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RESUMEN 

Salmonetla tgphimu~l«m LT-2 no utiliza sacarosa 

como Onica fuente de carbono y energla, debido, 

tal vez, a la carencia de un sistema de trans--

porte para la sacarosa o a la falta de una enzi 

ma hidrolftica apropiad;:i, o ambas. 

Sin embargo, en el presente trabajo se ob-

tuvieron mutantes que manifiestan la capacidad 

de utilizarla, y por ello se consideró pertine~ 

te caracterizar estas mutantes, tanto bioqufmi-

ca como gen6ticamente, para tratar de dilucidar 

en qu6 forma estas bacterias son capaces de de-

gradar este substrato y presentar asl una capa-

cidad fermentativa at!pica; por lo cual estas -

cepas pueden ser motivo de una incorrecta clasi 

ficaci6n bacteriol6gica. 

Asimismo, este tipo de estudios nos permi-

ten, al comparar las mutantes con las cepas si~ 

vestres progenitoras, comprender los mecanismos 

de transporte y utilizaci6n de sacarosa e.n ente 

robact.erias. 
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CAPf TULO I 

INTRODUCCIÓN 

En los cultivos bacterianos existen caracteristicas -

que los hacen un excelente modelo experimental para sisté-

mas genéticos, tales como el elevado número de microorga--

nismos que componen el 2ultivo (estudio de poblaciones) , -

la brevedad del tiempo áe generación, la facilidad de su -

cultivo en medios simples, la sencillez de su cromosoma y, 

finalmente, la fuerza de la~ presiones selectivas del me--

dio de cultivo, contribuyendo todos estos factores a su ra 

pidísima evoluci6n (Davis e~ af., 1978). 

A través del empleo de sistemas de cultivo apropiados 

se pueden 1modificar estas características permitiéndonos, 

por tanto, observar los procesos evolutivos de los microor 

ganismos en un corto tiempo. 

Dentro de los aspectos más importantes de los proce--

sos evolutivos de las células bacterianas tenemos los cam-

bios que permiten al microorganismo adquirir nuevas capa-

cidades catabólicas y, como consecuencia, sobrevivir a las 

modificaciones que el medio ambiente le impone. Estos cam 

bios son permanentes y hereditarios en la célula y se han 
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denominado mutaciones, con excepci6n de los que se derivan 

de la inclusi6n, segregaci6n, o a la recombinación de mate 

riales genéticos de otras procedencias, y considerando que 

es el Scido desoxirribonucleico (DNA) el material qenético 

determinante en la cólula, en él se presenta el fenómeno -

de mutación. watson y Crick (1953) al proponer su modelo 

de doble cadena para el DNJ\, infirieron que como consecue~ 

cia del mismo so podría explicar el fenómeno de mutación. 

Estos autores se apoyaron en la posibilidad de que las cu~ 

tro bases nitrogenadas del DNJ\ pueden existir en diferen-

tes formas tautoméricas, que se originan por rearreqlo de 

la distribución de protones y electrones en la molécula, y 

también existen derivados químicos de ellas. Cuando una ba 

se se encuentra en su fo::ma tautomérica rara o de alguno -

de sus derivados químicos, varían sus propiedades de apa-

reamiento, es decir, que una base puede aparearse con otra, 

con la cual normalmente no lo hace. Es normal que la timi

na se aparee con adenina, en cambio en su forma tautoméri

ca rara se une a la guanina; la citosina, que regularmente 

lo hace con la guanina, en su estado tautomérico raro lo -

hace con la adenina; la adenina, que se aparea normalmente 

con la timina, en su estado tautomérico anormal lo hace -

con la citosina, y por último, guanina, que se une a cito

sina en su estado tautomérico raro se aparea con la timina. 

Watson y Crick propusieron que estos apareamientos err6neos 



-4-

podr!an dar lugar a mutaciones del DNA durante su replica-

ci6n. La mejor demostración de la hipótesis de Watson y -

Crick sería verificar por an~lisis directo, que un par esp~ 

c!fico de bases en el DNA ha sido substituido por otro, pe

ro en la práctica ne recurre a métodos indirectos para veri 

ficar lo. 

Existen diversos m~todos para producir mutaciones. En

tre los m~s prometedores está el empleo de agentes químicos 

que, además de ser altamente mutagénicos, se conoce que 

reaccionan en cierta forma con las bases del DNA o son in-

corporadas en él mismo, en el sitio de las bases normales. 

Uno de los agentes químicos más ampliamente usados co

mo mutágenos por los genetistas bacterianos, y que hasta ha 

ce poco fue el mutágeno químico más potente, es la N-metil

N'-nitro-N-nitrosoguanidina (de ahora en adelante simpleme~ 

te NG} (Lee et al., 1977). Este compuesto induce por lo m~ 

nos una mutaci6n por célula tratada en condiciones que per

rni ten obtener cerca del 50 por ciento de células sobrevi- -

vientes (Adelberg et ai., 1965}. Las c~lulas sobrevivien-

tes, dado que han sufrido cambios en las bases nitrogenadas 

de la estructura de su DNA, pueden cambiar por este efecto 

la secuencia de nucle6tidos de los ácidos nucleicos mensaj~ 

ros (mRNA) que son formados a partir del DNA, considerándo

se células mutantes y, por consiguiente, éstos a su vez pu~ 

den cambiar la secuencia de aminoácidos de las proteínas --



-5-

que son sintetizadas según la secuencia de nuclc6tidos de 

estos mRNAs, produciendo finalmente proteínas diferentes a 

las de la cl'.llula no rnutada (White et ae., 1968). En el ca

so especifico de que la proteína alterada sea una enzima, -

se puede observar dicha mutación mediante la expresión, por 

ejemplo, de una nueva capacidad biológica que le permite a 

la c6lula sobrevivir a los cambios que el medio ambiente le 

impone. 

Desde antes de la d€cada de los cuarentas, se hablaba 

de la expresión de tales capacidades biológicas como un "en 

trenamicnto" o "adaptación" de los microorganismos a nuevas 

condiciones de crecimiento, que eran adversas para esa esp~ 

cic dada y que se manifestaba por un Célmbio en su metabolis 

mo, como por ejemplo, el crecimiento en ausencia de un ami

noácido antes requerido, la fermentación de un carbohidrato 

que antes no se utilizaba o la resistencia a drogas (Hege-

mun y H.osenberg, 1970; Clarke, 1974). Sin embargo, dicho -

cambio metabólico es el resultado de la mutación del génoma 

bacteriano, en sus genes estructurales y/o reguladores, ya 

sea por p6rdida del material gen6tico, por inserci6n de ge

nes de otro organismo o previamente modificados ln vlt~o, -

por duplicaci6n de genes preexistentes y modificación de -

una de las copias, o por otros mecanismos (Riley y Anilio-

nis, 1978). 
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A•ímisrno, la capacidad biológica de la célula bacteri~ 

na también ha evolucionado corno una consecuencL1 de las mu

tacilmes y <le Ja posterior selección de las mutantes en el 

ambiente apropiado, dando como resultado la pe'rdida ctc cap~ 

cid¿1<les biol6qicas, tnl voz, por dcj~r de ser necesaria ex

presión funcional. La i11forrnaci611 gen6tica desapnrece o --

puede quedar críptica (llegcman y Rosenberq, 1970). Son las 

propiedades del material qcnético, reflejadas en las muta-

cienes y la capacidad seleccionadora del !'1edio ambiente, 

los factores que permiten la adaptación evolutiva. 

Con el conocimiento de la estructura y funcionamiento 

del génorna bacteriano, se inicia el estudio de las "mutacio 

nes de ganancia", que no san otra coas que los curnbios gen~ 

tices necesarios, que aunados a un buen sistema de selec

ción, permite la aparición o expresión de nuevas activida

des enzimáticas, cuya información no se tenía, o en el caso 

de que se tuviera, permanecía silenciosa. 

I.a evolución enzimática se ha estudiado principalmente 

cov10 la respuesta de utilización de nuevos substratos no de 

gradados normalmente por las cepas silvestres. Hosenberq,-

en su revisión sobre evolución enzimática (Uegemann y Hose!:!_ 

berg, 1970) clasifica las mutaciones de ganancia en cuatro 

tipos: 

a) Cambio de la especificidad de inducción de la o las 
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enzimas.- Esto se debe básicamente al ca~bio en la particu

laridad de una enzima de ser ahora inducida por el nuevo 

substrato. 

b) Cambio de la regulaci6n de un sistc~a cnzim&ticn.

Esto se logra volvi6ndose constitutivo un sistema anterior

mente induciblc, con actividad mínima o normal hacia el nuc 

vo substrato. 

e) Adquisici6n de permeabilidad para un substrato nn-

tes impermeable.- Se obtiene a trav6s de la modificaci6n -

de la difusi6n del substrato a trav6s de la membrana celu-

lar, pudiendo ahora el nuevo ~ubstrato penetrar el interior 

de la c6lula. 

dl Resistencia a productos mctab6licos t6xicos deriva

dos de la degradaci6n dal nuevo substrato. 

Los primeros estudios sobre la utilizaci6n de nuevos -

substratos por microorganismos fueron hechos por Lederberg 

en 1951, quien seleccion6 mutantes de Eachenlchla coll cap! 

ces de crecer en neolactosa, un compuesto no utilizado como 

fuente de carbono por la cepa nativa, supuestamente porque 

la 8-galactosidasa no ataca a este carbohidrato. El resul

tado de sus investigaciones fue que las mutar.tes producían 

la enzima constitutivamente, por lo que la deficiencia en -

la cepa silvestre ?ara crecer en neolactosa se debe a que -

~sta no induce la formaci6n de la maquinaria enzimática pa-
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su degradaci6n. Esto es un ejemplo de mutaci6n de ganancia 

clasificado como cambio de la regulaci6n de un sistema enzi 

mático. 

Lester y Bonner (1956) estudiaron en E. eoll la utili

zación de rafinosa en mutantes obtenidas por inducción con 

luz ultravioleta, el crecimiento en este substrato lo logr~ 

ron despuAs de dos pasos mutag6nicos: el primero, que lleva 

a la síntesis constitutiva del opcr6n tae y, el segundo, in 

ducible a la síntesis de una a-galactosidasa. 

El grupo de Lin, trabajando con Ae~obaete4 ae4ogene~,

que es capaz de utilizar L-arabitol y ribitol, más no xili

tol como fuentes de carbono, obtuvo mediante varios proce-

sos mutag6nicos, mutantes capaces de utilizar xilitol como 

única fuente de carbono (Wu, Lin y Tanaka, 1968). Por aná

lisis posterior, estos autores descubrieron que los proce-

sos mutagénicos realizados lograron que la permeasa que an

tes sólo reconocía al L-arabitol ahora permitió la entrada 

de xilitol. Igualmente la deshidrogenasa que era específi

ca para ribitol ahora también reconoce al xilitol. Este es 

otro ejemplo de mutaciones de ganancia en el que observamos 

cambio en la especificidad de la proteína de transporte y -

en la enzima hidrolitica. 

Dentro de los estudios realizados en México en el cam

po de la evolución adquisitiva, sobresalen los trabajos rea 

!izados poi el grupo del Dr. Ortega, quien~s trabajando con 
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Salmonella typhlmu~lum LT-2, que no es capaz de utilizar -

aspartato ni L-glutamato como Onica fuente de carbono indu

jeron mutaciones de ganancia en dicha cepa, empleando NG ob 

teniendo mutantes capaces de crecer Pn medio mfnimo con 

L-gJ.utamato como única fuente de carbono. En estos estudios 

bioquímicos y genóticos acerca de la utilización y el trans 

porte de L-glutamato en asta cepa, reportan que se requiere 

de una mutaci6n en el gene regulador o en el sitio operador 

para expresar un sistema de transporte tanto para el L-gl~ 

tamato y el L-aspartato. Tambi6n reportan que la utiliza-

ci6n de glutamato está dada por una aspartasa y que ésta se 

encuentra codificada por el gen a~p A y que el lesionarse -

dicho gen se pierde el fenotipo Glt U+ (Alvarez de la Cua-

dra, 1979). 

M~s recientemente, en 1981, el mismo grupo del Dr. Or

tega, trabajando sobre la utilizaci6n lenta de B-glicerofo~ 

fato por mutantes de S. typlt.lmun.lum LT-2 obtenidas mediante 

tratamiento mutagénico con NG, muestran resultados en los -

que se demuestran que estas mutantes transportan el B-glic~ 

rofosfato y posteriormente es hidrolizado a glicerol, sien

do luego utilizado mediante la vía de este Ültimo compuesto 

(De la Garza, 1981). 
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UTILIZACIOH DE SACAROSA POR ENTEROBACTERIAS. 

Los caracteres bioquímicos utilizados en la taxonomía 

de las Ente~obacte~eaceae son habitualmente una determinan 

te cromos6mica. Se atribuye, en general, que como cense--

cuencia de un proceso mutagtlnico o a una recombinación ero 

mos6mica, ésta nos pueda conducir a que un caracter taxon~ 

mico sea atípico en una cepa bacteriana. En esta eventua-

lidad, la característica atípica es generalmente estable y 

no transferible. 

En la taxonomía bacteéiana es importante distinguir -

los caracteres detenninados por el cromosoma propio de la 

bacteria, de los casos en que el cromosoma posee unida una 

información adicional que hace que la célula cambie alguno 

de sus caracteres bioquímicos o alguna de sus característi 

cas antigénicas, dado que los sistemas de diagnóstico die~ 

t6mico son peligrosos, ya que un solo caracter atípico 

eventual orientará rápidamente para una clasificación err~ 

nea. En tales sistemas, el caracter Sac u+ ciertamente --

eliminaría el diagnóstico de Salmonelfa. 

La presencia del caracter Sac u+ en una cepa de Salm~ 

nella, es doblemente peligroso para el diagnóstico si se -

ha empleado el medio de cultivo en agar triple-azúcar--M.erro, 

en este medio, no solamente el frente y el fondo serán aci

dificados, ya que en el centro el cultivo parecerá 11 H2s ne-
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gativo• por razón de la fuerte acidificación (Le Minar et 

at., 1973). Cs muy probable que debido a tal resultado, -

el potencial diagnóstico de Salmonetta será eliminado por 

la gran nayor1a de los laboratorios de diagnóstico bacte-

riol6gico. 

Es concebible que ciertos caracterco sirvan para defi 

nir los biotipos (caracteres designados habitualmente como 

"d" o "D" en el Manual de Bergey's, en general oe encuen--

tran en una determinante plasmídica) : La amplitud de aci

dificar los medios conteniendo sacarosa se presentan habi

tualmente en Kleb6.i.eLea, E11.te'r.obac.te1t ae.t6ge11ra, E. c.C.oacac, 

Se1¡natla, P1to.teua m.i.1tiQbillJ, Pnovid~nc.ta y Lcvi11ea. Por 

el contrario, la ineptitud de fermentar la sacarosa nos da 

la definici6n de S/i.i.getea, Edwana.te!ta, Sa.C.monef.la y Ph•

teu6 monganii. 

En la familia En.te1tobactc1tiaceae, sólo la tribu Kleb

aielleae está caracterizada por un fenctipo estable para -

la fermentación de sacarosa (Sac U+). Para otras tribus,

incluyendo a la íntimamente relacionada Vlb1t¿onaceae, es -

tlpico observar un inestable fenotipo para la fermentación 

de sacarosa. Los genes que codifican las características 

metabólicas variables de un grupo bacteriano similar como 

son, por ejemplo, la fermentaci6n de lactosa, rafinosa, o 

sacarosa, se encuentran marcadas como dudosas en el Manual 
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de Bergey's con "d" o "D" (Buchanan y Gibbons, 1974). Di

chos genes normalmente parecen estar localizados en plásm! 

dos, hasta ahora de origen desconocido (Le Minar et aí'.. , -

1973; CorneJ.is et al., 1978; Smith y Parsell, 1975). De -

esta manera, cepas de E. coli K-12 o de S. tuphimu~ium 

LT-2, libres de pl::isrnidos, son incompetentes para captar y 

fermentar sacarosa, o a mutilr hucia un fenotipo Sac u+ (Ve-

ron y Le Minor, 1975; Lengeler el al., 1982). En el grupo 

de cepas epidemiol6gicamente relacionadas a estas bacte-

rias, este fenotipo es común e invariablemente unido a la 

presencia de pl::ismidos (Le Minor ct al., 1973; Smith y Par 

sell, 1975; Wohlhietcr.et al., 1975; Cornellis et al., 

1978; Alaeddinoglu ct al., 1979; Schmid et al., 1982; Len

geler et al., 1982). 

Desde finales de la década de los sesentas se han pu

blicado una serie de trabajos que nos permiten esclarecer 

los mecanismos por medios de los cuales E. c.oli. puede fer

mentar sacarosa. Un plásmido conjugativo fue purificado a 

partir de 1ma cepa de S .. t1Jphht1:ur.i.um que fermenta sacarosa 

y que fue aislada de muestras clínicas por el grupo de 

Wohlhieter (1975). Este plásmido fue nombrado pUR400 con

forme a las re1las de nomenclatura gene!tica (Novick et al., 

1976} . Dicho pl5smido fue transferido mediante conjuga-

ci6n a una cepa prot6tofa de E. c.oli. K-12, el cual le con-
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firi6 simultáncament.: los fenotipos de la utilizaci6n de -

sacarosa y la re&i5tencia a tetraciclina (Schmid ~t ai., -

1982). ExperDncntos realizados por Schmid y sus colabora

dores, indican que el plfisrnido codifica por lo menos ?ara 

la inducción de dos funciones que se involucran ~~ ~l rnet~ 

bolismo de sacarosa; Li primera es un sistemil de transpoE_ 

te especifico para sacarosa y, la segunda se refiere a una 

enztma hidrolitica, B-D-fructofuran6sido fructohidrolasa -

{ EC 3. 2. 1. 2 6) , referida como una sacarosa-6-fosfato hi:lro

lasa (Schmid et at., 1982), la cual fue previamente cstu-

diatla por Chassy y St. Martin en Stneptococua mutantJ 

{Chassy y Porter, 1979; St. Martin et al., 1979). 

Estas dos funciones r.o son detectables en cólulas de 

E. coll K-12 libres de plfismidos. Las cGlulas que contie

nen estos plAsmidos expresan bajos niveles en el transpor

te de sacarosa y en la hidrolasa de sacarosa-6-fosfato, si 

son crecidas en glicerol. Si las células son crecidas en 

substratos inductores como fructosa, sacarosa o rafinosa, 

las actividades de transporte de sacarosa y la hidrolasa -

de sacarosa-6-fosfato, se incrementan arriba de 70 veces, 

y se clasificaron como substratos no inductores a la gluc~ 

sa, la gala~tosa, la lactosa y la melibiosa. AdemSs demos 

traron que la inducción tanto del sistema de transporte de 

sacarosa como de la sacarosa-6-fosfato hidrolasa es simul-
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t<inca, esto sugiere que ilI!lbas funciones se encuentran bajo 

un control genético común. Esta hip6tesis se apoya por -

las pr?piedadcs de una mutante constitutiva obtenida por -

el grupo de Schmid a partir de la cepa silvestre, mediante 

mutag6ncsis con nitroso guanidina, que presenta niveles a! 

tos en las activid¿1des de t:::ansporte de sacarosa e hidr6li 

sis de sacarosa-6-fosfato, sin haberle realizado inducción 

alguna. 

Por otro lado, la expresi6n tanto de la hidrolasa de 

sacarosa-6-fosfato, como del transporte de sacarosa, se ve 

disminuida en casi 12 veces en su valor normal, si le es 

adicionada glucosa al medio de cultivo. Esta evidencia, -

unida a la observaci6n de que la adición de A!-1Pc al medio 

de cultivo lleva a su máxima expresi6n estas actividades, 

sugiere que el sistema de utilizaci6n de sacarosa también 

puede ser sujeto de represi6n catabólica, ya que para que 

un sistema pueda ser sujeto de represi6n catab6lica requi~ 

re de AMPc y de una proteína receptora del AMPc (CRP) , pa

ra llevar la actividad a su mfixima expresi6n (Perlman et -

a..f.., 1968) y una deficiencia en cualquiera de estos com-

puestos nos lleva a un fenotipo negativo {Sac U-). 

Más evidencias acerca del metabolismo de sacarosa fue 

ron obtenidas a partir de los estudios realizados con una 

mutante deficiente en el sistema de la hidrolasa de s3caro 

sa-6-fosfato, pero que s! posee sistema de.transporte de -



-15-

sacarosa. Dichos estudios muestran que el sistema de 

transporte de sacarosa es induciblc por fructosa, pero no 

por rafinosa o sacarosa, sugiriendo que la fructosa o un -

derivado de ella como la fructosa-fosfato es el inductor -

de los genes de sacarosa (ac,I, por lo tanto, la sacarosa 

y la rafinosa necesitan ser hidrolizadas mediante la saca

rosa-6-fosfato hidrolasa, para convertirse en inductores -

(Schmid e.t al., 1982). También se determinó que el siste

ma de transporte de sacarosa es dependiente del sistema de 

fosfotransferasas (PTS), codificado en el cromosoma de la 

bacteria (Hays, 1970; Kunding et al., 1964), estos autores 

han determinado que el transporte mediado por el sistema -

de PTS involucra una fosforilaci6n vectorial, ya que la i~ 

troducci6n de sacarosa al interior de la cGlula nos lleva 

a una acumulaci6n de sacarosa-6-fosfalo. Los estudios de 

la fosforilaci6n de sacarosa ~n v~tho realizados por Leng~ 

ler nos reportan que esta fosforilaci~n es típicamente de

pendiente del ácido fosfoenol pirüvico (PEP) y éste no pu~ 

de ser reemplazado por adenos!n trifosfato (ATP) en la mez 

cla de reacción, constituida por vesículas de mP.mbrana que 

contiene la enzima que es codificada por un gene del plás

mido, que 'capacita a la bacteria al transporte de sacarosa 

y que Schmid denomin6 ~e~ A; dicha enzima corresponde den

tro del sistema de transpo_:rte de' sacarosa al componente II 



-·.6-

y es denominado E IIscr, la cual actda concertadamente con 

las funciones solubles del sistema de fosfotransferasas --

(PTS), que est& constituido por la enzima EI, las protef-

nas transportadoras (HPr) y la enzima III (E IIIglc, ser¡ , 

que están C(?dificadas en el cromosoma de l<i c6.lula huésped 

(Lengeler y Lin, 1972; Lengeler e~ al., 1972). 

Posteriores estudioa realizados por el grupo de Schmid 

acerca de la actividad cmzimfitica de la enzima sacurosa-6-

fosfato hidrolasa, nos muestran que dicha enzima se cncuen 

tra localizada intracelularmente, ya que se dctectlS esta -

actividad en extractos crudos de cdlulas toluenizadas, pe

rd no se detectó esta actividad enzimática en fracciones -

de membrana ni en preparaciones por "choque" en frío. 

La hidrólisis de sacarosa-6-fosfato es óptima a un pH 

de 6,6 en soluci6n amortigua.dora de fosfatos 100 mM. La en 

zima se reporta estable por tres dias a 4°C o dos horas a 

37ºC. Esta enzima cataliz~ la hidrólisis de B-D-fruct6si-

dos, como la sacarosa-6-fosfato, sacarosa y rafinosa; las 

constantes de Michaellis reportadas para estos tres subs--

tratos son: 0.17-0.05; 60-1~; y 150-10 mM, respectivamente, 

estos resultados sugieren que la saca~osa-6-fosfato fue el 

substrato esencial de la enzima. a-D-gluc6sidos y galact6-

sidos como melibiosa no son hidrolizados. Estos datos cla 

sifican a la enzima como B-D-fructofuranósido fructohidro-

lasa (EC 3.2.1.26). 
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Esta enzima está constituida por dos subunidades id6~ 

ticas con un Mr de 55,000 cada una; por lo tanto, el dime-

ro de 10,000 corresponde a la enzima activa. 

Mediante análisis cromatográficos de substratos radio 

activos metabolizados por las bacterias sac U+ demostraron 

que la sacarosa. trunsportada al ser hidrolizada produce --

glucosa-6-fosfato y fructosa, por lo que el producto inme-

diato formado en el proceso de introducci6n de la sacarosa 

mediante el sistema de transporte dependiente de PTS fue -

sacarosa-6-fosfato fosforiladu en el c6 de la glucosa. 

En la figura 1 se muestran las relaciones entre los -

genes y las enzi~as del metabolismo de sacarosa en E. e<• ( i 

K-12 propuestas por Schmid y colaboradores (1982). 

ESTRUCTURA Y ORGANIZACION DEL 
CROMOSOMA BACTERIANO. 

Análisis genéticos realizados en E. coli y S. ~yphim~ 

~ium, han mostrado que todos los genes est§n localizados y 

unidos en una sola mol1:;cula circular de DNA de doble cadc-

na de casi 1400 µ de longitud y de 20 a 60 Á de diámetro. 

Este DNA está asociado a RNA y prote'l'.nas bfisicas, formando 

el cuerpo cromático de la bacteria. Este cuerpo crom~tico 

no está delimitado por una membrana nuclear a diferencia -

de las c~lulas eucari6ticas y se encuentra doblado en for-
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ma compleja dando la impresión de ser parte de una compac

ta madeja de hilo. Esto hace pensar que existe algGn modo 

de organizaci6n dentro de la estructura terciaria del ONA 

probablemente asociado a la presencia de las prote!nas bá

sicas que le permite contener las muy variadas formas que 

los cuerpos cromáticos pueden adoptar, asf como el mante-

nimiento de una continua replicación semiconservativa del 

DNA y de la formaci6n de mRNA para la slntesis de protef-

nas. 

Sin embargo, no toda la informaci6n gen6tica de las -

bacterias se encuentra confinada en su cromosoma. Existen 

otros elementos gcntitfcos no cromos6micos, formados tam-

bién por DNA de doble cadena organizado en mol6culas circu 

lares covalentcmente cerradas, las cuales se encuentran en 

el citoplasma de la c6lula. Estos elementos genéticos se 

estudian bajo el nombre genérico de plásmidos y son repli

cados aut6nomarnente y heredados a las células hijas duran

te la división celular (Lederberg, 1952). 

Las funciones esenciales de la célula {obtenci6n de -

energía, metabolismo, divisi6n celular, etc.) están codif~ 

cadas en los genes cromos6micos, los plásmidos codifican -

para funciones adici0nales a estos genes y dan a la c6luld 

proseedora de ellos capacidad de sobrevivir y ventaja de -

crecimiento bajo condiciones ambientales particulares. 
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La replicaci6n de los plfismidos se lleva a cabo en -

dos formas diferentes: i) la replicaci6n corijugativa, que 

ocurre durante la conjugaci6n, en la cual una sola cadena 

de DNA queda en la célula donador.::i y la cadena cornplement~ 

ria se transfiere a la receptora y es replicada para far-

mar un duplicado del plásmido en las dos c6lulas; y ii) la 

replicaci6n vegetativa, que ocurre durante el ciclo normal 

de la célul~, asegurando que las células hijas hereden el 

plfismido durante la divisi6n celular. Estos dos procesos -

de replicación son mny similares y no dependen de los meca 

nismos de replicación del cromosoma. 

Los plásmidos son de varios tamaños; se encuentran --

dentro de la bacteria como círculos cerrados covalentemen-

te o enrollados con estructura de superhélice, dando una -

vuelta por cada 500 pares de bases. De los plásmidos cuyo 

peso molecular es mayor a 3xl07 sólo se encuentran de 1 a 

3 copias por c~lula y los plásmidos de peso molecular me-

nor a 3xl0 7 se encuentran en más de 10 copias de cada uno 

de ellos por célula. 

Muchas bacterias resistentes a antibi6ticos poseen la 

resistencia a ellos en genes de plásmidos llamados plásmi

dos R y el mecanismo de resistencia eo completamente dife

rente del de una mutante cromosómica resistente al mismo -

antibi6tico. Estos plásmidos causan considerables proble-
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mas m~dicos y veterinarios, porque muchos de ellos son co~ 

jugativos y pueden ser transferidos particularmente entre 

diferentes g6neros de enterobacterias y porque muchos de -

ellos poseen resistencia especifica a más de una droga y -

en muchos casos hasta 6 6 7 antibi6ticos no relacionados -

entre sí. 

Al igual que en los organismos superiores, en las c6-

lulas bacterianas existen células macho y hembra (Ledcrberg 

y Tatum, 1946; Makela, 1963; Baron et al., 1968), indican-

do que la bacteria puede p0seer un factor sexual. La dife 

rencia de sexo entre las células masculinas y femeninas e~ 

tá dado por la presencia de un factor gen~tico específico 

llamado factor F (de fertilidad), cuando está en la c6lula 

+ -es macho (F ) ; y si le falta, la célula es hembra (F ) . E~ 

te factor F ~s un pP.queño cromosoma circular supernumera--

rio de DNA de doble cadena, cerrado mediante enlaces cova-

lentes, es decir, es un pequeño plásmido que se distingue 

de los demá!l, dad;¡ su particular capacidad de integrarse -

al igual que los cromosomas de fagos lisogénicos al cromo-

soma bacteriano en varias posiciones, comport5ndose como -

un juego de genes cromos6micos durante la ~eplicaci6n y la 

división celular. Esta capacidad de permanecer tanto en -

forma libre en el citoplasma bacteriano o integrado al cr~ 

mosoma, le confiere al factor F el nombre de episoma (Jacob 
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y Wollman, 1958). En gene:cal existe uno de estos anillos 

por cromosoma y su peso molecular es de 6xl0 7 , lo que equ! 

vale al 2% del peso moleculi1r del cromosoma bacteriano. 

Se inicia el ciclo se,cual, cuando se unen ambo~; tipos 

de cAlulas por medio de un "puente estrecho" denominado --

puente de conjugación, poi el •:1ue comienza a migrar el ero 

rnosorna del mucho hacia la célula hembra. Este proceso se 

llama conjugación. 

La transferencia generalmente es inc,mpleta, penetra~ 

do a la célula receptora sólo parte del cromosoma del ma-

cho, antes de realizarse la separación, formándose células 

parcialmente diploides. Luego hay entrecruzamiento entre -

el cromosoma del macho y el de la hembra, seguido de un -

proceso de segregaci6n que da origen a una progenie de cé

lulas haploides (recombinaci6n). 

El factor F es tambión capaz de transferirse a si mis 

mo: así, si se cultivan juntas células F- con dilulas F+ -

en iguales proporciones, el 70% de las c~lulas que origi-

nalmente eran F- es convertido a P+ (Davis et a.!'.., 1978). 

Cuando una cepa F+ integra su factor F al cromosoma, 

se observa que la frecuencia de recombinación aumenta unas 

1000 veces con respecto a la cepa F+ ori7inal. Estas cepas 

se han denominado Hfr que significa "high frecuency of re

combination", o alta frecuencia de recombinaci6n. En es--

it bl llii ' 
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tas cepas la integración del factor F al cromosoma es rc-

vorsible, revirtiendo a c~lulas tipo F+ (Zinder, 1960). 

En las c'lulas Hfr, el factor F deja de poder ser ---

transmitido a otras c~lulas, lo cual implica que las recam 

binantcs Hfr X F- son F-, de form;.i. tal que lo que se trans 

fiare es el cromosoma en el cual el factor F se encuentra 

integrado. 

Tanto en E. coll como en S. typhimu~iuM existen cepas 
+ que so parecen tanto a la F como a las !lfr ya que en 

ellas se produjo una escici6n anormal del factor F durante 

la reversi6n de las formas Hfr a F+ y el factor F acarrea 

por error genes del cromosoma bacteriano, denominándose --

bacterias F' • 

Estas cGlulas intervienen en procesos de conjugaci6n, 

pero con una frecuencia inferior a la que presentan las -

cGlulas F+. Se transfiere la totalidad del factor F (con

virtiendo a la receptora en F+l junto con un segmento fijo 

del cromosoma del huGsped, que es de menor tamaño que el -

segmento que transfieren las cepas Hfr. Esta transferen-

cia ha recibido el nombre de sexducci6n o F-ducci6n, ya --

que se parece a la transducci6n de un fragmento del cromo-

soma del huésped por medio de un bacteriófago (Hayes, 1968; 

Davis et at., 1978). 

La transducción es un proceso de transferencia de ge-
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nes entre las bacterias mediado por partículas virales 

denominadas bacteri6fagos (Sanderson y Demerec, 1965; Howe 

y Dawson, 1969; Nishioka y Eistcnstark, 1970). Los bacte

ri6fagos son partículas virales, cuyo material gen6tico se 

replica en bacterias. Algunas cepas de bacteriófagos pro

ducen una transducción generalizada en la cual puede ser -

transferido cualquier gen bacteriano, mientras que otras -

cepas de fagos median transducciones especializadas en 

las cuales· los bacteriófagos tienen cierta preferencia por 

transmitir únicame1.1te ciertos genes bacterianos (Sanderson, 

1972; Enomoto, 197J.). 

SlSTEHAS OE ~RANSPORTE, 

Una de las funciones de la membrana citoplasm§tica en 

las ~acterias es el mantenimiento de un flujo continuo de 

nutrientes y metabolitos entre el citoplasma y el medio -

~ue la rodea, a una velocidad que corresponda a la activi

dad fisiológica de la c~lula, de esta manera una gran can

tidad de solutos, mctabolizables o no, son transportados -

aun en contra de un gradiente de concentración (Rosen, 

1978; Stein, 1969; Oxender, 1972). 

En los ültimos 28 años se ha niscutido la existencia 

de sistemas de transporte especializados diferentes a las 
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enzimas metab6licas y de muchos de ellos se hn dado evidcn 

cia de su existencü1 mediante ensayos bioquímicos y genl!t~ 

cos. Sin embargo, resulta intrigante el mecanismo molecu

lar por el cual el transporte es llevado a cabo y c6mo se 

integra 6ste a la maquinaria celular; para ello se han pr~ 

puesto algunas hip6te::;is y modelos, que aunque divergentes, 

tienden a explicar tan compleja funci6n de la c6lula. 

su~ definiciones estjn dadas de acuerdo a considera-

cienes cinéticas y termodinámicas, conociéndose las si-

guientt?s: 

11 Vi6uai6n Simple o Pa4iva. 

Es cuando una sustancia atraviesa la membrana como 

un resultado del movimiento molecular al azar, sin interac 

ci6n de ningün componente de la misma, el proceso no re

quiere de energía metabólica y es llevado a favor de un -

gradiente de concentraci6n o electroquímico, no es especi

fico y la velocidad con la que el soluto se transporta de

penderá del espesor de la membrana y del coeficiente de d! 

fusi6n entre otros factores (Harold, 1974; Roseman, 1969). 

21 Vi6u~i6n Facilitada. 

Si el soluto transportado interacciona con un com

ponente de la membrana denominado "acarreador", formando -
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un complejo con él trasladáüdolo hacia el otro lado de la 

membrana, se denomina difusi6n facilitada. El proceso pue

de ser estercoespeclfico, implicando con ello que hay di-

versos sistemas para solutos diferentes y manifiesta una -

cinética de saturaci6n con el sabstrato; al igual que para 

la difusi6n simple, el soluto se mueve a favor del gradie~ 

te de concentración o electroquímico y no requiere de ener 

g!a metab6lica (salvo la necesaria para mantener la estrtlC 

tura de la membrana) , pero es más rápido que la difusi6n -

(Harold, 1974; Roseman, 1969). 

3) T~dn~po~~e Ac~~vo. 

Se define el transporte como transporte activo si 

el soluto es acumulado contra un gradiente electroquímico 

u osm6tico, requiriendo para ello de la energía metabólica 

y de un sistema "acarreador" en la membrana. Implica la -

formaci6n de un complejo soluto-acarreador en el lado ex-

terno de la membrana, que cruza ésta y posteriormente un -

cambio de afinidad por el soluto le permite liberarlo en -

el interior de la célula, quedando libre el acarreador pa

ra regresarse e iniciar un nuevo ciclo. 

41 T~an6tocac~án de G~upo~. 

Este es otro mecanismo de transporte que depende -

de la energía metabólica de la c~lula, sieQdo la penetra--
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ci6n del soluto concomitante a una reacción qu!mica que m~ 

difica al soluto. Cuando la translocaci6n y la acumula

ci6n del sustrato suceden con la fosforilaci6n del mismo, 

se ha denominado "fosforilaci6n vectorial". 

51 Metaboli!mo Vectoklal. 

Este término fue propuesto por Mitchcll (1961) pa

ra designar los procesos mctab6licos orientados de tal ma

nera a través de una membrana biológica, que el substrato 

entra en un lado y el producto es liberado por el otro. T~ 

les reacciones generan un gradiente de concentración que -

rnaneja el transporte. Además, si las especies transloca-

das llevan una carga el€ctrica, el ~ctabolismo vectorial -

generará un potencial de membrana. 

Dentro de las translocacioncs se conocen dos tipos: 

al Translocacioncs Primarias.- Son las que estarían -

asociadas en forma inmediata a las reacciones metabólicas 

(Harold, 1972). Aquí estarían incluidas la translocaci6n 

de grupos, que ya se definió, la cual ocurre a nivel del -

substrato, y la translocaci6n de solutos unida a una enzi

ma, donde el substrato pek 6e no participa en la reac~i6n, 

pero es translocado como un resultado de ésta. 

b) Translocacionco Secundarias.- De acuerdo con Ha-

r.old (1972), son muchos de los casos del transporte activo. 



-28-

Se denominan asf porque cst<in asociadas a la maquinaria me 

tab6lica mediante gradientes de iones y no directamente. -

Ilarold emplea la palabra portador en este tipo de t.ranslo

cuciones. 

OBJETIVOS 

l. Obtener mutantes de Sa.f.moneV'.a .typh.i.mtur..ium LT2, ca

paces de utilizar sacarosa como Gnica fuente de carbono y -

energía. 

2. Caracterizar cinéticamente estas mutantes. 

3. Caracterizar genéticamente estas mutantes. 

4. Indagar·si las mutantes han desarrollado alguna ac

tividad enzimática nueva para la utilizaci6n de sacarosa. 

5. Caracterizar cinéticamente el sistema de transporte 

de sacarosa. 
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CAPITULO 11 

l~TERIALES Y M~TODOS 

1) CepaJ d~ Sa!mo11e((a. .typl:.imtH.<um. 

LT-2 

His D-9 

(F-, Sac U-); prot6tofa, obtenida de -

la colecci6n del finado Dr. Demercc. 
- - R 

(F , Sac U , Str l; seleccionada a pa~ 

tir de LT-2 en un medio con 1000 µg/ml 

Je estreptomicina. 

{F-, ·sac U-, Strs); aux6trofa para hi~ 

:idina, obtenida de la colecci6n del -

Dr. M.V. Ortega. 

R - - R His D-9 Str :F , Sac u , Str ) ; seleccionada a pa.:r::. 

SMC-01* 

SMC-11* 

SA-534 

tir de His D-9 en medio con 1000 ••g/ml 

e~ estreptomicina. 

- + 
IF , Sac u lenta); derivada de LT-2 -

{'or mutag6nesis con NG. 

~F-, Sac u+ rápida); derivada de S~iC-01 

ror mutag~nesis con ~G. 

(Hfr, Sac u-, 61!.fL Al; donada por el Dr. 

~.E. Sanderson {Hfr K4); tiempo de en

trada en.el r.iinuto 137, CW, (O-py1t-B

th4-~1tp ••• me~ A). 



SA-535 

SR-315 

SA-486 

KS-28* 

KS-29* 

K4-11* 

!<4-24* 

F'-10* 
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{Hfr, Sac u-, Selt. A); donada por el Dr. 

K.E. Sanderson {llfr KS); tiempo de en

trada en el minuto 66, cw, (0-met G-pult. 

c----ltü>. 

(F', Sac U-, le.u 1\); donada por el Dr. 

K.E. Sanderson (F' SU-9), sitio de in-

tegraci6n en el minuto 50, CW, (O-pylt. 

F-t1t..ip----pu1t.). 

(Hfr, Sac U-, .&e.lt. A 13) ; donada por el 

Dr. K.E. Sanderson (Hfr K3), tiempo de 

entrada en el minuto 93, CW, (O-a.lt.g E

.ilv-le.u----cy.& C). 

(Hfr, Sac U+); derivada de SA-535 por 

mutagénesis con NG. 

(Hfr, Sac U+); derivada de SA-535 por 

mutagénesis con NG. 

(Hfr, Sac U+); derivada de SA-534 por 

rnutag~nesis con NG. 

(Hfr, Sac U+); derivada de SA-534 por 

mutagdnesis con NG. 

(F', Sac U+); derivada de SR-315 me--

diante mutag~nesis con Ng. 

* nombre no registrado. 
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21 Co11H.1tvac.i61: de C'l?p<l6 Gactt•'túrntta, 

Todas las cepas Sac u+ se conservaron en mcdío m1-

nimo de Davis N-agar, empleando sacarosa COl'IO fuente de -

carbono, en- tubos de tap6n de rosca con el medio inclinado. 

Las cepas con marca de auxotrofia se conservaron en igual 

forma pero en medio enriquecido y guardadas en el rcf rigt?

rador a 4 ºC. 

31 Bacte1ti6,a906. 

P-22 Cepa silvestre donada por el Dr. N. Yamamoto. 

ES-18 Cepa silvestre donada por el Dr. 13,1\.D. Stocker. 

4) Conae~vacl6n de Bactr1tl66agoa. 

Los bacteri6fagos se conservaron en ~edio enrique

cido entre O y SºC, con algunas gotas de c~.oroformo en el 

medio para evitar la contaminación con bacterias. 

5) Re.a.c.t.lvoa Qu.Cmlco" tJ .lfate.Jtla e Radiactivo. 

L-aminoácidos (serina y leucina), clorafenicol 

(Cmp), Trisma base (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo. USA). 

Los fosfatos mono- y dipotásicos, hidróxido de sodio, 

hidr6xido de potasio, ácido clorhfdrico, cloroformo, alco

hol etílico, maltosa, tartrato de sodio y potasio, todos -

ellos de grado anal1tico de Baker (Xalostoc, México). 
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El sulfato de magnesio, sulfato de amonio, sacarosa, 

cloruro de sodio, acetato de sodio, de Merck (Darmstadt, -

Rep. Fed. de Alemania) . 

Nitroso guanidina de K&l< Laboratorics Inc. (Plainview, 

New York, U.S.l\.) 

Estreptomicina (Str) de Farmacéuticos Lakeside, S.A. 

(MAxico), NZ case de Sheffiel Chcmical (U.S.A.) 

Refinosa, dextrosa (glucosa) de Difco Laboratories 

(Detroit, Michigan, U.S.A.) 

Acido 3,5-Dinitro salicflico, proporcionado por el --

Ing. Vicente López, del Departamento de Biotecnolog!a del 

Centro de Investigación y de Estudios Avanzados del I.P.N. 

Aquasol-y U-( 14 C)-sacarosa de 50 pCi/0.5 ml de New E!}. 

gland Nuclear (Bastan, Mass. U.S.A.). 

6) Medioa de Cultivo, Solucionea 1aot6nicaa 
y Soluclonea Amo4tiguado4aa. 

Agar bacteriol6gico, extracto de levaduras, pepto-

na de case!na, caldo nutritivo, agar para Salmonella y Sh~ 

gella, agar de bilis verde brillante, citrato de Simmons, 

de Biox.Sn de México. 

Cuando se requiri6 de medios sólidos se adicionó agar 

bacteriol6g:.co al l. 5 % ( P /V) antes de ser esterilizados. 

Todos los medios de cultivo SG ~sterilizaron a 15 lbs/ 

2 pulg de presi6n de vapor (121ºC), durante 15 minutos. Las 
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soluciones de sacarosa, maltosa, rafinosa, lcucina, serina 

y estreptomicina se ester i lió>: aron por fil traci6n empleando 

filtros Millipore estftriles y se prepararon en el momento 

de usarse. 

Las fuentes de carbono se prepararon al 41 (P/V) y se 

adicionaron al medio de cultivo cst6ril para obtener una -

concentración final de 0.4i (P/V). 

Los aminoácidos se emplearon en concentraciones de 

20 µg/ml. Todos los medios de cultivo llevan solución 

amortiguadora de fosfatos, con sales minerales en concen-

traci6n de 0.0622 M y pH de 7.0 (Davis y Mingioli, 1950) 

sin citrato que se den.omina Davis normal (Da vis N) • 

Davis N KH2Po4 , 3.0 g; 1<2HP0
4 

7.0 g; Moso
4

·71!
2
0, 

0.1 g; (NH 4 l 2so
4

, 1.0 g; y agua desti

lada hasta completar 1000 ~l. El sulf~ 

to de magnesio se disuelve aparte del 

resto de las sales. 

Medio M!nimo: Davis N, con la fuente de carbono que 

Medio rico 
(NCX): 

especifiqué al 0.4% (P/V). 

Oavis N, y 0.2% (P/V) de los siguie~ 

tes productos: peptona de casefna, ex--

tracto de levaduras y NZ case. 

Medio para el aislamiento de bacterias Sac U+: 

Davis N, sacarosa y agar, 
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Medio para la selecciJn de bacterias resistentes a 

estreptomicina: 

Davis N, glucosa, agar y estreptomici

na en concentraciones desde 200 a 1500 

µg/ml. 

Medio para cin6ticas de crecimiento: 

Davis N, y la fuente de carbono que se 

especifique. 

Medios para in6culos: 

Davis N y casaminoácidos al 0.4% (P/V) 

o el medio mínimo de Davis con la fuen 

te de carbono que se especifique. 

Medio para conjugaci6n: 

Davis N, extracto de levaduras, pepto

na, y NZ case, cada una al 0.2% (P/V) 

con y sin agar. 

Medio para la propagación de bacteri6fagos: 

Davis N, sacarosa y agar, y el mismo 

para conj ugac i6n cor. agar. 

Medio para el título de lisados fágicos: 

El mismo medio que es empleado para -

conjugaci6n, pero con agar. 

Agar nutritivo blando: 

Igual que el medio para conjugaci6n 

pero con agar al 0.75% (P/V). 
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Agar blando: Davis N y agar al 0.751 (P/V). ~e dis-

tribuye en muestras de 2 ml r se le 

mantiene a 45°C hasta el momento de 

usarse. 

Medio para seleccionar conjug~ntcs: 

Davis N, sacarosa y agar adicionada de 

estreptomicina { 300 ¡:g/ml) . 

Medio para seleccionar transductantcs: 

Davis N, sacarosa y agar. 

Soluci6n salina fisiol6gica est~ril: 

NaCl al 0.85% (P/V) se distribuye en 

porciónes ce 200 ml y se esteriliza en 

autoclave. 

Soluci6n para suspensión de células y ensayo de trans 

porte: 

Davis N y cloranfenicol (50 ::g/ml). 

Regulador de fosfatos para son.:'.cación: 

Oavis N ajustado a pH de 7.4 

Regulador de acetatos: 

O.OS M y pH 5.25; 4.10 g de acetato de 

sodio aforado a 1000 ml con agua desti 

lada y ajustado a pH 5.25 

Acido 3,5-dinitro salic11ico: tambi~n 3,5 DNS: 

1 g de ácido 3,5-dinitro salicilico, 

disuelto en 20 ml de NaOH 2 N, mas 30 g 

de tartrato de sodio y potasio. 
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METODOS. 

a) Mutagénesis en Medio S6lido.- La metodología se 

guida fue similar para todas las mutantes obtenidas en 

este estudio, y consistió en llevar hasta fase exponen--

cial a un cultivo de c61ulas crecidas en ~edio de NCX, ce~ 

trifugar a 6000 rpm durante 15 minutos en una centrifuga -

Sorvall de mesa a temperatura ambiente y suspenderlas en -

soluci6n salina fisiol6gica hasta una concentraci6n aprox~ 

rnada de 109 células/rol. De esta suspensi6n se espatul6 --

0.1 ml por caja en medio de Davis N-sacarosa-agar. Una vez 

que se sec6 la superficie, se colocaron en el centro de la 

caja unos cristales del rnutágeno NG y se incub6 a 37ºC. 

b) Mutagénesis en Medio Líquido.- A partir de un -

cultivo refrigerado en fase logaritrnica de crecimiento, se 

inoculan matraces nefelom€tricos de 250 ml de capacidad 

conteniendo 50 ml de NCX y se incuban aer6bicarnente duran 

te toda la noche a 37°C en un agitador orbital New Bruns-

wick a 150 rpm. Por la mañana se inoculan tubos con tap6n 

de rosca conteniendo 5 ml de NCX fresco y se incuban a 

37ºC en un baño con agitación hasta llevar el cultivo has-

ta su fase exponencial de crecimiento. En este punto los 

tubos se dejan de incubar y se les adiciona NG hasta una -

concentraci6n final de 100 µg/ml en condiciones est~riles, 
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se tapa•• y se agitan fuertemente durante 12 minutos en un 

agitador Vortex modelo K-550 G a alta velocidad. Los tu-

bos se centrifugaron a lOOOOxg durante 15 minutos, se dese 

cha e~ medio de cultivo y el paquete celular es lavado --

tres veces con soluci6n salina fisiol6gica cst6ril, resus

pendicndo ~innlmcntc las c6lulas en 1 ml de soluci6n sali

na fisiológica. Cada tubo se diluye 1:10 con soluci6n sa

lina y de ésta filtima se toman 0.1 ml de suspcnsi6n de cé

lulas y se siembran mediante dispersi6n con espátula de vi:_ 

drio sobre cajas de petri conteniendo medio mínimo s6lido 

de Davis N-sacarosa. Las cajas de incuban a 37ºC hasta la 

apa,tici6n de colonias. 

2) Al6lamlento de Bac~enla6 Sac u•. 
Las mutantes lentas se obtuvieron por mutaci6n con 

NG a partir de un cultivo de la cepa LT-2, apareciendo en

tre los 5 y 7 días de incubaci6n a 37ºC. Se tom6 cada co

lonia con un palillo estéril y se sembr6 por parchado en -

el medio de Davis N-sacarosa-agar y se incubaron las cajas 

a la temperatura antes mencionada. Para la obtenci6n de -

las mutantes de crecimiento rápido se sigui6 el protocolo 

de mutaci6n en medio líquido a partir de una cepa lenta, -

s6lo que en este caso las colonias aparecieron entre las -

41l y 72 horas de incubaci6n. Las colonias se separaron y 

parcharon en la misma forma descrita. 
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Las bacterias Hfr y F' de lenta utilización de sacar~ 

sa se obtuvieron de la misma manera conforme a los enuncia 

dos del protocolo de mutaci6n en medio s6lido. 

En vista de que las cepas donadoras utilizadas pa-

ra conjugaci6n revirtieron a prot6tofas durante el proced~ 

miento para su obtención, se seleccionó una cepa receptora 
R Str para contar las recombinantes en un medio con estrep-

tomicina. En esta forma sólo crecerían aquellas bacterias 

que han recibido la marca Sac u+ y que continúan conservan 

do la de la resistencia al antibiótico. 

La selección se hizo de la siguiente manera: se sem-

braron aproximadamente 10 8 células de un cultivo exponen--

cial de la cepa LT-2 crecida en NCX en medio Davis N-gluc~ 

sa-agar estreptomicina (de 150 a 1500 ~g/ml), se incubaron 

por 48 horas a 37ºC; con estas condiciones aparecieron un 

promedio de 25 colonias por caja, escogiéndose la que pre-

sent6 mayor estabilidad para la marca de resistencia a la 

concentración más elevada de estreptomicina, la que se con 

servó en medio rico para emplearla posteriormente como re-

ceptora. 

De la misma manera se procedió a seleccionar una cepa 

resistente a la estreptomicina de otra receptora, la His -
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D-9, la cual tambi6n se empleó para los experimentos de -

conjugación. 

41 1'~cpa.'1.aci611 d¡• 1116cufc ~. 

En todos los casos las c~lulas se crecieron duran

te toda la noche a 37ºC, en agitaci6n. Cuando se realizó 

la cinAtica de crecimiento, los in6culos se prepararon en 

medio de NCX. Las células se cosecharon por centrifugación 

a temperatura ambiente en una centrífuga Sorvall SS-1, por 

15 minutos a 6000 rpm, se lavaron y se resuspendieron en -

solucí6n salina antes de usarse. 

5) Ci11c1'tica~ de C-'1.cc¿m{('11tü Bctc teJt.i.llll(l. 

Las condiciones empleadas para los experimentos 

fueron básicamente las indicadas por Parada y Ortega (1967), 

excepto que los in6culos se crecieron de acuerdo a la cin6 

tica a seguir, según se aprecia en el capitulo de Resulta

dos. Las cfilulas lavadas obtenidas de lon in6culos se dis 

tribuyeron en matraces nefelométricos Bellco de 300 ml, 

equipados con tubo lateral C.:s 19 mm de ditimetro, con 50 ml 

de medio de cultivo. Las bacterias se incubaron aer6bica

mente a 37~C en un agitador orbital Ncw Brunswick, a una -

velocidad aproximada de 150 rpm. El crecimiento se dcter

min6 cada hora midiendo la densidad 6ptica de los cultivos 
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a 660 nm, empleando para ello un espectrofot6metro Coleman 

Jr. II. 

En general se procuró que la lectura inicial fuera de 

aproximadamente 0.04 unidades de absorbencia. Como blanco 

se utilizó una alícuota del correspondiente medio de culti 

vo est6ril. 

6} Obtenci6H de Exthacto6 Libhe6 de 
Célula6 pa~a En6ayo de Inue~taaa. 

Se sigui6 la t6cnica desarrollada por Carrillo-Cas 

tañeda y Ortega {1967), excepto que se usaron sacarosa o -

glucosa como fuentes de carbono para crecer las células. 

Las bacterias se crecieron en agitaci6n, en matraces 

Erlenmeyer de 200 ml con 500 ml de medio Davis N con la 

fuente de carbono, durante 18 horas a 37ºC y se cosecharon 

por centrifugaci6n a 4ºC en una centrifuga Sorvall RC2-B, 

se lavaron dos veces con regulador de fosfatos por sonica-

ci6n y se resuspendieron en 10 ml de tris-HCl 0.2 M de pH 

7.4. Las c6lulas se rompieron por sonicaci6n utilizando -

una unidad de ultrasonido (Manufacturing Scientific Equip-

mentl a o.a Amp durante 4 a 5 minutos totales en interva--

los de 30 ~egundos sE?arando posteriormente los restos ce-

lulares de las c~lulas intactas por centrifugación a 10000 

x g durante 40 minutos a 4°C. El liquido sobrenad~nete se 

dializó en fr!o contra 4000 ml de agua destilada a·,rante -

14 horas. Este se denomin6 extracto crudo. 
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71 En.HtlJC de l1no¡;.~tarn. 

Para determinar la posible presencia de una enzima 

con actividad de invertasa en las mutantes Sac e•. se cm

ple6 la t6cnica reportada por invertasu en lcv¡iduras (lles

trin e.t af.., 1955). 

La hidrólisis de Silcarosa es determinada reductom6tri 

camcnte, en el sistema de ensayo reportado por Fischcr, 

Kohtes y Felling (1951), la enzima actda sobre sacarosa al 

2. S':. ..:• amortiguador de acetatos O ,01 M de pi! 4. 77 a una -

temperatura de 20°C. 

La unidad de actividad A está definida como la ~anti

dad de enzima que formando parte de la mezcla de reacción, 

libera 1.0 mg de hexosa reductora (glucosa m&s fructosa) -

en tres minutos. Se realizaron diluciones da 0.1, 0.3, 

0.5, 0.6, 0.8, l.t y 1.2 ml en un volumen final de 1.5 ml 

a partir del extracto crudo dializado. 

!\cada dilución se le adicionó 0.5 ml de amortigu .. -ior 

de acetatos 0.01 M a pH 4.77 se agitan suavemente e incu-

ban a 25ºC durante 10 minutos. Posteriormente se adiciona 

a cada tubo 1.0 ml de substrato (sacarosa al 2.5% p/Vl, se 

agitan e incuban a 20°C durante 5 minutos. A continuación 

se agregan 2.0 ml de 3,5 DNS y se incuban a ebullición du

rante 5 minutos. se dejan enfriar los tubos hasta temper~ 

tura ambiente y se .1.es adicionan 15 ml de aqua para deter-
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minarl.c;s su absorbencia a 540 nm en el espectrofot6metro. 

El blanco consiste de un tubo que no contiene enzima y que 

fue prcparndo simult5neamente con los demás. A cada dilu

ci6n se le dctcrmin6 su conccntraci6n de proteína, la cual 

se correlacionarla con la cantidad de producto, para así -

obtener 1.:1 activicfod espccf.fica conforme los result¿¡dos -

obtenidos de una curva patr6n preparada con una mezcla de 

glucosa m&s fructosa coda una a conccntraci6n de 10 mg/ml. 

Esta curva se prepara con diluciones de dicha mezcla desde 

O hasta 1.0 ml afiadidndoles 2.0 ml de 3,5 DNS y 7 ml de -

agua, los tubos se agitan y se incuban a ebullici6n duran· 

te 5 minutos, se enfrían a temperatura ambiente y se les -

determina su absorbencia a 540 nm. 

8) Vete~minaci6n de P~atelna. 

La concentración de proteína presente en los ex-

tractos crudos, se determin6 por el m~todo de Graves y co

J.aboradores (1968). 

consiste en restar el valor de densidad 6ptica del ex 

tracto a 237.3 nm, del valor obtenido a 274 nm y llevar es 

ta diferencia a una curva de calibraci6n de proteína hecha 

con diluciones de albdmina bovina. El m€todo presenta sen 

sibilidad de pg/ml. 

Para todos los casos se diluy6 el extracto 1:100 y se 

realiz6 el siguiente cálculo: 
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Conc0ntraci6n de proteína (~;g/ml) = ~--x lOU x dil. 
0,600 

9) T.Ctid'.o de (,,~ U~ad,,~ F<1gúo~ tJ 
Ptepauacif.11 e11 l'a~ Ceµa~ $,·,.~.<.ble~. 

a) Titulo.- A un cultivo de la cepta LT-2, incuba-

do durante toda la noche en NCX se le diluyó 1:50 en medio 

fresco y se dej6 en incubaci6n a 37ªC bajo agitación h~sta 

que la suspensi6n alcanz6 una densidad 6ptica de 0.155 a -

660 nm. Se mezcló en igual proporción (V/V) con dilucio--

-6 -7 -8 nes seriadas del bacteriófago a titular (10 , 10 , 10 , 

-9 -10 
10 y JO ) y se dejó la mezcla en incubación a 37ªC en 

un baño metabólico con agitación suave durante 10 minutos, 

permitiendo de esta forma la adsorción de los fagos a la -

superficie tlc las bacterias. Se tomaron alícuotas de 0.2 

ml de la mezcla y se adicionaron a un tubo de agar blando 

conteniendo 2 ml de éste. Se realizaron tres muestras pa-

ra cada dilución. El contenido de cada tubo !:"·'1 vaci6 en -

una caja de petri conteniendo NCX y se incubaron a 24 ho--

ras a 37ºC después de lo cual se contaron las placas de li 

sis para calcular el titulo. 

b) Propagación del Bactcri6fngo en las Cepas SMC-

11 .- La propagaciC'.1 de lo» bacteriófagos en la cepa SMC-11. 

se realiz6 en medio s6lido, para ello se emple6 la t~cnica 

reportada por De la Garza •(1981). 
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A partir de un cultivo refrigerado en fase logarítmi

ca de crecimiento de la cepa SMC-11 se inocularon matraces 

nefelométricos conten:i.endo medio de NCX y se incubaron to-

da la noche. Por la mafiana se inocularon estas bacterias 

en matraces con NCX fresco y se incubaron en agitaci6n a -

37ºC hasta que alcanzaron una densidad óptica de 0.155 a -

660 nm. Se mezclaron en igual proporción (V/V) la cepa -

bacteriana y el bacteriófago correspondiente, este último 

en dilución apropiada para obtener placa confluente (10 7 -

ufp/ml) y se esper6 10 minutos incubando en agitaci6n sua

ve a 37°C. Se tomaron muestras de 0.2 ml por tubo de agar 

blando y se sembraron en cajas de petri conteniendo NCX, -

las cuales se incubaron durante 24 horas a 37°C. Se reco

gi6 con el auxilio de una espátula la superficie que con-

tiene el agar blando, donde se encuentran los bacteri6fa-

gos, el agar blando recogido se traslad6 a un homogeniza-

dor Potter, para homogenizarlo. Después del proceso de ho 

mogenizaci6n se adicionan U".las gotas de cloroformo y se in 

cub6 en agitaci6n durante 24 horas. La mezcla se centri

fug6 a 3000 rpm por 15 min¡¡::os, conservando la fracci6n s~ 

brenadante con un poco de cloroformo. Al lisado obtenido 

se le determina el titulo f~gico y se utiliza para obtener 

un nuevo lisado que se denomina segundo pasa. De esta for 

ma se aument6 la probabilidad de que los fagos llevaran la 



-4 5-

marca de la utilizaci6n de sacarosa. Posteriormente el se

gundo lisado se le deterrnin6 el título y se utiliz6 para -

la transducci6n. 

10) T~an~duct•i6n. 

En 1952 Zinder y Lederberg fueron los primeros en 

demostrar la transducción generalizada mediada por el filc_¡o 

P-22 en S. tyµhimu~ium. Este bacteri6fago es de flcil ma

nejo y relativamente alta frpcuencia de transducci6n (De 

la Garza, 19Bl), pero acarrea un fragmento transductantc -

pequeño ya que una pastícula viral lleva menos del 1% del 

cromosoma bacteriano, que equivale a una distancia aproxi

mada de 1 minuto de informaci6n gen6tica que se transmite 

mediante conjugaci6n (Sanderson, 1972). 

Los experimentos de transducci6n se hici.eron en igual 

forma para todos los casos, siguiendo los enunciados de -

protocolo descritos por Carrillo-Castañeda y Ortega (1970), 

pero se us6 una multiplicidad de infecci6n de 10 (De la -

Garza, 1981). 

La :::epa receptora se creci6 toda la noche en medio de 

NCX, ep las condiciones acostumbradas. diluy~ndola en me-

dio nuev1~ de NCX y creciéndola hasta una densidad 6ptica -

de 0.155. 

A su vez la cepa del ~acteri6f ago cosechado en el se

gundo pase se diluy6 dependiendo de su t!tulo y .. e mezcla-
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ron en igual proporción (V/Vl, cuidando de tener la multi-

plicidad de infección estipulada. 

Se incubaron en agitaci6n ligera durante 10 minutos a 

37°C y se centrifugaron a temperatura ambiente a 3000 rpm 

por 20 minutos; la pastilla se resuspcndi6 en solución sa-

lina fisiol6gicu y se tomaron muestras de 0.2 ml que se p~ 

saron a tubos de ugar blando y se 'Jaciaron a las cajas con 

el medio selectivo. 

11 I Co11jugac.<.611. 

La t~cnica de conjugación para Sal.mo11e.e.ea ha sido 

establecida por Sanderson y Demerec en 1965 con el empleo 

de filtros de membrana para favorecer el contacto efectivo 

entre los pares en conjugación. 

Las cepas donadora y receptora se crecieron durante -

toda la noche en agitaci6n en medio de NCX a 37ºC, se dil~ 

yeron 1:40 en medio nuevo y se crecieron hasta alcanzar un 

valor de densidad óptica de 0.155 a 660 nm lo que corres-

ponde aproximadamente a 4xl0 8 c~lulas/ml. 

En un tubo de ensaye se mezclaron 2xl08 c~lulas de la cepa 

donadora (Hfr o F' con fenotipo Sac u+¡ y 109 de la recep

tora y se pasaron a un filtro Millipore (HAWP-025.:!'J, de --

0.45 µm de diámetro de poro), separando el medio de culti

vo haciendo un ligero vac1o y se colocó dicho filtro sobre 
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agar nutritivo blando en una caja de Petri incubándose a 

37°C durante 5 minutos para permitir la formaci6n de los -

pares conjugantes. Posteriormente se pas6 el filtro Milli 

pore a un matraz Erlcnmeycr de boca ancha conteniendo 20 -

rnl de medio rico y se incub6 con agitaci6n muy sunve en un 

baño de agua Ebcrbach. De esta manera i,1s cl'!lulas se man

tienen unidas y se suspenden en el liquido, continuándose 

la conjugacil'.5n. 

Para efectos de localización cromos6mica se prosigui6 

el apareamiento por 138 minutos (tiempo que tarda en tr.an~ 

ferirse el cromosoma completo, Sandcr.son y Dcmerec, 1965). 

Se interrumpió la conjugaci6n de la siguiente forma: se t~ 

maron 0.5 ml del medio de cultivo del matraz de conjugil-

ci6n y se pasaron a un tubo conteniendo ~.5 ml de solución 

salina fisiológica fria (a 4°C), se agitó fuertemente en -

un agitador vortex K-SSOG durante 1 a 2 minutos para sepa

rar los pares en conjugación y se pasaron muestras al!cuo

tas de 0.1 rnl, por triplicado, a tubos con agar blando, v~ 

ciando a las cajas de Petri conteniendo el medio para se-

leccionar conjugantes. 

Se corrieron testigos de las cepas donadora y recept~ 

ra por separado tanto en el inicio como al final de la con 

jugaci6n. 

En todos los casos se.utilizaron donadoras prot6tofas 
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Sac u+ por lo que se conjug6 con receptoras StrR, utiliza~ 

do como medio selectivo para obtener recombinantes el me--

dio Davis N-sacarosa-agar-estreptomicina. En el análisis 

cinético se toma como tiempo cero aquél en el que el fil--

tro se colocó en el matraz de conjugaci6n. 

12) TJrnn-6po1t..te. de. U-( 11'C)-<.ac.a1¡_0.>a y 
Compete.ne.la c.on ot1t.o.> Subatnatoa. 

al Transporte.- Los experimentos de transporte se 

efectuaron de acuerdo al procedimiento dado por Parada y -

colaboradores (1973) empleando las fuentes de carbono apr~ 

piadas. 

Las células de las cepas LT-2 y SMC-11 se crecieron -

toda la noche en sendos matraces conteniendo NCX y se cose 

charon por centrifugación, se lavaron con soluci6n salina 

fisiológica y se inocularon por partes iguales en matraces 

nefelométricos con sacarosa y en NCX fresco. Se incubaron 

durante 6 horas a 37ºC en aerobiosis, se centrifugaron pa-

ra eliminar el medio de cultivo y la pastilla se lav6 y r~ 

suspendió en solución para suspensión de c~lulas ajustando 

la suspensión a una densidad óptica de 0.4 unidades de ab-

sorbencia a 660 nm. 

Para el transporte se tomaron 3 ml de la suspensi6n -

de c~lulas, se pasaron a un vaso de doble pared conectado 

a un recirculador de agua Haalrn donde se mantienen a 37ºC, 



adicionando 100 111 del compuesto radiactivo para dar una -

concentración final en la mezcla de incubación de 1 µmol 

Para obtener las cin~ticas y las actividades cspecff! 

cas de transporte, se tom~n muestras de 0.5 ml a interva-

los definidos de tiempo (O, 15, JO, 60 y 120 segundos), -

que se filtraron en filtros Milliporc (111\WP 02500 con 0.45 

µm de diámetro de poro), se lavaron las c~lulas con la mis 

ma soluci6n para la suspensión de c6lulas conteniendo anti 

bi6tico y se pasaron los filtros a viales conteniendo B ml 

de aquasol. 

La radiactividad retenida en los filtros se midi6 en 

un contador de centelleo Packard Tricarb Modelo 3003, in-

cluyendo como control un est~ndar de radiactividad sin c6-

lulas. 

b) CompctGncia. - Se determinó la disminL1ci6n de la ac 

tividad en el transporte de U-( 14 C)-sacarosa, causada por 

la competencia con otros substratos estructurales semejan

tes a sacarosa, añadiéndose ~stos de manera que la conccn

traci6n final fuera 100 veces mayor que la del compues~o -

radiactivo. 

Se ensayaron los siguientes substratos no radiactivos 

(fríos): sacarosa, glucosa, fructosa, rafunosa, celobiosa 

y maltosa. La competencia se midi6 agregando el compuesto 

sin marca radiactiva junto con la sacarosa radiactiva y 
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mando las muestras de 0.5 ml a tiempos definidos de o, 30, 

60, y 120 segundos despu~s. 

Para los c~lculos de la actividad en el transporte se 

rest6 el valor del tiempo cero y se calcularon los nanomo

les transportados por minuto. 

La actividad especifica se calcul6 conociendo la can

tidad correspondiente al peso seco bacteriano presente en 

la mezcla de incubaci6n, por nefelometr1a: un valor de de!:!. 

sidad 6ptica de 0.4 equivale a 0.16 mg de peso seco bacte

riano por ml (De la Garza, 1981). Respecto a la competen

cia se tom6 como 0% el valor de radiactividad incorporada 

por minuto cuando no se ha adicionado competidor sir. mai:<Ja 

radiactiva. 
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CAPfTULO 1 II 

RESULTADOS Y DISCUSION 

RESULTADOS. 
MUTAGENESIS Y SELECCION DE MUTANTES Sac U+. 

La NG es un agente alquilante que actda en las bases 

expuestas del DNA en rcplicaci6n, produciéndole transicio-

nes, dclecciones y transversiones. Por tanto, su acci6n -

es especifica del sitio y momento de la duplicaci6n del g~ 

noma bacteriano (Ccrd5-0lmedo, Hanawalt y Guerola, 1968; -

Bolstein y Janes, 1969). 

'l'eniendo como referencia ciertas marcas cronos6micas 

y dado que es posible obtener mediante un solo proceso mu-

tagelnico con NG mutantes vicinal.es afectadas en dos o más 

genes, este mutágeno se ha usado para localizar nuevas le-

siones cromos6micas. 

Las cepas Sac u+ lentas se obtuvieron mediante un so-

lo tratamiento mutag~nico con NG en medio s6lido con Davis 

N-agar-sacarosa al 0.4%, segQn el protocolo para mutaci6n 

en medio s6lido mencionado en l."l capitulo de Materiales y 

Meltodos. 

En este sistema de selecci6n de mutantes se obtuvo un 

promedio de 24 colonias por caja a los cuatro días de incu 

baci6n. En la figura 2 se.muestra una caja de petri cont~ 
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Figura 2. Selección de colonias mutantes de Salmonrt.ta typltünu~úim 

sac U+ lentas a las 96 horas de incubilción. 

Las células de la cepa silve,;trc se cultivJron hasta L1 

fase logad'.tmicil de su crecimiento en NCX bajo ae>robio<>is a 37ºC, -

se cosecharon mediante centrifugación y se lavaron dos veces con "'.'.:'. 

lución sul ina fisiológica. Se rcsuspcndi e ron en 1 a misma solución 

y se sembraron por. dispersión con eüpStula do vidrio !;Ol>r~ cuj.:u> ele'\ 

pctrí contcn.iendo D,1vjs N-agar-sacarosa al Q.4'!,. Sobre la !iupcrfi

cic y al centro de la caja se colocaron unos cristales de NG y so -

incubaron a 37ºC durante varios días. 
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niendo dichas colonias mutantes. En el centro de la caja 

se aprecia una zona sin crecimiento microbiano donde se co 

locaron sobre la superficie del agar los cristales de NG -

los cuales difundieron en el medio de cultivo formando un 

gradiente de forma radial, siendo el C(ontro de la caja por 

consecuencia la parte de conccntraci6n de mutágcno mfis ele 

vada. Esto produce que la acción rnutagdnica de la NG en -

estu zona sea tal que impida el crecimiento bacteriano. Es 

ta zona se ha denominado zona de muerte. Las bacterias 

que estaban en contacto con el mutageno en menor concentra 

ción pudieron crecer, apareciendo colonias pequeñas dispeE 

sadas entre si sobre un área de fo:cma anular con un diáme

tro de aproximadamente 7 nun. Se observa también que, ro-

deando a esta zona anular de las colonias Sac u+, crecie-

ron pnas colonias puntiformes muy pequeñas de distr.ibuci6n 

aleatoria que mostraron el fenotipo Sac U- y que al pare-

cer no sufrieron acción mutag~nica, pero que alcanzaron a 

reproducirse unas pocas generaciones a eicpensas tal vez de 

los nutrientes que mantenían intracelularmente. Este cre

cimiento sólo se diferenció de las mutant<o.'s Sac U+ despul?!s 

de varios días de incubación, cuando las colonias crecie-

ron bien definidas a diferencia de las colonias Sac U- que 

no pudieron crecer más gracias al agotamie1.1to d.e sus reser 

vas y finalmente murieron. 
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Como control se emplearon cajas del mismo medio selec 

tivo (Davis N-agar-sacarosa) y se procedió conforme a lo -

establecido en el respectivo protocolo para mutación en me 

dio sólido, pero sin la adici6n de NG. En este caso no se 

obsc:::v6 la aparición de ninguna colonja de SaCmi'11elCa. 

Las colonias de probables mutantes de SaCmo11~CCa Sac 

se tomaron de sus rnedion selectivos originales con l;:t -

ayuda de palillos de madcr<:i est~riles y se resembraron en 

Davis N-agar-sacarosa al 0.4% (P/V) y se incubaron a 37°C 

para separar las colonias y confirmar su capacidad de uti

lizar la sacarosa como fuente de carbono. 

Las cepas sac u+ lentas se obtuvieron con un solo tru 

tamiento mutag6nico y, aunque se hicieron varios intentos 

para obtener mutantes rnpidas a partir de la cepa LT-2 en 

un solo paso, siempre las células obtenidas fueron de cre

cimiento lento para este sistema particular de mutaci6n y 

selecci6n. En esta forma se obtuvo la cepa SMC 01. (Fig. 3). 

Por otra parte, la cepa sac U+ rápida SMC 11 fue obte 

nida a partir de la cepa SMC 01 mediante un segundo trata

miento mutag!mico con NG en medio l~quido durante 10 minu

tos, confonne a los enunciados del protocolo respectivo -

mencionado en la secci6n de M~todos y seleccionado de nue

vo para la utilizacidn de sacarosa. En este caso las colo 

nias mutantes fueron distinguibles a las 24 horas de incu-
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S, .typh.lmU!Llum LT-2 (cepa silvestre) 

Primer proceso 
mutagénico 

Segundo proceso 
mutagénico 

+ 

Mutagénesis con NG y 
selección de mutante~ 
en mcciio mínimo dL! 

agur-sacarosa al 0.4% 

Mutante sacarosa U lenta SMC-01 

Mutagénesis con NG en 
medio líquido, por 
10 minutos 

Selecci6n de mutantes en medio mínimo 
de agar-sacarosa al 0.4% 

j 
Mutante sacarosa U+ rápida SMC-11 

Figura 3. Diagrama de flujo de los procesos mutagénicos y de selec

ción, para la obtención de mutantes sacarosa U+ rápidas a 

partir de la LT-2. 



baci6n y se muestran en la figura 4 . En ella apreciamos -

que la distribución de las colonias es totalmente aleato-

ria, y que sobre el fondo se aprecian las colonias de cre

cimiento lento. h las 48 horas de incubación se apreció -

una diferencia significativa de tamaño entre las mutantes 

rápidas y las lentas, y se procedi6 a rcsembrarlas en me-

dios sólidos para observar su crecimiento y morfologla co

lonial. 

Las cepas F' y Hfr sac U+ empleadas en este trabajo -

fueron derivadas a partir de sus respectivas cepas F' y 

Hfr silvestres que son aux6trofas a serina e histidina, 

respectivamente, y presentan un fenotipo sac u-, mediante 

mutagénesis con NG en medio s6lido y seleccionadas tambi~n 

para la utilizaci6n de sacarosa sobre Davis N-agar-sacarosa 

al 0.4%. DespuGs de un tratamiento mutag~nico y cuatro -

d1as de incubaci6n se obtuvo un promedio de 20 clonas que 

mostraban un fenotipo sac u+ de cada una de las cepas tra

tadas, que mostraron un crecimiento lento en sacarosa. La 

capacidad de utilizar la sacarosa en las mutantes permane

ció estable y de esta fonna se seleccionaron las mutantes 

F'-10, K4-11, KS-24, y KS-29, 

Sin embargo, se observ6 que dichas mutantes revirtie

ron a prot6trofas cuando se probaron para ello. 
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Figura 4. Selección de mutantes de Salmonete.a. typfuinU!U.um sac U+ rá 

pidas a las 24 horas de incubación. 

Las células de la cepa sac U+ lenta SMC Olfueron crecidas 

toda la noche en NCX bajo acrobiosis a 37ªC. Se centrifugaron y se 

lavaron dos veces con solución salina fisiológica, ne rcsuspendieron 

en la misma solución y se adicionó NG hasta una concentración final 

de 100 µg/ml. se mantuvieron en agitación durante 10 minutos, se la 

varon con solución salina, posteriormente se dispersaron sobre cajas 

de petri conteniendo Davis N-agar-sacarosa al 0.4\ y se incubaron a 

37ªC durante dos días. 
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CRECIMIENTO EN MEDIOS SOLIDOS. 

Cuando las cepas sac u+ lentas se cultivaron en cajas 

empleando sacarosa como Cnica fuente de carbono y energía 

(a partir de in6culos de la misma fuente de carbono) , las 

colonias fueron visibles hasta las 60 horas de incubación 

y permanecieron pequeñas (aproxim;;idamente 1 mm de di:'í.inetro). 

El crecimiento de estas cepas en Davio N-agar-gluco&a al -

0.4% fue rápido y las colonias que se observaron medían 

unos 4 mm de difunetro a las 48 horas de incubaci6n al 

igual que las de la cepa silvestre progenitora LT-2 emple~ 

da como control de crecimiento en este medio de cultivo. -

En algunas de las colonias mutantes se presentaron difc-

rencias en tamaño, y morfología colonial apareciendo con -

bordes irregulares. Las cepas mutantes que no mostraron -

diferencias significativas en su morfología colonial con -

la cepa progenitora LT-2 fueron inoculadas en medios selcc 

tivos propios para Salmunel.ea como son citrato de Simmons, 

agar SS y E.MB. Las colonias que se comportaron t!picamcn·

te como salrnonelas, 

A diferencia de las cepas lentas, las rápidas requi-

rieron un t~empo de incubación de s6lo 24 horas, mostrando 

colonias con tamaños casi iguales tanto en Davis N-agar

sacaxosa, como en Davis N-agar-glucosa a los de la cepa -

silvestre LT-2 crecida en NCX. 
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Todas las mutantes Sac u+ fueron inoculadas en los me 

dios selectivos mencionados anteriormente para observar su 

morfologfa colonial. En las figuras 5 y 6 se muestran al-

gunos ejemplos de estos resultados y en la Tabla I se resu 

men los resultados de crecimiento en medios s6lidos de las 

diferentes cepas empleadas en este trabajo. 

AISLAMIENTO DE COLONIAS RESISTENTES 
A ESTREPTOMICINA. 

Dado que las cepas Hfr y F' mutantes empleadas corno -

donadoras para la conjugación revirtieron a prot6tofas du-

rante el proceso de mutación, se procedi6 a aislar una ce-

pa resistente a estreptomicina a la cepa silvestre LT-2, -

con el objeto de tener una cepa receptora dri la marca para 

la utilizaci6n de sacarosa con una marca c1:omos6mica útil 

para e~ proceso de conjugación interrumpida. 

Se obtuvieron muchas colonias resistentes a concentra 

ciones bajas de estr-;-ptomicina (de 50 a 200 µg/ml) y a más 

de 400 µg/ml no se obtuvo ningún crecimiento microbiano. -

En la figura 7 se observan las colonias resistentes a 300 

y 400 µg/ml de estreptomicina. Si.;n 2rnbargo, estas mutan--

tes espont5neas no son estables, ya que con facilidad se -

convirtieron en sensibles a la estreptomicina aun para con 

ccntraciones menores a las cuales fueron inducidas. 
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Figura 5. Colonias mutantes de Sal.mottella. .typlLi.mwi..i.wn sac U+ rápidas 

en Pavis N-agar-sacarosa al 0.4i. 

Cada una de las colonias fue tornada del medio donde se ori 

ginaron, auxiliándose de palillos de madera estériles e inoculadas en 

Davis N-agar-sacarosa al 0.4%, siguiendo la rct!cula que se muestra -

en la figura, formando un parche con cada una de las colonias a pro-

bar. Lcrn parches fueron incubados a 37ºC por varj_ns días para selec

cionar las clonas Sac U+ rápidas. 
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Figura 6. Cepas mutantes de Salmone.Lea typhimU!Úu.m sac U+ rápidas -

crecidas en citrato de Simmons. 

Los parches de las colonias sac U+ rápidas se sembraron -

por estría con asa de platino sobre cajas conteniendo citrato de Sim

mons; la estría recta corresponde a la cepa silvestre LT-2 empleada -

como control. Las cepas que no mostraron crecimiento típico fueron -

descartadas. 



TABLA 1. Crecimiento en medio solido de las cepas utilizadas en 

Fuente de C<1rbono y Energi'.a 

Cepa Glucosa Sacarosa Rafinosa Citrato 

LT-2 + 
SMCOl (e) +- + 
SMCll (c) + + 
F'-10 (b) (e) + +-
K4-11 (b) (c) + +-

K5-24 (b) (e) + +-
K5-28 (b) (c) + +-
KS-29 (b) (e) + +-
Hfr K4 (a) + 
llfr K5 (a) + 
F' {SU-9) (a) + 
Hfr K3 (n) + 
!lis D-9 + 
L1'-2 StrR + 

(a) Por ser nuKotrófíclltl requieren Ser y Leu n 20 µg/ml. 

(b) Revirtieron a protótofas. 

(e) Muestran lu utilizacíé5n de sacarosa en EMB 

(+-) Crecimiento lento 

EMB = Eosina-azul de rnetíleno con nacarosa al 0.4% (P/V) 

Citrato ~ Medio de citrato de Simmono. 

Glucosa, sacarosa y rafinosa • 0.4% (P/V) 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
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Figura 7. Mutantes expontáneas de Salmonef..ta ~yphimU!Llum LT-2 resi!!_ 

tentes a estreptomicina. 

La cepa silvestre de Salmo11ef..ta .tljplÚ!rlwUum LT-2 fue cre

cida toda la noche en NCX. Las células se cosecharon mediante cen-

trifugación y se lavaron con solución salina fisiológica, se espatu

la_~on sobre cajas con Davis N-agar-glucosa al 0.4i, conteniendo es-

treptomicina en concentraciones de 300 a 1200 µg/ml. Se incubaron -

durante varios días. La figura muestra las colonias resistentes a -

300 y 400 ¡19/ml de estreptomicina, respectivamente. 
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Por esta raz611, se ernple6 corno receptora para los ex-

perimentos de conjugaci6n la cepa His o-9. con esta cepa -

se obtuvieron colonias resistentes a estreptomicina hasta 

con una concentración de 1200 ug/ml y mantuvieron esta re-

sistencia. Sin embargo, la cepa resistente perdió la mar-

ca de auxotroffa para histidina convirtiéndose en prot6to

fa. Asf., se obtuvo la cepa His D-9 StrR a 1000 pg/ml. En 

la figura B se muestran dos cajar: conteniendo mutantes es-

pontáneas resistentes a 300 y 400 ¡ig/rnl de estreptomicina, 

respectivamente. 

CINETICAS DE CRECIMIENTO. 

1) CLnlticaa de C4eclm.lento en Glucoaa. 

Estas cin~ticas se utilizaron como control positi-

va del crecimiento microbiano de todas las cepas utiliza--

das en este estudio ya que el medio liquido de NCX es colo 

rido e interfiere en las lecturas de absorbencia a 660 nm. 

En la figura 9 se muestran las cin6ticas de crecimiento de 

la cepa silvestre y de las mutantes sacarosa u+ lenta y rá 

pida. 

21 C.lnlt.i.caa de CJt.ec.lmürntc en Sa.ca11.oaa. 

+ Las cepas mutantes.sac U que mostraron un crecí--

miento apropiado tanto en medio rico de NCX y en los me--
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Figura 8. Mutantes espontáneas de la cepa !lis D-9 resistentes a la 

estreptomicina. 

Las células de la cr~pü His D-9 fueron crecidas toda la -

noche en NCX.. Se centrifugaron y Ge 1av.:1ron con solución salina; y 

muestras alícuotas de é:.ta fueron cspatulud.:is sobre c.:ijas de pctri 

conteniendo Da vis N-agar-glucosa al O. 4'C, conteniendo e,;treptomici

na en concentraciones crecientes dc;;.de 50 a 1200 )HJ/ml y se incuba

ron a 37ºC durante dof; días. Aquí se muestran las colonias resis--

tcntes a 300 y 400 µg/ml de estreptomicina, respectivamente. 
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Figura 9. Cinéticas de crncimiento bacteriano de S •. ttjpl1{mu:tiwn LT-2 

y las mutante,; sacarosa u+ lenta SMC 01 y r5picla SMC 11 r.>n 

medio líquido conteniendo glucosa como fuente de carbono. 

Los inóculoH se crecieron t'.)da la noche en NCX. Las célu-

las se cosecharon mediante centrifugación, se lav:iron con solución s~ 

lina fisiológica y se pasaron a Davis n conteniendo la fuc,ntr.> d<> car

bono respectiva al o.4i. (O -l LT-2; (/\.-·-·-) SMC 01; CO· • ·l SM:.: 11. 
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Figura 10, Natraces nefelométricos empleados en las cinéticas de -

crecimiento microbiano, colocados en la ~harola AG 250 -

de un agitador orbital New Brunswick. Las condiciones de operación 

fueron: temperatura 37ºC, velocidad de agitaci.Sn 150 rpm. 
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dios selectivos, les fueron determinadas sus cin~ticas de 

crecimiento en medio de Davis N-sacarosa al 0.4i en agita

ci6n a 37°C, según el protocolo mencionado en el capítulo 

de Materiales y Métodos. 

En estas cin€ticas de crecimiento se tornó la prccau··-

ción de que las cepas no estuvieran inducidas para la uti

lización de sacarosa, para 6sto, los in6culos fueron creci 

dos en medio de NCX líquido. En la figuru 11 se muestran 

las cinéticas de crecimiento obtenidas para la cepa LT-2 

y las mutantes Sac u+ lenta SMC-01 y rápida SMC-11 cuando 

son crecidas en medio de Davis N-sacarosa al 0.4% como úni 

ca f~ente de carbono. 

ENSAYO ENZIMATICO. 

1! Actividad de 1nve~taaa. 

Para poder obtener informaci6n acerca de una posi

ble actividad enzimática de invertasa, se procedió a prep~ 

rar los extractos libres de c~lulas de las cepas LT-2 y de 

las cepas mutantes Sac u+ lenta y rápida, siguiendo los 

enunciados del protocolo respectivo referido en el capítu

lo de Materiales y M@todos. 

Los extractos crudos obtenidos fueron mantenidos a --

4ºC, e inmediatamente prob?dos para determinar la activi--
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Figura 11 . Cinéticas de crecimiento microbiano c.;e S. -typhi.mWlium -

LT-2 y las mutantes Sac U+ SMC 01 lenta y SMC 11 rápida 

en medio líquido, conteniendo sacarosa com:i fuente de carbono, aJ 

o.o. 
Los inóculos se prepararon como se describe en la figu-

ra 10. 

(O--) LT-2; C0""" • "") SMC 01; (t> -:-·-·). 
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dad de invertasa como se menciona en el protocolo respectf_ 

vo mencionado en el capítulo de Materiales y Métodos. 

La curva patr6n del ensayo de invcrtasa se muestra en 

la figura 12. 

A los extractos crudos se les determinó la concentra-

ci6n de proteína mediante fotocolorimetrfa, se diluyeron -

apropiadamente y se probaron para detcrr.iinar su actividad 

de invertasa, y se observ6 que en ninguna de las cepas se 

detcct6 actividad de sacarosa. Los resultados se muestran 

en la Tabla II. 

LOCALIZACION CROHOSOHICA DE LA HARCA 
DE UTILIZACION DE SACAROSA. 

1) Co11ju9ac..ión. 

Considerando que en f. c.oe,¿ K-12, los genes que co 

difican para la utilizaci6n y transporte de la sacarosa es 

t~n localizados en un pl~srnido y que no existen reportes -

en la lit.eratura acerca de una posible presencia de estos 

marcadores en el cromosoma, tanto en E. c.ot.i. como en Saf.mo 

nelta, se procedi6 a hacer experimentos de conjugación 

usando varias cepas donadoras. 

Como no se tenía idea de la posici6n del sitio o si-

tios genéticos responsables de la utilizaci6n de sacarosa, 

fueron seleccionadas las donadoras, de tal forma que éstas 
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o 

r= 0.93 

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 

mg de CARBOHIDRATO /mi 

Flgu~~ 12. Curva patrón para el ensaye de invertasa. 
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TABLA II. Actividad de Invertasa• 

Cepa Actividad Esf''-'c!fica 

LT-2 O 

SMC-01 O 

SMC-11 O 

* La actividad está definida coiro mg de hexosa 

reducida (glucosa mas fructosa) por mg de proteína 

en cinco minutos; ésta se determinó en los extrac

tos crudos libres de células de cada una de las e~ 

pas mencionadas, preparados scgÚn el protocolo re:!_ 

pectivo descrito en el capítulo de Materiales y M§.. 

todos. Las concentraciones de proteína de los ex

tractos oscilaron entre 2 y 200 µg/ml .• 
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iniciaran el proceso de donaci6n en diferentes posiciones 

del cromosoma de la cepa receptora. Para estos experimen

tos se emplearon como donadoras las cepas Hfr mutantes Sac 

u+ obtenidas mediante mutag€nesis. 

No se ob~uvieron resultados cuando se probilron las d~ 

nadoras manteniendo la conjugación durante media hora, que 

es el tiempo óptimo para ello, por lo que los experimentos 

de conjugaci6n se hicieron por 138 minutos, siguiendo los 

enunciados del protocolo respectivo descrito en el capítu

lo de Materiales y M~todos. 

Los cultivos empleados como controles de los experi-

mentos de conjugaci6n fueron los siguientes: al!cuotas de 

la cepa donadora y receptora tomadas por ueparado a partir 

del matraz de incubación correspondiente, fueron adiciona

das a tubos conteniendo agar blando y dispersadas sobre -

los siguientes medios s6lidos: NCX, Davis-N-sacarosa, Da-

vis N-glucosa-str, citrato de Simmons y medio para selec-

cionar conjugantes; las alícuotas fueron tomadas antes y -

despu~s de realizada la conjugaci6n, denominándose donado

ra inicial o1 y receptora inicial R1 a las alicuotas toma

das antes de realizar la mezcla de ambas cepas conjugantes 

y a las alícuotas tomadas después de transcurrido el per~~ 

do de conjugaci6n son denominadas donadora final Df y re-

ceptora final Rf. Los resultados de estos controles se -

muestran en la Tabla III. 



TABLA !II. Controles empleados en los enperiioontos de conjugaci6n. 

NCX 
Citrato de Oavis N- Pavis u- Davis H-

Simmons qlucosa-Str sacarosa-Str sacarosa 

R<!lceptoras t 

LT-2 StrR 
Ri + + + 

Rf + + + 

His 0-9 Ri + + + + 
StrR Rf + + + + 

Donadoras: 

º1 + + + 
1<4-11 1 

ºf + + + ..., ... 
1 

º1 + + + 
K4-24 

ºf + + + 

º1 + + +, 
KS-28 

ºe + + + 

ºi + + + 
KS-29 

ºf + ... + 

º1 + + + 
F'-10 

ºf + + + 

• 
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Se utilizaron para las conjugaciones las donadoras si 

guientes: Hfr K4-11, Hfr K4-24, Hfr KS-28, Hfr KS-29 y la 

F'-10; todas estas cepas son lentas para la utilizaci6n de 

sacarosa. 

En el primer intento de obtener rccombinantes se em-

pleó como receptora la cepa L'r-2 StrR, cuyas caractcristi

cas son: F-. Suc u-, StrR Los resultados de estos exper:!:_ 

mentos de conjugaci6n so muestran en la ·,l'abla IV. 

Dado que no se obtuvieron recombinantcs con la cepa -

receptora LT-2 strR tal vez debido a su inestabilidad ~ la 

resistencia a la estreptom:í.cina, se procedi6 a reemplazar-

R - - R la por la cepa His D-9 Str que es F , sac u y Str. 

Sin embargo, tampoco se obtuvieron recombinantes con 

estas cepas. Los resultados se resumen en la Tabla V. 

2) T1ta.n.1;duec..lón.. 

Se intentó determinar la posición de la marca para 

la utilización de sacarosa, mediante transducción general:!:_ 

zada con los fagos P-22 y ES-18. 

+ Para realizar la transducción de la marca Sac u , pr~ 

meramente se intent6 proliferar los bacteri6fagos de la e~ 

pa·P-22 sobre la cepa Sac u+ rápida pero dichos intentos -

fueron infructuosos. Por ello se utilizó el fago ES-18. -

Este fago present6 mejor capacidad para proliferar en la -
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TABLJ\ IV 

Donadora Receptora NÚ.!l'l!ro de 
Reco?Winantes 

+ 5 R + R Sac u , Str !Jac u ' Str Sac U . Str 

K4-11 LT-2 8trR o 
K4-24 LT•2 Str 

R o 
KS-28 L'l'-2 St.r lt o 
KS-29 LT-2 St.r 

R o 
F'-10 LT-2 StrR o 

TADLA V 

Donadora Receptora Número de 
Recombinantes 

Sac + u , Str 
s Sac u·, StrR Sac + u • StrR 

K4-11 His D-9 St.rR o 
K4-24 His D-9 StrR o 
KS-28 Hit; D-9 StrR o 
KS-29 His D-9 Str 

R o 
F 1 -10 His 0-9 StrR o 
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cepa donadora de la marca de utilizacil5n de sacarosa. Sin 

embargo, los títulos de los bacteriófagos propagados en la 
7 cepa SMC-11 en el primer pase fue de l.4xl0 ufp/ml y en -

7 el segundo pase fue de 2.5xl0 ufp/ml no pudiendo ser 

aumentado en posteriores experimentos (Fj.g. 13) . 

Con estos bacteriófagos se intentó pasar la marca de 

la utilización de sacarosa a tres cepas del tipo Hfr: la -

K3, la K4 y la K5 silvestres, empleando el medio para se--

leccionar transductantes. Sin embargr:. no se obtuvieron -

transductantes con ninguna de estas tres cepas. 

TRANSPORTE. 

La cinética de incorporación de U-( 1 ~C)-sacarosa fue 

determinada en células crecidas primeramente en NCX, donde 

éstas probablemente no sufren la inducci6n de los sistemas 

enzimáticos para la utilización de sacarosa y posteriorme!!_ 

te fueron tomadas muestras alícuotas de estos cultivos y -

se incubaron durante seis horas en medio de NCX fresco y -

de Oavis N-sacarosa al 0.4%, siendo el cultivo en NCS el -

control para demostrar la necesidad de inducci6n para la -

expresión de la utilizaci6n de sacarosa. 

Es importante mencionar que los experimentos de inca~ 

poración de marca radiactiva nos muestran tanto transporte 



Figura t 3. Propagación del fugo F.S-18 en la mutant.: sac 1/ r-.:í¡)ida -

SMC 11 (segundo pa.:;e). 

Pura la formación de pl<.1ca conflw~ntr Sx10
8 bact:t~ria~; -

por mililitro ac lu c0pa SMC 11 fu;-~ron m0zr.ladas cor1 1.'l faqo anti!·rn! 
7 

monclla r:S-18 con un título de 2.5x10 ufp/ml (t-HulCJclo "" la ce¡,¡¡ -

nilvC'str0), ('n una prnporc.ión ciC' cinr-o f<-1go~-; por r:.-1ri.:i bacter-ia. ldÍ-

tos r~on dispc~rs.idor; r;oiJrc Ji-1 ~~uperfici" dt· r:ajl1s conb:--.nic·ndo NCX r -
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como utilizaci6n, pero nos permite por una parte comparar 

la magnitud de esta incorporaciOn con la cepa silvestre; -

asimismo, nos permite conocer los substratos para los cua-

les s~ presenta competencia en el tr3nsPorte con respecto 

al substrato espectf:ico del s~stema de transporte. 

Los resultados del transport? de U-{ 1 'C)-sacarosa, p~ 

ra los casos en que las cepan fueron preparadas con y sin 

inducción, se muestran en la figur.~ !4. En esta figura se 

observa que la cepa silvestre muestra niveles bajos en el 

transporte de sacarosa radiactiva aun después de haber si-

do cultivada en presencia de sacarosa (aunque no la est6 -

utilizando) , en cambio l.a cepa mutante Sac U+ r.'.ipida SMC-11 

muestra niveles bajos en el transporte de sacarosa radiac

tiva cuando no sufri6 inducción, pero cuando las c~lulas -

son inducidas en sacarosa notamos un aumento considerable 

de la incorporación de la sacarosa radiactiva, mostrando -

una relaci6n lineal para los primeros 120 segundos. 

La actividad especifica del transporte de U-( 1 ~C) -sa 

carosa fue definida como nmoles transportados Por minuto 

por mg de peso seco bacteriano y fue calculada mediante la 

siguiente relaci6n a partir de las cuentas por minuto (CR1) 

del compuesto radiactivo determinadas en el contador de --

centelleo. 
CPM a 60 segundos x factor de CQnversj..2!1 

Act. Esp. "' CPM del. estándar de u-("'~c)-s::::;;arosl.\ 

2 
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Figura 14. Actividad en el transporte de U-( 1 ~Cl-sacarosa en la mu

t.:rnte SMC 11 y en la cepa LT-2 de Sa1.mo1ieela .typlúmu:r.lum 

con y sin inducción en sacarosa. 

Los inóculos se crecieron toda la noche en NCX. Las célula:.; se cosü 

charon mediante centrifugación, se lavaron con solución salina fisio 

lógica, y se p.:isaron a los medios de cultivo que se indican en la fi 

gura, donde se indujeron por sois horan .. 

/\ntes de realizar el protocolo de transporte, las célu-

las se cosecharon por centrifugación, se lavaron dos veces en Davis 

N conteniendo 50 µg/ml d1' cloranfenicol y se rüsuspendieron en esta 

misma solución hasta una densidad Óptica de 0.4 

Coef. Corr. 

( 'J l LT-2 inducida en tlCX 'J - - 0.75 

(O) LT-2 inducida en sacarosa* O---- 0.54 

( l:i.) SMC 11-01 inducida en NCX {'; .... o. 70 

( 0 ) SMC 11-01 inducida en sacarosa 0 -- 0.99 

* Las células no crecen en sacarosa, pero se mantuvieron 

en este medio por seis horas, se cosecharon y se siguió 

el procedimiento dado en Materiales y Métodos. 
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V LT·c ricx o.75 
O LT-2 Sl\C. 0.54 

ó SIAC 11 

O SMCll 

NCX 0.70 

SAC. 0.39 

60 
TIEMPO (seg) 

120 
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donde CPM a 60 segundos, son las cuentas por minuto que -

produce la U-( 1 ~C)-sacarosa, transportadas hacia el inte--

rior de las bacterias en un minuto; CPM del est.5.ndar de --

U-( 14 C)-sacarosa, son las cuentas pnr. minuto que nos prod!! 

ce un pulso radiactivo de una soluci6n patrón de 100 µl en 

una concentración do 1 mM colocadas en el volumen de reuc-

ci6n de 3 ml. El factor de conversi6n nos relaciona la --

concentración en moles del substrato radiactivo transport~ 

do, con la cantidad de bacterias que lo captaron durante -

un per!odo de tiempo dado y se expresa como nmoles/mg de -

peso seco bacteriano, correspondiendo para nuestros exper! 

mentes un valor de J.75x104 nmoles/mg de peso seco bacte--

riano. 

La actividad específica para la cepa Sac u+ r.5.pi.da 

SMc-1: inducida en sacarosa mostró un valor promedio de 

44 nmoles transportados/mg de peso seco bacteriano. 

COMPETENCIA EN EL TRANSPORTE. 

La competencia en el transporte de U-( 14 C}-sacarosa -

fue determinada en la cepa Sac u+ rápida SMC-11. 

Se probaron como probables substratos competidores 

del transporte de sacarosa los carbohidratos que estructu

ralmente est~n relacionados con ~sta, como son los monosa-
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cáridos glucosa y fructosa, el disacgrido maltosa y los 

trisac5ridos rafinosa y celobiosa; ~stos se adicionaron 

sin marca radiactiva (fríos). 

El control positivo de competencia en el ti:-ansporte -

utilizado en este experimento fue aacaroaa fr:ía. Todos --

los substratos competidores se agregaron 100 veces m5s con 

centrados que la sacarosa radiactiva. 

Los resultados de los experimentos de competencia en 

el transporte de la sacarosa radiactiva para la mutante -

sac u+ r~pida con los substratos competidores se muestran 

en la figura 15. En esta figura se observa clacamente que 

el sistema de transporte de sacarosa es altrunente espec!f~ 

co para sacarosa y que en general no hay competencia con -

glucosa, rafinosa, fructosa, maltosa o celobiosa. Cuando -

se adiciona sacarosa fria, ésta compite con la sacarosa r~ 

diactiva, observándose este efecto por una drástica dismi-

nuci6n en la pendiente de la curva de incorporaci6n de la 

sacarosa ~adiactiva, ya que tanto el compuesto radiactivo 

como el frío son adicionados al mismo tiempo y ambos subs

tratos son transportados, tal vez, por el mi~mo sistema de 

transporte. 

Se tomo el valor de cero por ciento de competencia en 

la curva de incorporaci6n de sacarosa radiactiva, donde no 

hubo adici6n de substrato frio competidor y con ~ste se 
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Figura 15. Actividad en el transporte de u- 14 c-sacarosa, en la mu

tante sac U+ SMC-11, y cornpotencia con otros compuestos 

sin marca radioncti va. 

Los inóculos se crecieron todu la noche en NCX~ Las células se co

secharán mediante ccntrifugilción, se lztvuron con solución ~alina f.!._ 

siológica y se pasaron u los medios 1 íquidor.: quo se indican en la 

figura, y se indujeron por se.is horus. 

Para el transporte, las c61ulas se cosecharon por ccn-

trifugación, se lavctron dos vecec: en Dav.is N conteniendo SO )Jg/ml -

de clorunf(~nicol y se rcsusp0ndieron en eFtU miama solución hu.sta -

una densidad óptica de O. 4. 

I.Ds compuestos sin marca radioactiva para el cxperimen

i::o de competencia se agregan 100 veces más concentrados que la 

u- 14 e-sacarosa. 

Coef. Corr. 

0.99 

glucosa m - . ·-) 0.99 

rafinosa ( o - · · -l 0.98 

maltosa ( 'J ~ -) 0.99 

fructosa (~ -----) o.ns 

·sacarosa (0 ---) 0.97 

celobiosa ( · · • • •) 0.97 
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ó 

60 
TIEMPO (seg) 

120 
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calcul6 el porcentaje de competencia para los diversos --

substratos probados, tomando los valores del gr!fico co-

rrespondiente al minuto de iniciado el experimento. Los r~ 

sultados de la actividad específica de competencia en el -

transporte de sacarosa radiactiva se muestran en la Tabla 

VI. 
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TABt.J\ VI. Actividad cspcc!flca del transporte de U-< 1'c)-sacarosa 

de la cepa S.;ic U+ rápida SMC11 inducida en sacarosl!I y -

la competencia con otros sustratos frfoa. 

• tulCles transportados por minuto por mg de peso seco bacteriano. 
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OISCUSION. 

E,n el presente trabajo se pueden identificar dos as

pectos principales: la obtención y selección de cepas muta~ 

tes de Sa.f.ma11e.f.l'.a -typhúnulr.-Ütm que expresan la capacidad de 

fermentar sacarosa y la caracterizaci6n cin~tica del trans-

porte de este substrato. 

En un primer tratamiento rnut:ag~nico en medio s6lido se 

obtuvieron cepas de Salmonel.ea typhimu1r.~um, que utilizan 

lentamente sacarosa como única fuente de carbono y energía, 

ta'nto de :a cepa F- como de las cepas Hfr y F' (Fig. 2 y t~ 

bla I}. + Estas mutantes Sac U lentas, presentaron consiste~ 

temente períodos largos en su fase de inducci6n cuando fue-

ron crecidas en medio líquido con sacarosa como única fuen-

te de carbono (Fig. 11) y requirieron de varios días de in-

cubaci6n en caja cuando fueron inoculadas en medio mínimo -

de sacarosa (Tabla I). 

Posteriormente, mediante un segundo tratamiento muta--

g~nico, pero ahora en medio lfquido, se obtuvieron a partir 

de la cepa lenta F- SMC-01 cepas que utilizaron r~pidamente 

la sacarosa (Fig. 3) y de las cuales se seleccicn6 la 
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que presentó mayor velocidad de crecimiento, denominfindos~ 

le SMC-11 (Tabla I) • Estos resultados m1gieren que se re-

quieren de por lo menos dos pasos mutage!nicos para que se 

obtengan clonas mutantes de rlpida utilización de sacarosa. 

Resultados similares han sido presentados por otros inves-

tigadores como Lester y Bonner (1956) con E. coli, y Lin y 

sus colaboradoreo (Wu, Lin y Tanaka, 1968} trabajando con 

Ae.ILoba.te.11. a.e.1¡_69 etieb. La cepa SMC-11 presenta periodos en 

su fase de inducci6n mucho ~ás cortos que las cepas lentas. 

En las figuras 9 y 11 se puede observar que el crecimiento 

de esta cepa en medio minimo de sacarosa es muy similar al 

crecimiento de la rnizma en medio mínimo de glucosa, siendo 

el comportamiento caracter1stico de un crecimiento rapido. 

Tanto las cepas Sac u+ lentas como las r~pidas se com 

portaron como las cepas silvestres para la utilizaci6n de 

algunas fuentes de carbono probadas, tanto de la via glic~ 

lítica o de compuestos del ciclo de Krebs (Tabla I) , lo --

que indica que las mutantes no han variado significativa-

mente en su metabolismo para los compuestos probados. 

Por otra parte, las cepas mutantes no mostraron cam-

bios significativos en su morfolog:[a colonial con respecto 

a sus cepas progenitoras cuando se crecieron en los medios 

de citrato de Simmons, agar s.s. y agar McConkey, 

En ·1a figura 11 se muestra que la cepa silvestre LT-2 
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no utiliza sacarosa como fuente de carbono y en la Tabla I 

se observa que las cepas Hfr y F" progenitoras de las res

pectivas mutantes Sac u+ no manifestaron por s! mismas la 

capacidad para crecer en sacarosa y dado que se requiere -

de por lo menos una mutaci6n para la manifestación ele esta 

actividad, se propone que dicha mutaci6n sea clasificada -

corno una mutación de ganancia (Clarke, 1974). 

E~ los estudios realizados en el presente trabajo 

acerca del transporte de sacarosa, primeramente se determi 

naron algunas caracteristicas de dicho sistema. En la fi

gura 14 se muestra que el sistema de transporte de sacaro

sa se expresa con niveles altos s6lo en la cepa SMC-11 que 

ha sido crecida en sacarosa y que tanto esta cepa, crecida 

en medio rico como la cepa silvestre LT-2 muestran niveles 

bajos en el transporte de sacarosa. Esto hace pensar que 

para que se expresen niveles altos en el transporte de sa

carosa ~ste requiera ser inducido por sacarosa. 

Los experimentos de competencia en el transporte de -

sacarosa se realizaron utilizando c~lulas de la cepa SMC-ll 

inducidas en sacarosa y se encontr6 que el sistema de tran~ 

porte de sacarosa no es capaz de transportar rafinosa, gl~ 

cosa, maltosa, celobiosa o fructosa, aunque se encuentran 

100 veces m~s concentrados que la U-( 1 ~C)-sacarosa (Fig. -

15). El hecho de que dicho sistema de transporte no sufra 
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competencia con otros disac~ridos y trisacáridos estructu

ralmente relacionados con sacarosa, nos indica que el sis

tema de transporte caracterizado es muy específico para sa 

carosa. 

Ciertamente, la capacidad de utilizar sacarosa es un 

caractcr at[pico en Salmonella, esta eventualidad es rara 

por lo que se tienen pocos reportes en la literatura. Sin 

embargo, Le minor y sus colaboradores (1973) reportan que 

algunas cepas de Salmcnella poseen pl&smidos que pueden -

transferir mediante conjugaci6n el carácter Sac u+, pero -

que otras cepas de Sa~monella con fenotipo Sac u+ no lo -

pueden transferir. Con el objeto de investigar si la in-

formaci6n genética que confiere a las mutantes Sac u+ di

cho fenotipo se encuentra en el cromosoma bacteriano se -

realizaron los experimentos de conjugación empleando dona

doras con fenotipo Sac u+ y receptoras con marcadores cro

mos6micos, para tratar de localizar m~s precisamente el s~ 

tio de la lesi6n cromos6mica causada por el proceso mutag~ 

nico. 

En los intentos que se hicieron en este trabajo (Ta

blas IV y V) no se obtuvieron recombinantes con ninguna de 

las cepas Hfr o la F' con fenotipo Sac u+ adquirido media~ 

te un proceso mutag~nico con NG. Estos resultados pueden 

ser explicados de dos formas diferentes: primero, que el -
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segmento de DNA que codifica para la fermentaci6n de saca-

rosa no pudo ser transferido por estas cep1.s, lo cual apo

yaría los reportes de Le Minor y sus colaboradores (1973); 

o, segundo, p::>rque no se forman "pares conj ug<:mtcs" debido 

tal vez a que durante el proceso muta.g6nico se pudieron u.~ 

dificar los lipopolisacdridos de la pared celular de las -

cepas donadoras, estos resultados son frecuentes como lo -

muestran en 1.:i literatura los trabajos de Sanderson y cola 

boradores (1981) y los publicados por Glowacka y Derylo 

(1981). 

Dado que los intentos para obtener recombinantes me-

diante conjugaci6n fueron infructuosos, se intent6 determi 

nar la posici6n de la marca para la utilizaci6n de sacaLo-

sa mediante transducci6n generalizada con los fagos P-22 y 

ES-lB. 

Para realizar la transducci6n de la marca Sac u+, pr! 

meramente se proliferaron los bacteriófagos en la cepa Sac 

u+ rápida SMC-11. Los intentos de proliferación del fago 

P-22 en esta cepa fueron totalmente infructuosos, por ello 

se procedi6 a emplear el bacteri6fago ES-18. Este fago s! 

presentó capacidad para proliferar en la cepa donadora, 

sin embargo, los títulos de los lisados fágicos mostraron 

valores bajos en el primer pase y en un segundo pase el t! 

tulo aumentó muy poco, no pudiendo ser aumentado en poste-

rioros experimentos. 
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Pese a que el título del bacteri6fago ES-18 no era el 

deseado, se intent6 pasar la marca de la utilización de sa 

carosa a tres cepas del tipo l!fr: la 1\3, la K4, y la l\S. -

Sin embargo, no se obtuvieron transductantes con ninguna -

estas tres cepas. E::>to se podr!a explicar apoyándose en -

los resultados obtenidos por Sandcrson y sus colaboradores 

(1901), los cuales reportan que se requiere de la integri

dad del l:i.popol isacti.rido "O" que se encuentra en la super

ficie de la bacteria (Costerton et al., 1974), para que -

los bacteriófagos puedan adherirse a la superficie celuL:ir 

y poder iniciar su ciclo prolifcrativo. 

Con el fin de indagar si las mutantes habían desarro

llado alguna actividad enzimática ;iueva para la utíliza-

ci6n de sacarosa o se val:l'.i?ln de cr.zimas que degradan nor-

malmente otros substratos, se procedi6 a determinar la ac

tividad de invertasa en los extractos libres de células, -

tanto de las cepas mutantes Sac u+ SMC-01 y SMC-11 como de 

su progenitora LT-2, ya que para metabolizar la sacarosa -

se tienen var.i.as posibilidades: una es que la sacarosa fu~ 

ra hidrolizada, mediante una sacarosa, obteni6ndose como -

productos de esta reacción glucosa y fructosa, siendo es-

tos compuestos metabolizados mediante las vías normales de 

la c6lula; o que la sacarosa sea primero fosforilada y po~ 

teriormente el compuesto fosforilado sea hi<lrolizüdO me--
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diante la enzima 3-D-fructofuran6sido fructohidrolasa, pr~ 

duciendo esta catálisis glucosa-6-fosf ato y fructosa (Sclmúd 

et al., 1982). 

La actividad de sacarasa, en las condiciones emplea-

das en el presente estudio, no fue detectada en ninguna de 

las cepas mutantes ni en la cepa LT-2 (Tabla II) , por lo -

que nuestra contribución en este estudio realza la hipóte

sis propuesta por el grupo de Schmid. 
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CAPf TULO IV 
CONCLUSIONES 

l. Las cepas progenitoras de las mutantes Sac u+ uti-

!izadas en este estudio no manifestaron por st mismas la --

capacidad de utilizar sacarosa como Onica fuente de carbono 

y energta. 

2. La cepa SMC 01 derivada de SalmonelCa lyphlmu~ium 

LT 2 mediante mutagénesis con NG utiliza sacarosa !entamen-

te como Onica fuente de carbono y energía. 

3. Dado que se requiere de p::ir lo menos una mutaci6n -

para que las cepas de Salmonella manifiesten la capacidad de 

utilizar sacarosa, se propone que dicha mutaci6n sea conside 

rada como una mutación de ganancia. 

4. La cepa SMC 11 crece m&s r5pidamente que la cepa -

SMC 01 progenitora cuando son inoculadas en medios contenie~ 

do sacarosa como Onica fuente de carbono y energía. 

5. Se requieren de dos pasos mutag~nicos para que se -

obtengan ce.pas mutantes que manifiesten una rápida utiliza-

ci5n de sacarosa. 
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6. Las cepas mutantes que utilizan sacarosa presentan 

mucha similitud en su crecimiento en glucosa con respecto a 

sus progenitoras. 

7. Las cepas mutantes Sac u+ no variaron significati-

vamente en su metabolismo, tanto en la vía glicolítica como 

en el ciclo de Krebs. 

8. Las cepas mutantes Sac U+ no mostraron cambios si~ 

nificativos en su morfología colonial. 

9. En las condiciones empleadas er. el presente estu-

dio la actividad de invcrtasa no fue detectada en los ex--

tractos libres de cGlulas obtenidos a partir de las cepas -

LT 2, SMC 01 y SMC 11. 

10. Los intentos para transferir la marca Sac u+ me--

diante transducci6n con los bac).eri6f agos P22 y ES-18 fue-

ron infructuosos. 

11. El carácter atípico Sac u+ no pudo ser transferido 

por ninguna de las donadoras Hfr o la F' mediante conjuga-

ci6n. 
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12. El sistema de transpo~te de sacarosa s6lo se expre

sa con niveles altos en la ccpti SMC 11 inducida en sacarosa. 

13. Para que el sistema de transporte de sacarosa se e~ 

prese con niveles altos, requiere ser inducido por sacarosa 

o un derivado de 6sta. 

14. El sistema de transporte de sacarosa es ~uy cspecf

fico para este carbohidrato. 

15. La acti\idad específica del sistema de transporte -

de sacarosa fue de 44 n moles transportados/ro~ de peso seco 

bacteriano. 

16. El sistema de transporte de sacarosa, no es capaz -

de transportar rafinosa, glucosa, maltosa, celobiosa o fruc

tosa. 

17. La presencia del car~cter Sac u+ en una cepa de SaC 

monella puede ser motivo de una incorrecta clasificaci6n bac 

teriol6gica. 
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