciclo celu lar ta les como el 
aumento de la masa citoplasmática, 
el crecim iento coordinado de las en­
volturas celulares y la duplicación del 
cromosoma bacteriano.

Aunque son muchos los aspectos 
que aún se ignoran sobre el complejo
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proceso de la d ivisión, en los últim os 
años se ha progresado activamente en 
su conocim iento gracias al estudio de 
mutantes alterados en la d ivis ión ce­
lular. El aislam iento de esos mutan­
tes, en su mayoría condicionales 
(termosensibles) dado el carácter v i­
tal de las funciones afectadas, fue 
encarado sistem áticam ente en Esche- 
richia coli K-12 y perm itió  la id e n tifi­
cación de varios genes involucrados 
en la duplicación del ADN y en el pro­
ceso de septación (H irota et al., 1968; 
Van de Putte et al., 1964).

A  diferencia con lo que ocurre en 
E. coli, son muy pocos los mutantes 
de d ivisión conocidos en Salmonella 
typhimurium. Sin embargo, se ha des- 
crip to  recientem ente un sistema de 
selección positiva de mutantes de en­
voltura celular basado en el empleo 
de una cepa de S. typhimurium  hiper- 
sensible a los productos de los genes 
hisF e hisH  que perm ite el aislam ien­
to de mutantes con crecim iento ter- 
mosensible (Antón, 1979).

En el presente trabajo se describe 
el estudio genético y fis io lóg ico  de

una de esas cepas (DA138) y la de­
mostración de que la misma contiene 
una mutación condicional de división 
celular que afecta el proceso de sep­
tación.

Material y métodos

Cepas y Bacteriófagos

Las cepas utilizadas en este traba­
jo derivan de la cepa LT2 de Salmo­
nella typhimurium  y sus principales 
características se detallan en el Cua­
dro I; los bacteriófagos usados fue­
ron KB1 y P22.

Medios y Drogas

El medio completo usado fue caldo 
nu tritivo  que contiene por litro  de 
agua 5 g de peptona (Difeo), 3 g de 
extracto de carne y 5 g de NaCI (apro­
ximadamente 0.086 M). Como medio 
mínimo se usó el medio E de Vogel y 
Bonner (1956) al que se agregó 2 % 
de glucosa. Los respectivos medios

CUADRO I. Cepas de S. Typhimurium  usadas en este trabajo

Cepa Características principales Origen

DA78 hisW1824, his-203, rpsL D. N. Antón
DA138 hisW1824, his01242 fts-131, rod-1 

rpsL
D. N. Antón

DA419 hisW1824, his01242, fts-131, rod-1 
leu-1261, met-1059 rpsL

Mutagénesis de DA138 con dietil 
sulfato (DES)

DA457 aroG, ieu-1262 Mutagénesis de AroG con DES

DA470 aroG, fts-131 Transducción de DA457 con fago 
DA138

DA471 aroG Transducción de DA457 con fago 
DA138

DA636 hisF3031, his01242, trpA3, leu-1263 Mutagénesis de SB2299 con DES

Ara-9 ara-9 P. E. Hartman

AroG aroG D. B. Sprinsnn

SB2299 hisF3031, h¡s01242, trpA3 P. E. Hartman



sólidos se obtuvieron agregando 15 g 
de agar (D ifeo] por litro  de medio lí­
quido. Las pruebas de fermentación 
de maltosa se realizaron sobre EMB 
Agar (DifcoJ adicionado con 1 % de 
dicho azúcar.

Los antib ióticos mecilinam y cefa- 
lotina fueron obsequiados por los la­
boratorios Roche y Lilly respectiva­
mente. Los demás antib ióticos se ob­
tuvieron comercialmente.

Conjugación y Transducción

Se llevaron a cabo según las técnicas 
descriptas por Antón (1963) y Roth 
et al. (1966) respectivamente.

A utó lis is  y Pruebas 
de sensibilidad

El nivel de autó lis is expresa el por­
centaje de dism inución de la densi­
dad óptica (650 nm) de un cultivo re- 
suspendido en “ bu ffe r” Tris-HCI 
0.05 M, pH 8.5, durante 2 horas a 37°

centígrados (Antón y Orce, 1976). Las 
pruebas de sensibilidad a cicloserina 
y desoxicolato se efectuaron según la 
técnica usada por Antón (1979).

Recuento de células totales

El número de células tota les se es­
tableció mediante cámaras para re­
cuento de glóbulos rojos. Los cultivos 
fueron diluidos en formaldehido 0.1 % 
para obtener 107 bacterias/m l aproxi­
madamente; previamente a la lectura, 
las cámaras se dejaron reposar du­
rante 30 minutos con el objeto de que 
las células se depositaran en la base 
de las mismas. En cada determ inación 
se contaron entre 150 y 200 células.

Sintesis de ADN y de proteína

La síntesis de ADN y de proteína 
se m idió en cultivos exponenciales 
crecidos en caldo nu tritivo  a los cua­
les se agregó 10 p,Ci/m l de 3H-Timi- 
dina (47 C i/m m ol) y 100 txg/m l de

Figura 1. - Morfología celular de la cepa DA138 crecida en caldo nutritivo a 32° C (A) 
y a 42° C (B) y aspecto de DA470 crecida en las mismas condiciones a 32° C (C) y a 
42° C (D). La barra representa 5/4.



adenosina para medir síntesis de ADN 
y 2.5 fxCi/ mi de 14C-Leucina (2 m C i/ 
m iligram o) para medir síntesis de pro­
teína. Las muestras de esos cultivos 
(0.1 mi), tomadas a intervalos, se ab­
sorbieron sobre discos de papel de 
filtro  de 25 mm de diámetro; los d is­
cos se sumergieron en ácido tric lo ro - 
acético (TCA) 10 %, se lavaron dos 
veces con TCA 5 %, se secaron y se 
midieron en un contador de centelleo 
líquido Beckman.

Resultados

La cepa DA138 fue aislada como 
transductante his01242 viable de la ce­
pa DA78 y en ella se han detectado 
numerosas alteraciones que de una 
u otra forma involucran la envoltura 
celu lar (Antón, 1979). Además de mos­
tra r sensibilidad a cicloserina y de- 
soxicolato, DA138 presenta un nivel 
auto lítico elevado, ferm enta anormal­
mente maltosa y sus células tienen 
forma esférica (Fig. 1A). La cepa es 
también incapaz de form ar colonias 
en medio sólido a 42° C aunque sí lo 
hace a 37° C y a temperaturas infe­
riores; sin embargo, crece a 42° C en 
medio líquido formando filam entos 
que presentan ensanchamientos re­
dondeados (Fig. 1B).

Mapeo de la mutación 
de termosensibilidad y  estudio 
de su relación con las otras 
alteraciones de DA138

La mutación responsable de la fa l­
ta de crecim iento de DA138 a 42° C 
en medio sólido, a la que se denomi­
nó fts-131, fue ubicada inicia lm ente 
en las proxim idades de la Unidad 3 
del cromosoma por medio de cruza­
m ientos entre DA419, un derivado au- 
xo tró fico  de DA138, y d istin tas cepas 
Hfr.

Con el objeto de realizar un mapeo 
más preciso se estudió la cotransduc­
ción de fts-131 con otros marcadores 
de la zona, ta les como leu y ara (San- 
derson y Hartman, 1978). De 254 trans- 
ductantes leu+ obtenidos al cruzar 
DA419 con fago crecido en una cepa 
f t s + ara-9, 30 perdieron el marcador 
fts-131 lo que sign ifica que leu y fts  
están ligados con una frecuencia del 
11.8% . Además, entre leu y ara se 
detectó un ligam iento del 53 % ya que 
135 de los derivados leu+ de DA419 
recibieron también el carácter ara-9. 
El orden de los genes está dado por la 
clase de recombinantes aparecida con 
menor frecuencia en ese cruzamiento, 
que fue la combinación ara-9 f ts + , 
presente en sólo el 1.2 % de los deri­
vados leu+ estudiados. En base a este 
ú ltim o resultado y a las frecuencias 
de cotransducción halladas entre leu 
y ara-9 y entre leu y fts-131, se cons­
truyó el mapa de la Figura 2 que mues­
tra la posición relativa de los tres 
marcadores.

En el Cuadro II pueden compararse 
las propiedades de la cepa original, 
DA138, con las características mos­
tradas por dos derivados isogénicos 
fts-131 (DA470) y f ts+  (DA471) obte­
nidos por transducción (Cuadro I).

Se observa que DA470, al igual que 
DA138, es incapaz de form ar colonias 
en medio sólido a 42° C en tanto que 
DA471 crece normalmente en d i­

Í_0.17_

leu

+ -

fts

+
0,57_

Figura 2. - Representación esquemática de la 
posición de fts-31 respecto a otros marcado­
res cercanos. Los números indican las distan­
cias entre los marcadores calculadas según 
la fórmula de Kemper (1974) en base a las 
frecuencias de cotransducción halladas.



CUADRO II. Propiedades de las cepas isogénicas DA470 [fts-131) y DA471 [ f ts + ) .  Para faci­
lita r la comparación se consignan también las propiedades de la cepa original DA138.

Cepa Alelo
Forma 
celular 

a 37° C

Crecim iento  
a 42° C l

Respuesta a2 Fermentación 
Maltosa3

Autó lis is
%CICLOS DOC

DA471 f ts + Bacilar + R R Normal 15.2
DA470 fts-131 Bacilar — R R Normal 15.8
DA138 fts-131 Redonda — S S Anormal 54.3

1 Medio completo sólido.
2 CICLOS: cicloserina, 20jug/m l; DOC: desoxicolato, 3 m g /m l; R: Resistente; S: Sensible.
3 Observada en EMB maltosa; Normal: colonias verde metálico; Anormal: colonias rojas y 
opacas.

chas condiciones. Por el contrario, 
DA470 d ifiere de DA138 en todas las 
demás propiedades estudiadas ya que 
su respueta a cicloserina y a desoxi­

colato, su nivel antolítico, su forma 
celular a 37° C y el tipo  de ferm enta­
ción de maltosa son iguales a los de 
la cepa isogénica salvaje. Surge de
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Figura 3. - Número de células totales (A), densidad óptica (B), incorporación de 14C-Leu- 
cina (C) y de 8H-Timidina (D) de DA470 en función del tiempo de incubación a 32° C y a 
42° C. La cepa DA470 fue crecida en caldo nutritivo a 32° C y en el momento de iniciar 
la experiencia se pasó una alícuota a 42° C. La incorporación de precursores marcados se 
analizó en cultivos preincubados durante 70 minutos con 2 .5 ,u C i/m l de 14C-Leucina (2 m C i/ 
m iligramo) para medir síntesis proteica y con lO ^C i/m l de 3H-Timid¡na (47 C i/m m ol) más 
100/ig /m i de adenosina para medir la síntesis de ADN. Las muestras fueron tomadas y 
procesadas como se reseña en Material y Métodos.



estos resultados que la mutación fts- 
131 es responsable de la fa lta de cre­
cim iento en medio sólido a 42° C, pe­
ro no está involucrada en la altera­
ción morfológica de DA138, ni en nin­
guna de las otras anormalidades de­
tectadas en esa cepa.

Inhibición de la división  
celular en una cepa fts-131 
a 42° C y su recuperación

Con el objeto de evitar el efecto de 
las otras alteraciones presentes en 
DA138, el estudio del comportam ien­
to de la mutación fts-131 se continuó 
en la cepa DA470 y, para poder enca­
rarlo en forma cuantitativa, el mismo 
se realizó en medio líquido.

La Figura 3 muestra el comporta­
miento de un cu ltivo  de DA470 al ser 
transferido de 32° C a 42° C. El au­
mento de temperatura no altera el in­
cremento de la densidad óptica ni 
afecta la síntesis de ADN o de proteí­
na pero detiene, casi instantáneamen­
te, el aumento del número de células 
totales. El cu ltivo  crecido a 42° C es­
tá formado por filam entos, aparente­
mente no septados, que muestran una 
longitud proporcional al tiem po de in­
cubación a temperatura restrictiva 
(Figura 1D).

Estos resultados indican que la alta 
temperatura inhibe la d ivis ión celular 
de DA47Q sin detener el crecim iento. 
Experimentos sim ilares con la cepa 
Lsogénica f t s + [DA471] indican que el 
crecim iento y la división celular de 
ésta no se modifican a 42° C.

La Figura 4 muestra que el efecto 
de la temperatura sobre DA470 es re­
versib le ya que cuando un cu ltivo de 
DA470 crecido a 42° C es pasado a 
32° C se produce, a partir de los 15 
m inutos, un brusco aumento en el nú­
mero de células tota les que rápida­
mente alcanza el valor del control

mantenido a 32° C; una vez llegado a 
ese punto, el cultivo continúa crecien­
do a la misma velocidad del control.

Así como sucede con otras mutan- 
tes de división celular termosensible 
(Ricard e Hirota, 1973; Ciesla et al., 
1972), los filam entos de DA470 se d i­
viden a 42° C si la concentración de 
NaCI del medio es elevada de 0.08 M 
a 0.25 M (Fig. 4).

La sacarosa y otras sales tales co­
mo el Na2S04, usadas en concentra­
ciones osmóticamente equivalentes a 
la de NaCI, tienen un efecto semejan­
te a éste lo que indica que los filam en­
tos se dividen por el aumento de la 
presión osmótica del medio y no por 
un efecto específico del NaCI. A ese 
respecto, el NaSCN, NaCIOi y el tri- 
cloroacetato de sodio constituyen ex­
cepciones ya que no solo no promue­
ven la división celular del cultivo 
crecido a 42° C sino que además inh i­
ben el crecim iento de los filam entos 
formados. Este comportam iento anó­
malo podría atribuirse al hecho de 
que esas tres sales son poderosos 
agentes caotrópicos y como tales pro­
vocan la desorganización de la mem­
brana celular (Hatefi y Hanstein, 
1974).

La pendiente de las curvas de re­
cuperación obtenidas al pasar los f i ­
lamentos de DA470 a temperatura per­
misiva o al aumentar la presión osmó­
tica  del medio es proporcional al tiem ­
po de incubación a 42° C lo que indica 
que durante el crecim iento a 42° C se 
“ acumulan”  divisiones celulares po­
tenciales, y que es sufic iente el pasa­
je a 32° C o el agregado de sales, pa­
ra que esas divisiones se completen 
en poco tiempo.
Efecto de distintos antibióticos 
sobre la recuperación de la 
división celular a 32° C

La Figura 4 demuestra que la pre­
sencia de ácido nalidíxico o cloranfe-



nicol, inhibidores de la síntesis de 
ADN y de proteína respectivamente, 
en el momento del pasaje a 32° C no 
impide la división de los filam entos 
aunque el títu lo  alcanzado es menor; 
sim ilares resultados se obtuvieron 
con otros inhibidores de la síntesis 
proteica tales como puromicina (100 
[xg/m l) o te trac ic lina  (5 ¡j.g/ml).

El hecho de que la d ivisión de los 
filam entos se efectúe en presencia de 
inhibidores de la síntesis de ADN y 
de proteína indica que el paso termo- 
sensible en la cepa DA470 es poste­
rio r a todas las etapas que requieren

síntesis de esas macromoléculas.
Se investigó también la recupera­

ción de los filam entos de DA470 en 
presencia de d istin tos inhibidores de 
la síntesis de mureína, polímero que 
forma la capa rígida de la pared bac­
teriana. La cicloserina, que inhibe la 
síntesis de los monómeros de esa ma- 
cromolécula, no impide la d ivis ión de 
los filam entos en tanto que la peni­
c ilina y la cefalotina la anulan com­
pletamente (Figura 4).

Si bien se acepta que la penicilina 
actúa en los últim os pasos de la sín­
tes is de mureína, su modo de acción
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Figura 4. - Recuperación de !a división celular en filamentos de DA470. Parte de un cultivo 
exponencial de DA470 crecido en caldo nutritivo a 32° C fue transferido a 42° C ai in iciar 
la exepriencia. A  los 120 minutos (flecha) se tomaron siete alícuotas del cultivo crecido 
a 42° C; una de ellas fue mantenida a 42° C con el agregado de NaCI (0.25 M conc. final) 
y las otras seis se pasaron a 32° C. Una de ellas no tuvo agregados en tanto que cada 
una de las restantes recibió uno de los siguientes antibióticos: ácido nalidíxico (24/¿g/ml), 
cloranfenicol (40/lg /m l), cicloserina (35/*g/m l), penicilina (5 U /m l) o cefalotina (5 /xg/ml).



parecería ser muy complejo ya que se 
han descubierto por lo menos seis 
proteínas de la membrana interna, a 
las que se denomina PBP, que captan 
específicamente dicho antib iótico 
(Spratt, 1977). Varias de esas proteí­
nas tienen actividad enzimática y re­
gulan d istin tos pasos de la síntesis 
de mureína y por e llo se supone que 
el efecto de la penicilina sobre la re­
cuperación de los filam entos se debe 
a la in terferencia con esas funciones.

Por otra parte le cefalotina, que per­
tenece al grupo de las cefalosporinas 
estrechamente relacionado con el de 
las penicilinas, se une específicamen­
te sólo a las PBP-1 y PBP-3 (Spratt, 
1977), proteínas a las que se atribuye 
un rol importante en la polimerización 
de los monómetros de mureína (Ishi- 
no et al., 1980; Ishino y Matsuhashi, 
1981). La s im ilitud  en el efecto inh ib i­
to rio  de la cefalotina y la penicilina 
sugiere que ambos antib ióticos actúan 
por un mecanismo común, posib le­
mente su interacción con las PBP-1 y 
PBP-3. Concordantemente con esta su­
posición, mecilinam, un antib iótico 
que se une sólo a la PBP-2 (Spratt, 
1977) no inhibe la recuperación de 
los filam entos de DA470 (datos no pu­
blicados).

Los resultados presentados indican 
que la divis ión de los filam entos de 
DA470 requiere la síntesis de mureína 
y que el paso term osensible es pos­
te rio r a la formación de los monóme- 
ros de esta macromolécula pero an­
te rio r a los pasos de la síntesis en 
los que intervienen la PBP-1 y /o  la 
PBP-3.

Efecto de fts-131 sobre la expresión 
constitutiva del operón histidina

Se ha sugerido que las mutaciones 
detectadas en los derivados viables

his01242 de DA78 son positivamente 
seleccionadas por su capacidad para 
suprim ir la hipersensibilidad de esa 
cepa al exceso del producto de los 
genes hisH  e hisF (Antón, 1979).

La cepa SB2299 muestra una hiper­
sensibilidad semejante a la de DA78 
ya que, al igual que ésta, no produce 
transductantes hisF+ viables cuando 
es cruzada con fago his01242 en tan­
to que sí los produce con fago salva­
je  (Savic, 1972).

Para investigar el efecto de la mu­
tación fts-131 sobre la hipersensib i­
lidad se construyeron por transduc- 
ción derivados isogénicos fts-131 y 
f t s + de DA636, un derivado leu de 
SB2299. Se observó que a diferencia 
de lo que ocurre con SB2299 y sus de­
rivados f ts+ ,  los derivados fts-131 fo r­
man numerosos transductantes h/sF+ 
cuando son cruzados con fago his 
01242.

Este hecho indica que la mutación 
fts-131, que a 37° C no altera la d iv i­
sión celular, puede suprim ir a esa 
temperatura la expresión de la hiper­
sensibilidad de la cepa SB2299.

Se sabe que las cepas constitutivas 
para el operón h istid ina forman fila ­
mentos cuando crecen a 37° C en me­
dio adicionado con 2 % de glucosa 
produciendo, por ello, colonias rugo­
sas (Murray y Hartman, 1972). Por el 
contrario las colonias hisF+ que se 
obtienen al cruzar los derivados 
fts-131 de SB2299 con fago his01242, 
así como los derivados fts-131 de to­
das las cepas constitutivas no hiper- 
sensibles probadas, tienen aspecto l i ­
so y están formadas por bacilos de ta­
maño normal; este hecho indica que 
fts-131 suprime también la inhibición 
de la d ivisión celu lar producida por 
la desrepresión del operón histid ina 
en medio con alto contenido de glu­
cosa.



Discusión

Los resultados presentados demues­
tran que la term osensibilidad de la 
cepa DA138 se debe a la presencia 
de una mutación (fts-131) que a 42° C 
produce la inhibición de la división 
celular y la formación de filam entos 
no tabicados. Todas las otras altera­
ciones detectadas en la cepa, con ex­
cepción de la sensibilidad a desoxico- 
lato cuya determ inación genética no 
se conoce son expresiones pleiotrópi- 
cas de otra mutación (rod-1) cuya ma­
nifestación más conspicua es el re­
dondeamiento celular (manuscrito en 
preparación). Parece probable que la 
mutación rod-1 sea también responsa­
ble de la escasa longitud de los fila ­
mentos formados por DA138 a 42° C y 
de su aspecto redondeado.

El gen afectado por la mutación 
fts-131 se encuentra en la Unidad 3 
del cromosoma de S. typhimurium, 
zona en la que Ciesla et al. (1972) des­
cribieron, hace tiempo, otra mutación 
de d ivisión celular (divC ). De acuer­
do a los estudios realizados en E. coli, 
organismo estrechamente emparenta­
do con S. typhimurium, esa zona del 
cromosoma tendría gran importancia 
en el control de la división celular 
como lo indica la gran abundancia de 
genes conectados con esa función 
(f ts A , ftsZ  y envA), con d istin tos as­
pectos de la síntesis de mureína 
(murE, murF, murC, mraA, mraB y 
ddl) o con ambos fenómenos a la vez 
(pbpB) que existen en ella (Bachmann 
y Low, 1980).

De acuerdo a su comportam iento f i ­
siológico, la mutación fts-131 tiene 
parecido con los mutantes de E. coli 
correspondientes a los genes ftsA, 
ftsZ  y pbpB. Aunque se han des- 
cripto algunas diferencias entre esos 
mutantes, tales como la presencia de

septos rudimentarios en las cepas 
pbpB (Walker et al., 1975) y la ausen­
cia de recuperación de la d ivis ión ce­
lular a bajas temperaturas y en pre­
sencia de inhibidores de la síntesis 
de ADN o proteína en las mutantes 
ftsA (Tormo et al., 1980), las mismas 
no bastan para identificar concluyen­
temente el gen alterado. Solamente 
pruebas de complementación génica 
perm itirían aclarar la posible homolo­
gía de fts-131 con alguno de los varios 
tipos de mutantes semejantes de E. 
coli y con el mutante divC de S. ty­
phimurium.

Si bien no pueden descartarse otras 
explicaciones, los resultados presen­
tados sugieren que fts-131 codifica un 
producto term osensible que a 42° C 
se inactiva produciendo la detención 
de la d ivisión celular en un paso te r­
minal del ciclo celular; ese paso sería 
posterior a la duplicación del cromo­
soma y a todos los eventos en los 
que se requiere síntesis de proteína, 
y anterior a la etapa de la síntesis 
de mureína en la que intervienen las 
proteínas PBP-1 y /o  PBP-3.

Se ha demostrado que tanto la 
PBP-1 como la PBP-3 tienen actividad 
de transglicosilasa y transpeptidasa 
(Ishino et al., 1980; Ishrno y Matsu- 
hashi, 1981), pero evidencias recien­
tes indican que la PBP-3 actúa espe­
cíficamente en las síntesis de mu­
reína del septo mientras que la 
PBP-1 intervendría en el alargamien­
to de las paredes laterales (Botta y 
Park, 1981). Dado que los filam entos 
de fts-131 parecen ser normales en 
elongación y deficientes en septación, 
puede suponerse que es la actividad 
de la PBP-3 y no la de la PBP-1 la que 
se requiere para su división. Esta in­
teresante posibilidad podría ser in­
vestigada estudiando la división celu­
lar de los filam entos en presencia de



antib ióticos con capacidad de unirse 
específicamente a la PBP-3.

La mutación fts-131, presente en la 
cepa DA138, no solamente suprime la 
hipersensibilidad que muestran c ier­
tas cepas a los productos de los ge­
nes hisF e hisH, sino que también su­
prime la filam entación que estos pro­
ductos causan en cepas constitutivas 
para el operón histidina.

Además de DA138, entre los deri­
vados his01242 viables de DA78, una 
cepa hipersensible, se aislaron otras 
dos cepas de origen independiente 
que presentan también crecim iento 
term osensible (Antón, 1979). Al igual 
que en el caso de DA138, estas dos 
cepas llevan mutaciones que inhiben 
la división celular a 42°C, están loca­
lizadas en la Unidad 3 y tienen efecto 
supresor sobre la hipersensibilidad y 
ia filam entación debida a los produc­
tos hisF e hisH (De M icheli y Antón, 
datos no publicados). Las evidencias 
halladas en el presente trabajo exp li­
can la alta frecuencia de aparición de 
ese tipo de mutaciones en una cepa 
hipersensible (3/41) ya que la capaci­
dad de las mismas para suprim ir la 
hipersensibilidad impondría una fuer­
te selección en su favor.

Es digno de recalcar el hecho de 
que la mutación fts-131, a pesar de no 
expresarse a 37° C (en esas condicio­
nes la bacteria crece y se divide nor­
malmente) es capaz de promover, a 
esa temperatura, la división celular 
en cepas hipersensibles y constitu ti­
vas. Este hecho podría ser indicio de 
que la aparente normalidad de la cepa 
fts-131 a 37°C no es tal y que existen 
en la misma desequilibrios metabóli- 
cos que compensan el efecto de la 
desrepresión sin llegar a inh ib ir el 
proceso de d ivisión. O, alternativa­
mente, podría s ign ifica r que la muta­
ción fts-131 se expresa a todas las

temperaturas pero que su producto 
sólo se necesita a 42°C.

La identificación del producto codi­
ficado por el gen fts, así como un me­
jo r conocim iento del mecanismo de 
inhibición de la división celular por 
las proteínas hisF e hisH, perm itirían, 
seguramente, la comprensión del mo­
do de acción de la mutación fts-131 
y de su capacidad para estim ular o 
inhibir, según el caso, la división ce­
lular.

Summaiy

Celular divition studies in 
SALMONELLA TYPHIMURIUM: 
properties of a termosensible 
mutant

An effective method fo r the selec- 
tion of mutants of Salmonella typ'hi- 
murium  defective in cell envelope pro­
perties was recently described. That 
method, based on the hypersensitivi- 
ty  displayed by strain DA78 to the 
excess of hisF and hisH gene pro- 
ducts, allowed the isolation of three 
strains unable to grow on solid mé­
dium at 42°C (Antón, 1979). The pre- 
sent work reports the genetic and 
physiological study of mutation fts- 
131 that causes the therm osensitiv ity  
of DA138, one of such strains.

Besides the therm osensitiv ity  pro- 
duced by fts-131, DA138 shows high 
auto lytic activ ity  and abnormal fer- 
mentation of maltose, it is sensitive 
to cycloserine (20ng /m l) and deoxy- 
cholate (3 m g /m l) and its cells are 
round-shaped. W ith the exception of 
sens itiv ity  to deoxycholate, all the 
other alterations are due to the pre- 
sence of mutation rod-1 whose most 
conspicuous characteristic is to con- 
fe r round cell shape (manuscript in 
preparation).



By conjugation and transduction 
crosses, it was found out that fts-131 
is located in the Unit 3 of the linkage 
map and cotransduces w ith  the leu 
marker at a frequency of 11.8% 
(Fig. 2).

M utation fts-131 i nh i bits cell d iv i­
sión at 42°C but does not in terfere 
w ith  synthesis of DNA or protein (Fig. 
3) and, consequently, non-septate fi- 
laments are formed at that tempera- 
ture (Fig. 1D).

Filaments formed at 42°C divide ve- 
ry rapidly when the concentration of 
NaCI in the médium is increased 
from 0.086M to 0.25M or when the 
temperature is decreased from 42°C 
to 32°C or less (Fig. 4). D ivisión pro- 
moted by a temperature sh ift proce- 
eds even in the presence of nalid ixic 
acid, chloramphenicol or cycloserine 
demonstrating that the block imposed 
at 42°C by fts-131 comes after the 
syntheses of DNA, protein and early 
precursors of murein are completed.

On the contrary, the división of the 
filam ents is com pletely suppressed 
by pen ic illin  and cephalothin, two an- 
tib io tics  that share the property of 
binding specifica lly to PBP-1 and PBP- 
3, two of the six penicillin-binding 
proteins of the inner cell membrane 
(Spratt, 1977]. It has been reported 
that PBP-1 and PBP-3 are involved in 
late stages of murein synthesis owing 
to tne ir activ ity  as transglycosylases 
and transpeptidases (Ishino et al., 
1980; Ishino y Matsuhashi, 1981); the- 
refore, the inhib itory action of penici­
llin  and cephalothin indicates that the 
alteration caused by mutation fts-131 
a ffects, or is previous, to the step 
mediated by those pemcillin-binding 
proteins.

Although mutation fts-131 does not 
halt cell división at 37°C, it does sup- 
press, at that temperature, the inhibí-

tion of cell división displayed, on mé­
dium containing 2 % glucose, by 
strains constitu tive for the histid ine 
operon. Furthermore, the mutation 
suppresses also the hypersensitiv ity 
shown by some strains to high levels 
of expression of the h istid ine operon; 
th is fact should provide a strong ad- 
vantage to hypersensitive strains ca- 
rrying mutations like fts-131 and 
would, then, explain the ir positive se- 
lection.
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