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RESUMEN

Salmonefla Lyphimurium LT-2 no utiliza sacarosa
como Gnica fuente de carbono y energia, debido,
tal vez, a la carcncia de un sistema de trans--
porte para la sacarosa o a la falta de una enzji
ma hidrolitica apropiada, o ambas.

Sin embargo, en el presente trabajo se ob-
tuvieron mutantes que manificstan la capacidad
de utilizarla, y por ello se consideré pertinen
te caracterizar estas mutantes, tanto biogquimi-~
ca como genéticamaente, para tratar de dilucidar
en qué forma estas bacterias son capaces de de-
gradar este substrato y presentar asf una capa-
cidad fermentativa atipica; por lo cual estas -
cepas pueden ser motivo de una incorrecta clasi
ficacibn bacteriolégica.

Asimismo, este tipo de estudios nos permi-
ten, al comparar las mutantes con las cepas sil
vestres progenitorasg, comprender los mecanismos
de transporte y utilizacidn de sacarosa en ente

robacterias.



CAPITULO I
INTRODUCCIGN

EVOLUCION ENZIMATICA.

En los cultivos bacterianos existen caracteristicas -
gue los hacen un excelente modelo experimental para sisté-
mas genéticos, tales como el elevado nGmero de microorgam=-
nismos que componen el éultivo (estudio de poblaciones), -~
la brevedad del tiempo ée generacibn, la facilidad de su -
cultivo en medios simples, la sencillez de su cromosoma v,
finalmente, la fuerza de lac presiones selectivas del me--
dio de cultivo, contribuyendc todos estos factores a su ra
pidisima evolucifn (Davis el af., 1978).

A través del empleo de sistemas de cultivo apropiados
se pueden modificar estas caracteristicas permitiéndonos,
por tanto, observar los procesos evolutives de los microor
ganismos en un corto tiempo.

Dentro de los aspectos mis importantes de los proce-—
sos evolutivos de las células bacterianas tenemos los cam-
bios que permiten al microorganismo adquirir nuevas capa=
cidades catabélicas y, como consecuencia, sobrevivir a las
modificaciones que el medio ambiente le impone. Estos cam

bios son permanentes vy hereditarios en la cé€lula y se han



denominado mutaciones, con excepcién de los que se derivan
de la inclusién, segregacién, o a la recombinacifin de mate
riales genéticos de otras procedencias, y considerando que
es el &cido desoxirribonucleico (DNA) el material qenético
determinante en la cflula, en &l se presenta el fenSmeno -
de mutacibn. Watson v Crick (1953) al proponer su modelo

de doble cadena para ¢l DNA, infirieron que como consecuen
cia del mismo se podria explicar el fenéimweno de mutacién.

Estos autores se apoyafon en la posibilidad de que las cua
tro bases nitrogenadas dcl DNA pueden existir en diferen-~-
tes formas tautoméricas, gue se originan por rearreqglo de

la.distribucién de protones y electrones en la mol&cula, y
también existen derivados quimicos de ellas. Cuando una ba
se se encuentra en su forma tautomérica rara o de alguno -
de sus derivados quimicos, varfan sus propiedades de apa--
reamiento, es decir, gue una base puede aparearse con otra,
con la cual normalmente no lc 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, gue regularmente
lo hace con la guanina, en su estado tautomérico raro lo -
'hace con la adenina; la adenina, que se apareca normalmente
con la timina, en su estado tautomérico anormal lo hace -~
con la citosina, y por Gltimo, guanina, que se une a cito-
sina en su estado tautomérico raro se aparea con la timina.

Watson y Crick propusieron gue estos apareamientos errfneos



podrian dar lugar a mutaciones del DNA durante su replica—-
cién. La mejor demostracifn de la hipbtesis de Watson y -~
Crick serfa verificar por anflisis directo, que un par espe
cifico de bases en el DNA ha sido substituido por otro, pe-
ro en la prdctica se recurre a métodos indirectos para veri
ficarlo.

Existen diversos mftodos para producir mutaclones. En-
tre los mis prometedores estd el empleo de agentes quimicos
que, ademis de ser altamente mutagénicos, se conoce que -~
reaccionan en cierta forma con las bases del DNA o son in--
corporadas en &1 mismo, en el sitio de las bases normales.

Uno de los agenteé quimicos mis ampliamente usados co-
mo mutdgenos por los genetistas bacterianos, y que hasta ha
ce poco fue el mutdgenc quimico mds potente, es la N~metil-
N'-nitro-N-nitrosoguanidina (de ahora en adelante simplemen
te NG) (Lee et af., 1977). Este compuesto induce por lo me
nos una mutacibn por c&lula tratada en condiciones que per-
miten obtener cerca del 50 por ciento de c&lulas sobrevi- -
vienteg (Adelberg et alf., 1965). Las células 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 nucleGtidos de los &cidos nucleicos mensaig
ros (mRNA) que son formados a partir del DNA, consider@ndo-
se c€lulas mutantes y, por consiguiente, &stos a su vez pue

den cambiar la secuencia de aminoficidos de las protefnas --



que son sintetizadas segln la secuencia de nuclebtidos de -
estos mRNAs, produciendo finalmente proteinas diferentes a
las de la c@lula no mutada (White et af., 1968). En el ca-
so especifico de que la proteina alterada sea una enzima, -~
se puede observar dicha mutacifn mediante la expresidén, por
ejenplo, de una nueva capacidad biolbgica que le permite a
la ¢cBlula sobrevivir a los cambics que el medio ambiente le
impone.

Desde antes de la dfcada de los cuarentas, se hablaba
de la expresifn de tales capacidades bicl&gicas como un “en
trenamiento” o "adaptacién' de los microorganismos a nuevas
condiciones de crecimiento, que eran adversas para ¢sa espe
cie dada vy que se manifestaba por un cambio on su metabolis
mo, como por ejemplo, el crecimiento en ausencia de un ami-
nodcido antes requerido, la fermentacidn de un carbohidrato
gue antes no se utilizaba o la resistencia a drogas (Hega=--
man y Rosenberg, 1370; Clarke, 1974). Sin embargo, dicho -
canbio metabBlico es el resultado de la mutacifin del génoma
bacteriano, en sus genes estructurales y/o reguladores, ya
sea por p6rdida del material genftico, por insercibn de ge-
nes de otro organismo o previamente medificados Lt vithro, -
por duplicacifn de genes preexistentes y modificacibn de --
una de las copias, o por otros mecanismos (Riley y Anilio=--

nis, 1978).
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Asimismo, la capacidad biclbaica de la c6lula bacteria
na también ha evolucionado como una consecuencia de las mu-
taciones y de la posterior seleccibn de las mutantes en et
ambiente apropiado, dando como resultado la pfrdida de capa
cidades bioldgicas, tal vez, por dejar de ser necesaria ex-—
presidn funcional. La informacidn genética desaparece o --
puede quedar criptica (Hegeman y Rosenbera, 1970). Son las
propiedades del material genético, reflejadas en las muta--
cicnes y la capacidad seleccionadora del medio ambiente, --
los factores que pernmiten la édaptacién evolutiva.

Con el conocimiento de la estructura y funcionamiento
del g&noma bacteriano, se inicia el estudio de las "mutacio
nes de ganancia", que no son otra coas gue los cambios gené
ticos necesarios, que aunadosS & un buen sistema de selec-
ci6n, permite la aparicién o expresi6n de nuévas activida-
des enzimiticas, cuya informacién no se tenfa, o en el caso
de que se tuviera, permanecfa silenciosa.

La evolucibn enzimitica se ha estudiado principalmente
como la respuesta de utilizacidn de nuevos substratos no de
gradados normalmente por las cepas silvestres. Rosenberqg,-
en su revisién sobre cvolucidn enzimitica (Hegemann y Rosen
berg, 1970) clasifica las mutaciones de ganancia en cuatro
tipos:

a) Cambio de la especificidad de induccidn de la o las
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enzimas.~ Esto se debe bisicamente al cambio en la particu-
laridad de una enzima de ser ahora inducida por el nuevo
substrato.

b) Cambio de la regulacidn de un sistema cenzimitico.-
Esto se logra volviéndose constitutivo un sistema anterior-
mente inducible, con actividad minima o normal hacia el nue
vo substrato.

¢) Adquisicidén de permeabilidad para un substrato an--
tes impermeable.- Se obtiene a través de la modificacifn =
de la difusidn del substrato a través de la membrana celu~-
lar, pudiendo ahora el nuevo substrato penetrar el interior
de la cE&lula.

d) Resistencia a productos mcotabdlicos téxicoes deriva-

dos de la degradacidn del nucvo substrato.

Los primeros estudios sobre la utilizacién de nuevos -~
substratos por microorganismos fueron hechos por Lederberg
en 1951, quien seleccion$ mutantes de Escherdichia coldi capa
ces de crecer en neolactosa, un compuesto no utilizado ‘como
fuente de carbono por la cepa nativa, supuestamente porque
la f-galactosidasa no ataca a este carbohidrato. El resul-
tado de sus investigaciones fue que las mutantes producian
la enzima constitutivamente, por lo que la deficiencia en -
la cepa silvestre para crecer en neolactosa se debe a que -~

&sta no induce la formacifbn de la maquinaria enzimftica pa-
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su degradacifn. Esto es un ejemplo de mutacifn de ganancia
clasificado como cambio de la regulacibn de un sistema enzi
mitico.

Lester y Bonner (1956) egtudiaron en £. cofi la utili-
zacldn de rafinosa en mutantes obtenidas por induccidén con
luz ultravioleta, el crecimiento en este substrato lo logra
ron despufs de dos pasos mutagfnicos: el primero, gque lleva
a la sintesis constitutiva del opertn fac y, el segundo, in
ducible a la sintesis de una wu=-galactosidasa.

El grupo de Lin, trabajando con Aerobactenr aerogenes, -
gque es capaz de utilizar L-arabitol y ribitol, mds no xili-
tol como fuentes de carbono, obtuvo mediante varios proce--
s0s mutagéniceos, mutantes capaces de utilizar xilitol como
finica fuente de carbono (Wu, Lin y Tanaka, 1968). Por ané-
ligis posterior, estos autores descubrieron gque los proce--
sos mutagénicos realizados lograron que la permeasa que an-
tes sblo reconocfa al L-arabitol ahora permitid la entrada
de xilitol. Igualmente la deshidrogenasa que era especifi-
ca para ribitol ahora también reconoce al xilitol. Este es
otro ejemplo de mutaciones de ganancia en el gue observamos
cambio en la especificidad de la proteina de transporte y -
en la enzima hidrolitica.

Dentre de los estudios realizados en Méxzico en el cam-
po de la evolucifn adquisitiva, sobresalen los trabajos rea

lizados por el grupo del Dr. Ortega, quienqs trabajando con



Safmonella typhimundium LT-2, gue no es capaz de utilizar -~
aspartato ni L-glutamato como Gnica fuente de carbono indu-
jeron mutaciones de ganancia en dicha cepa, empleando HG ob
teniendo mutantes capaces de crecer eon medio minimo coﬁ -
L-glutamato como (nica fuente de carbono. En estos estudios
bioguimicos y genfticos acerca de la utilizacién y el trans
porte de L-~glutamato en asta cepa, reportan gque se requiere
de una mutacidén en el gene regulador o en el sitio operador
para expresar un sistema de transporte tanto para el L-glu
tamato y el L-aspartato. Tambié€n reportan que la utiliza--
cifén de glutamato estd dada por una aspartasa y que ésta se
encuentra codificada por el gen asp 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 utilizacién lenta de fi-glicerofos
fato por mutantes de S. fyphdimunium LT-2 obtenidas mediante
tratamiento mutagénico con NG, muestran resultados en los -
que se demuestran que estas mutantes transportan el f-glice
rofosfato y posteriormente es hidrolizado a glicerol, sien-
do luego utilizado mediante la via de este Gltimo compuesto

{De la Garza, 1981).
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UTILIZACION DE SACAROSA POR EHTEROBACTERIAS.

Los caracteres bioguimicos utilizados en la taxonomia
de las Entercbaclereaceae son habitualmente una determinan
te cromos6Gmica. Se atribuye, en general, gue como conse~-~
cuencia de un proceso mutagénico o a una recombinacidn cro
mosbmica, &@sta nos pueda conducir a que un caracter taxond
mico sea atipico en una cepa bacteriana. En esta eventua-
lidad, la caracteristica atipica es generalmente estable y
no transferible,

En la taxonomia bacteviana es importante distinguir -
los caracteres determinados por el cromosoma propic de la
bacteria, de los casos en que el cromosoma posee unida una
informacidn adicional que hace que la c¢&lula cambie alguno
de sus caracteres bloguimicos o alguna de sus caracteristi
cas antigénicas, dado que los sistemas de diagnéstico dico
t6mico son peligrosos, ya que un solo caracter atipico --
eventual orientard répidamente para una clasificacién errg
nea. En tales sistemas, el caracter Sac U+ ciertamente --
eliminaria el diagnbstico de Safmoncella.

La presencia del caracter Sac u* en una cepa de Safmg
nella, es doblemente peligroso para el diagnbstico si se -
ha empleado el medio de cultivo en agar triple-azficar-hierro,
en este medio, no solamente el frente y el fondo serén aci~

dificados, ya que en el centro el cultivo parecerf “st ne-



-11~

gativo” por razfn de la fuerte acidificacién (Le Minor et
al., 1973}. Es muy probable que debido a tal resultado, -
el potencial diagnfstico de Salmencfla serd eliminado por
la gran mayoria de los laboratorios de diagnéstico bacte--
riolégico.

Es concebible gue ciertos caracteres sirvan para defi
nir los biotipos (caracteres designados habitualmente como
"d" o "D" en el Manual de Bergey's, en general se encuen--
tran en una determinante plasmidica): La amplitud de aci-
dificar los medios conteniendo sacarosa se presentan habi-
tualmente en Keebsieffa, Entenrcbacten acabgenes, E. cloacace,
Sennaiia, Prnoteus mindabilfis, Providencdia y Levinea. bPor
el contrario, la ineptitud de fermentar la sacarosa nos da
la definicién de Shigcella, Edwarnsiefla, Salmonella y Pro-
teus morgandi.

En la familia Entenrobactendiaceae, s8lo la tribu K€eb-
sd{elleae estd caracterizada por un fenctipo estable para -~
la fermentacif6n de sacarosa (Sac U+). Para cotras tribus,-
incluyendo a la Intimamente relacionada Vibalonaccae, es -
tipico observar un inestable fenotipo para la fermentacién
de sacarosa. Los genes gue codifican las caracterfsticas
metabblicas variables de un grupo bacteriano similar como
son, por ejemplo, la fermentacibn 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 pldsmi
dos, hasta ahora de origen desconocido (Le Minor et al., =~
1973; Cornelis et af., 1978; Smith y Parsell, 1975). De -
esta manera, cepas de E. cofli K-12 o de S. typhimurium -
LT-2, libres de plasmidos, son incompetentes para captar y
fermentar sacarosa, o amutar hacia un fenotipo Bac U+ (Va~
ron y Le Minor, 1975; Lengeler et af., 1982). En el grupo
de cepas epidemiolbgicamente relacionadas a estas bacte--
rias, este fenotipo es comin e invariablemente unido a la
presencia de plismidos (Le Minor et af., 1973; Smith y Par
sell, 1975; Wohlhieter, et af., 1975; Cornellis e¢f al., --
1978; Alaeddinoglu et al., 1979; Schmid ¢t af., 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. cofi puede fer-
mentar sacarosa. Un plésmido conjugativo fue purificado a
partir de wna cepa de 8. typhimunium que fermenta Sacarosa
y que fue aislada de muestras clinicas por el grupo de --
Wohlhieter (1975). Este pl8smido fue nombrado pUR400 con-~
forne a las reqlas de nomenclatura gen&tica (Novick et af.,
1976) . Dicho plasmido fue transferido mediante conjuga--—

cifn a una cepa protbStofa de E. coffi K-12, el cual le con-

»
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firis simultédncamente los fenotipos de la utilizacitn de ~
sacarosa y la resistencia a tetraciclina {Schmid ¢t ad.,
1982) . Experimentos realizados por Schmid y sus colabora-
dores, indican que el plésmido codifica por lo menos »ara
la induccibn de dos funcicnes que se invelucran en %L mefa
bolismo de sacarosa; la primera es un sistema de transpor
te especifico para sacarosa y, la segunda se refiere a una
enzima hidrolf{tica, B-D-fructofurandsido fructohidrolasa -
(BC 3.2.1.26) ., referida como una sacarcsa-6-~fosfate hidro-
lasa (Schmid ef al., 1982), la cual fue previamente estu--
diada por Chassy y St. Martin en Staepteococus mufants ---
(Chassy y Porter, 1979; St. Martin et al., 1979).

Estas dos funciones no son detectables en células de
E. cold K-12 libres de pléasmidos. Las c€lulas que contie-
nen estos plé&smidos expresan bajos niveles en el transpor-
te de sacarosa y en la hidreolasa 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 gluco
sa, la galactosa, la lactosa y la melibiosa. »2Adem&s demos
traron que la induccibn tanto del sistema de transporte de

sacarosa como de la sacarosa-6-fosfato hidrolasa es simul-
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ténea, esto sugiere que ambas funciones se encuentran bajo
un control genético comin. Esta hipbtesis se apoya por --
las pr?piedades de una mutante constitutiva obtenida por -
el grupo de Schmid a partir de la cepa silvestre, mediante
mutagénesis con nitroso guanidina,Aque presenta niveles al
taos en las actividades de transporte de sacarosa e hidr6li
sis de sacarosa-6-~fosfato, sin haberle realizado inducci6n
alguna.

Por otro lado, la expresibn tanto de la hidrolasa de
sacarosa-6-fosfato, como del transporte de sacarosa, sSe ve
disminuida en casi 12 veces en su valor normal, si le es -
adicionada glucosa al medio de cultivo. Esta evidencia, =~
unida a la observacibn de gue la adicidén de AMPc al medio
de cultivo lleva a su mixima expresifn estas actividades,
sugiere que el sistema de utilizacifn de sacarosa también
puede ser sujeto de represifn catabdlica, va que para gue
un sistema pueda ser sujeto de represifn catahflica requie
re de AMPc y de:uﬁa proteina receptora del AMPc (CRP), pa-
ra llevar la actividad a su mixima expresitn (Perlman ef -
al., 1968) y una deficiencia en cualquiera de estos com~-
puestos nos lleva a un fenotipo negativo (Sac U ).

Mds 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 sacaro

sa~6-fogfato, pero que sf posee sistema de transporte de -
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sacarosa. Dichos estudios muestran que el sistema de --~-
transporte de sacarosa es induclble por fructosa, pero no

por rafinosa o sacarosa, sugiriendo que la fructosa o un -
derivado de ella como la fructosa-fosfato ¢s el inductor -~
de los genes de sacarosa (4c¢4), por lo tanto, la sacarosa

y la rafinosa necesitan ser hidrolizadas mediante la saca-~
rosa-6-fosfato hidrolasa, para convertirse en inductores -
{schmid et af., 1982). Tambifin se determind que el siste-
ma de transporte de sacarosa es dependiente del sistema de
fosfotransferasas (PTS), codificade en el cromosoma de la

bacteria (Hays, 1970; Kunding ¢t af., 1964), estos autores
han determinado que ei transporte mediado por el sistema -
de PTS involucra una fosforilacifn vectorial, ya gque la in
troducci6n de sacarosa al interior de la célula nos lleva

a una acumulacién de sacarosa-b6-fosfato. Los estudios de

la fosforilacibn de sacarosa £Ln v{fiao realizades por Lenge
ler nos reportan que esta fosforilacifn es tipicamente de-
pendiente del Acido fosfoenol pirGvice (PEP) y €ste no pue
de ser reemplazado por adenosin trifosfato (ATP) en la mez
cla de reacci6n, constituida por vesiculas de membrana que
contiene la enzima que es codificada por un gene del plés-
mido, que ‘capacita a la bacteria al transporte de sacarosa
y gque Schmid denomind scn A; dicha enzima corresponde den-

tro del sistema de transpoxte de sacarosa al componente I1



y eg denominado E IIscr' la cual actda concertadamente con

las funciones solubles del sistema de fosfotransferasas --
(PTS), que estd constituido por la enzima EI, las protel--
nas transportadoras (HPr) y la enzima IIT (E IIIglc' scr),
que estln codificadas en el cromosoma de la cglula huésped
(Lengeler y Lin, 1972; lengeler et af., 1972},

Posteriores estudios realizados per el grupo de Schmid
acerca de la actividad enzimftica de la enzima sacarosa-6-
fosfato hidrolasza, nés muestran que dicha enzima se encuen
tra localizada intracelularmente, ya que se detectd esta -
actividad en extractos crudos de células toluenizadas, pe-~
rd no se detect6 esta actividad enzimitica en fracciones ~
de membrana ni en preparaciones por "choque" en frio.

La hidr8lisis de sacarosa-6-fosfato es Sptima a un pH
de 6.6 en solucifn amortiguadora de fosfatos 100 mM. La en
zima se reporta estable por tres dias a 4°C o dos horas a
37°C. Esta enzima catalizz la hidrflisis de B-D-fructési-
dos, como la sacarosa-6-fosfato, sacarosa y rafinosa; las
constantes de Michaellis reportadas para estos tres subs--
tratos son: 0.17-0.05; 60~10; y 150-10 mM, respectivamente,
estos resultados sugieren que la sacavosa-b-fosfato fue el
substrato esencial de la enzima. a-D-glucSsidos y galact6-
sidos como melibiosa no son hidrolizados. Estos datos cla

sifican a la enzima como B-D-~fructofuranbsido fructohidro-

lasa (EC 3.2.1.26).
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Esta enzima estd constituida por dos subunidades idén
ticas con un My de 55,000 cada una: por lo tanto, el dime-
ro de 10,000 corresponde a la enzima activa.

Mediante an&lisis cromatogrdficos de substratos radio
activos metabolizados por las bacterias sac v* demostraron
que la sacarosa transportada al ser hidrolizada produce --
glucosa-6-fosfato y fructosa, por lo que el producto inme-
diato formado en 21 proceso de introduccibn de la sacarosa
mediante el sistema de transporte dependiente de PTS fue -~
sacarosa-6- fosfato fosforilada en el C6 de la glucosa.

En la figura 1 se muestran las relaciones entre los -
genes y las enzimas del metabolismo de sacarosa en £E. cold

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

ESTRUCTURA Y ORGAN!ZACION DEL
CROMOSOMA BACTERIANG,

Andlisis genéticos realizados en E. coliy S. typhimu
aium, han mostrado que todos les genes estdn localizados y
unidos en una sola molécula circular de DNA de doble cade-
na de casi 1400 uy de longitud y de 20 a 60 R de didmetro.
Este DNA estd asociado a RNA y protefnas b&sicas, formando
el cuerpo cromiticoc de la bacteria. Este cuerpo cromitico
no estld delimitado por una membrana nuclear a diferencia -

de las c&lulas eucariSticas y se encuentra doblado en for-
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ma compleja dando la impresifn de ser parte de una compac=-
ta madeja de hilo. Esto hace pensar que existe alg@n modo
de organizacibn dentro de la estructura terciaria del DNA

probablemente asociado a la presencia de las proteinas b4-
sicas que le permite contener las muy variadas formas que

los cuerpos cromiticos pueden adoptar, as{ como ¢l mante--
nimiento de una contfnua replicacién semiconservativa del

DNA y de la formacibn de mRNA para la sintesis de protef--
nas.

Sin embargo, no toda la informacifn gen8tica de las -
bacterias se encuentra confinada en su cromosoma, Existen
otros elementos genfticos no cromosbmicos, formados tam--
bi&n por DNA de doble cadena organizado en moléculas circu
lares covalentemente cerradas, las cuales se encuentran en
el citoplasma de la c@lula. Estos elementos gen&ticos se
estudian bajo el nombre gen€rico de pldsmidos y son repli-
cados autfnomamente y heredados a las c£lulas hijas duran-
te la divisién celular (Lederbexg, 1952),

Las funciones esenciales de la c&lula (obtencifn de -
energfa, metabolismo, divisifn celular, ectc,) estén codifi
cadas en los genes cromosfmicos, los plismidos codifican -
para funciones adicinonales a estos genes y dan a la célula
proseedora de ellog capacidad de sobrevivir y veﬁtaja de -

crecimiento bajo condiciones ambientales particulares.
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La replicacibn de los pl&smidos se lleva a cabo en —-
dos formas diferentes: i) la replicaci6n conjugativa, que
ocurre durante la conjugacitn, en la cual una sola cadena
de DNA queda en la c&lula donadora y la cadena complementg
ria se transfiere a la receptora v es replicada para for--
mar un duplicado del piﬁsmido en las dos cBlulas; y ii) la
replicacifn vegetativa, gue ocurre durante el c¢iclo normal
de la cBlula; asegurando que ias cé&lulas hijas hereden el
plismido durante la divisidn celular. Estos dos procesos -
de replicacifn son muy similares y no dependen de los meca
nismos de replicacifn del cromosoma.

Los plédsmidos son de varios tamafios; se encuentran ~-
dentro de la bacteria como circulos cerrados covalentemen-—
te o enrollados con estructura de superhé&lice, dandc una -
vuelﬁa por cada 500 pares de bases. De los pldsmidos cuyo
peso molecular es mayor a 3x107 s6lo sze encuentran de 1 a
3 copias por célula y los plésmidos de peso molecular me--
nor a 3x107 se encuentran en mis de 10 copias de cada uno
de ellos por cé&lula.

Muchas bacterias resistentes a antibifticos poseen la
resistencia a ellos en genes de pldsmidos llamados plésmi-
dos R y el mecanismo de resistencia es completamente dife-
rente del de una mutante cromosdmica resistente al mismo -

antibiftico. Estos plédsmidos causan considerables proble-
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mas médicos y veterinarios, porque muchos de cllos son con
jugativos y pueden ser transferidos particularmente entre

diferentes géneros de enterobacterias y porgue muchos de -
ellos poseen resistencia especifica a mis de una droga y -
en muchos casos hasta 6 6 7 antibifticos no relacionados -
entre sf.

Al igual que en los organismos superiores, en las cé~-
lulas bacterianas existen células macho y hembra (Lederberg
y Tatum, 1946; Makela, 1963; Baron et af., 1968}, indican-
do que la bacteria puede poseer un factor sexual., La dife
rencia de sexo entre las células masculinas y femeninas es
td dado por la presencia de un factor genético especifico
llamado factor F (de fertilidad), cuando estd en la c€lula
es macho (F'); y si le falta, la c6lula es hembra (F ). Es
te factor F =2s un peguefio cromoscma circular supernumera--
rio de DNA de deble cadena, cexrado mediante enlaces cova-
lentes, es decir, es un pequeno plismido que se distingue
de los demds, dada su particular capacidad de integrarse -
al igual que los cromosomas de fagos lisogé€nicos al cromo-
gsoma bacteriano en varias posiciones, comportindose como -
un juego de genes cromosfmicos durante la replicacibn y la
divisibn celular. Esta capacidad de permanecer tanto en -
forma libre cn el citoplasma bacteriano o integrado al cro

mosoma, le confiere al factor F el nombre de episoma (Jacob
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y Wollman, 1958). En general existe uno de estos anillos
por cromosoma y Ssu peso molecular es de 6x107, lo que equi
vale al 2% del peso molecular del cromosoma bacteriano.

Se inicia el ciclo sexual, cuando sc unen ambos tipos
de c&lulas por medio de un "puente estrecho” denominado --
puente de conjugacién, por el «gue comienza a migrar el cro
mosoma del macho hacia la c&lula hembra. Este proceso se
llama condjugacitn.

La transferencia generalmente es inc .mpleta, penetran
do a la cé&lula receptora s8lo parte del cromosoma del ma~-
cho, antes de realizarse la separacibn, formidndose cé&lulas
parcialmente diploides. Luego hay entrecruzamiento entre -~
el cremosoma del macho y el de la hembra, sequido de un --
proceso de seqgregacifn gue da origen a una progenie de cé-
lulas haploides (recombinaci6n).

El factor F es tambi&n capaz de transferirse a si mis
mo: asi, si se cultivan juntas c&lulas F con cE&lulas Fto-
en iguales proporciones, el 70% de las c&lulas que origi--
nalmente eran F es convertido a F+ {pavis et af., 1978).

Cuando una cepa F integra su factor F al cromosona,
se observa que la frecuencia de recombinacién aumenta unas
1000 veces con respecto a la cepa F+ orizginal. Estas cepas
se han denominado Hfr que significa "high frecuency of re-

combination”, o alta frecuencia de recombinacifn. En egw—e-
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tas cepas la integracifn del factor F al cromusoma es re--
versible, revirtiendo a cé&lulas tipo Fh {(Zindey, 1960}.

En las cflulas Hfr, el factor F deja de poder ser ~-~-
transmitido a otras c€lulas, lo cual implica que las recom
binantes Hfr X F son F“, de forma tal que 1o que se trans
fleyre es el cromosoma en el cual el factor F se encuentra
integrado.

Tanto en E. coll como en §, {yphdimunium existen cepas
que se parecen tanto a la F+ como a las Hfr ya que en ==--
ellas se produjo una escicibn anormal del facter F durante
la reversibn de las formas Hfr a F. y el factor F acarreca
por error genes del cromoscoma bacteriano, denominindose -~
bacterias F'.

Estas c&lulas intervienen en procesos de conjugacifn,
pero con una frecuencia inferior a la gue presentan las -~
c€lulas FY. Se transfiere la totalidad del factor F (con-
virtiendo a la receptora en F+) junto con un segmento fijo
del cromosoma del hulsped, que es de menor tamafio que el ~
segmento que transfieren las cepas Hfr., Esta transferen--
cia ha recibido el nombre de sexrduccién ¢ F-duccibn, ya -~=-
gue se parece a la transduccién de un fragmento del cromo-
soma del huésped por medio de un bacteriBfago (Hayes, 1968;
Davis et af., 1978).

La transduccién es un proceso de transferencia de ge-
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nes entre las bacterias wmediado por particulas virales
denominadas bacteriffagos (Sanderson y Demerec, 1965; Howe
y Dawson, 1969%; dishioka y Eistenstark, 1970). Los bacte-
ribfagos son particulas virales, cuyo material genfitico se
replica en bacterias. Algunas cepas de bacteriffagos pro-
ducen una transduccibn generalizada en la cual puede ser -
transferido cualguier gen bacteriano, mientras que otras -
cepas de fagos median transducciones especializadas en
las cuales los bacteriéfagos tienen cierta preferencia por
transmitir finicamente ciertos genes bacterianos (Sanderson,

1972; Enomoto, 187%).

SISTEHAS DE TRANSPORTE,

Unz de las funciones de la membrana citoplasmftica en
las Wacterias es el mantenimiento de un flujo continuo de
nutrientes y metabolitos entre sl citoplasma y el medio --
rue la rodea, a una velocidad que corresponda a la activi-
dad fisiollgica de la c¢élula, de esta manera una gran can-
tidad de solutos, metabolizables o no, son transportados -~
aun en contra de un gradiente de concentracién (Rosen, =~
1978; Stein, 1869%; Oxender, 1972).

En log Gltimos 28 afios se ha discutido la existencia

de sistemas de transporte especializados diferentes a las



enzimas metabélicés y de muchoz de ellos se ha dado eviden
cia de su existencia mediante ensayos bioquimicos y genéti
cos. Sin embargo, resulta intrigante el mecanismo molecu-
lar por el cual el transporte es llevado a cabo y c6mo se
integra &ste a la maquinaria celular; para ello se han pro
puesto algunas hipbtesis y modelos, que aungue divergentes,
tienden a explicar tan compleja funcién de la célula.

Sus definiciones estin dadas de acuerdo a considera--
ciones cinfticas y termodindmicas, conociéndose las si--

gulentes:

1} Difusibn Simple o Pasiva.

Es cuando una sustancia atraviesa la membrana como
un resultado del movimiento molecular al azar, sin interac
ci6n de ningGn componente de la misma, el proceso no re-
quiere de energfa metab®blica y es llevado a favor de un --
gradiente de concentracifn o electrogquimico, no es especi-
fico y la velocidad con la gue el solute se transporta de-~
penderd del espesor de la membrana y del coeficiente de di

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

2] Difusion Facilitada.
Si el soluto transportado interacciona con un com-

ponente de la membrana denominado "acarreador", formando -
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un complejo con &l trasladdandolo hacia el otro lado de la

membrana, se denomina difusibén facilitada. El proceso pue~
de ser estereoespecifico, implicando con ello que hay di=--
versos sistemas para solutos diferentes y manifiesta una =
cinética de saturacién con el substrato; al iqual gue para
la d@ifusi6n simple, el soluto se mueve a favor del gradien
te de concentracifln o electroquimico y no requiere de ener
gfa metabblica (salvc la necesaria para mantener la estruc
tura de la membrana), pero es méds répido que la difusidn -

(Harold, 1974; Roseman, 1969).

3) Transponte Activo.

Se define el transporte como transporte activo si
el soluto es acumuladc contra un gradiente electroguimico
u osmbtico, requiriendo para ello de la energfa metab&lica
y de un sistema "acarreador" en la membrana. Implica la ~
formaciftn de un complejo soluto-acarreador en el lado ex-—-
terno de la membrana, que cruza 8sta y posteriormente un -
cambic de afinidad por el soluto le permite liberarlo en =
el interior de la c&lula, quedando libre el acarreador pa-

ra regresarse e iniciar un nuevo ciclo.

4] Transfocacidn de Grupos.
Este es otro mecanismo de transporte gue depende -

de la energla metab6lica de la cé&lula, siepdo la penetra=--
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cibn del soluto concomitante a una reaccifn quimica gque mo
difica al soluto. Cuando la translocacién y la acumula-
citn del sustrato suceden con la fosforilacifn del mismo,

se ha denominado "Fosforilacién vectorial".

5] Metabolismo Vectondlal.

Este término fue propuesto por Mitchell (1961) pa-
ra designar los procesos metab8licos orientados de tal ma-
nera a través de una membrana biolégica, que el substrato
entra en un lado y el producto es liberado por el otro. Ta
les reacciones generan un gradiente de concentracifin que -
maneja el transporte. Ademfs, si las especies transloca--
das llevan una carga eléctrica, el metabolismo vectorial -
generard un potencial de membrana.

Pentro de las translocaciones se conocen dos tipos:

a}) Translocaciones Primarias.- Son las que estarfan -
asociadas en forma inmediata a las reacciones metabdlicas
(Harold, 1972). Aqui estarfan incluidas 15 translocaci6bn
de grupos, que yva se defini6, la cual ocurre a nivel del -
substrato, y la translocacién de solutos unida a una cnzi-
ma, donde el substrato pex 4e no participa en la reaccibn,

pero es translocado como un resultado de ésta.

b) Translocaciones Secundarias.- De acuerdo con Ha--~

rold (1972), son muchos de los casos del transporte activo.
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Se denominan asf porque estdn asociadas a la maquinaria me
tab6lica mediante gradientes de iones y no directamente. -
llarold emplea la palabra portador en este tipo de translo-

caciones.
OBJETIVOS

i. Obtener mutantes de Safmonelfa typhimunium LT2, ca-

paces de utilizar sacarosa como finica fuente de carbono y -

7 - .

energia.
2. Caracterizar cinéticamente estas mutantes.
3. Caracterizar genéticamente ectas mutantes,

4. Indagar -si las mutantes han desarrollado alguna ac-

tividad enzimftica nueva para la utilizacibén de sacarosa.

5. Caracterizar cinéticamente el sistema de transporte

de sacarosa.
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carfTuLe 11
WATERIALES Y METODOS

I} Cepas de Safmoneffa tyuphimundum.

Lr-2

LT-2 strk

His D-9

His D-9 Str

SMC-01*
SMC-11%*

SA-534

R

(F~, sac u”y; protétofa, cbtenida de -
la coleccién del finado Dr. Demercc.
(F7, sac U™, strf); seleccionada a par
tir de LT-2 en un medio con 1000 ug/ml
de estreptomicina.

(F7, sac U, str®); auxbtrofa para his
~idina, obtenida de la coleccién del -
Pr. M.V. oOrtega.

[F~, Sac u”, stcfy; seleccionada a par
tir de His D-9 en medio con 1000 ug/ml
de estreptomicina.

4F-, Sac U+ lenta); derivada de LT~2 -
por mutagénesis con NG.

4F-, sac ut rdpida); derivada de SHC-01
HOor mutagBnesis con XG.

(Hfr, Sac U™, sen A): donada por el Dr.

=

-E. Sanderscn (Hfr K4); tiempo de en-

trada en.el minuto 137, cw, (O-pyr-B-

&

ha-tap... met A).




SA-535

SR-315

Sa-485

K5-28%

K5-29%*

K4-11*%

K4~24%

Fr-10*

=30~

(HEr, Sac U, Ser A}; donada por el Dr.
K.E. Sanderson (Hfr K5); tiempo de en-
trada en el minuto 66, CW, (O-met G-puxr
C--~-hdis).

(F', Sac U, feu A); donada por el Dr.
K.E. Sanderson (F' SU-%), sitio de in=~
tegracifn en el minuto 50, CW, (O-pyr
F-tnip----pun).

(Hfr, Sac U , sex A 13); donada por el
Dr. K.E. Sanderson (Hfr K3), tiempo de
entrada en el minuto 93, CW, (O-~arg E-
LEv-Leu----cys C).

(Hfr, Sac U+); derivada de SA-535 por
mutagénesis con NG.

(Hfr, Sac U+); derivada de SA-535 por
mutagénesis con NG.

(Hfxr, Sac U+); derivada de SA-534 por
mutagénesis con NG.

(Hfr, Sac U+); derivada de SA~534 por
mutagénesis con NG.

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

diante mutagénesis con Ng.

* nombre no registrado.
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2) Conscnvacidn de Cepas Bacterianas,

Todas las cepas Sac 0" sc conservaron en medio mi-~
nimo de Davis N-agar, empleando sacarosa como 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 cn el refrige-

rador a 4°C.

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

ES~18 Cepa silvestre donada por el Dr. B.A.D. Stocker.

4) Conservacidn de Bactenidfages.
Los bacteriffagos se conservaron en medio enrique-
cido entre 0 y 5°C, con algunas gotas de clorcformo en el

medioc para evitar la contaminacién con bacterias.

5} Reactivos Quimicoo y Matenial Radiactive.
L-aminofcidos (serina y leucina), clorafenicol -~
(Cmp) , Trisma base (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo. USA).
Los fosfatos mono- y dipotésicos, hidrSxido de sodio,
hidr6xido de potasio, acido clorhidrico, cloroformo, alco-
hol etflico, maltosa, tartrato de sodio y potasio, todos -

ellos de grado analitico de Baker (Xalostoc, México).

-
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El sulfato de magnesio, sulfato de anmonio, sacarosa,
clorurc de sodio, acetato de sodio, de Merck (Darmstadt, =
Rep. Fed. de Alemania). ‘

Nitrosc guanidina de K&K Laboratories Inc. (Plainview,
New York, U.S.A.)

Estreptomicina (Stx) de Farmac8uticos Lakeside, S.A.
(M&xico), NZ case de Sheffiel Chemical (U.S.A.)

Refinosa, dextrosa (glucosa) de Difco Laboratories --
(Detroit, Michigan, U.S.A.)

Acido 3,5=-Dinitro salicilico, proporcionado por el =~
Ing. Vicente LO&pez, del Departamento de Biotecnologia del
Centro de Investigacibn y de Estudios Avanzados del I.P.N.

Aquasolly U-('*c)-sacarosa de 50 pCi/0.5 ml de New En

gland Nuclear (Boston, Mass, U.S.A.}.

6) Medios de Culitivo, Soluciones Tsaotdnicas
y Soluciones Amoatiguadonas.

Agar bacteriolbgico, extracto de levaduras, pepto-
na de caseina, caldo nutritivo, agar para Salmonella y Shi
gella, agar de bilis verde brillante, citrato de Simmons,
de Biox8n de México.

Cuando se requirid de medios s6lidos se adicion6 agar
bacterioléguco al 1.5% (P/V) antes de ser esterilizados.
Todos los medios de cultivo s¢ asterilizaron a 15 lbs/

pulg2 de presitn de vapor (121°C), durante 15 minutos. Las

+
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soluciones de sacarosa, maltosa, rafinosa, leucina, serina
y estreptomicina se esterilizaron por filtracifin empleando
filtros Millipore estériles y se prepararon en ¢l rmomento
de usarse.

Las fuentes de carbono se prepararon al 4% (P/V) y sco
adicionarxon al medio de cultivo estéril para obtener una -
concentracidén final de 0.4% (P/V).

Los aminoficidos se emplearon en concentraciones de --
20 pg/ml. Todos los medios de cultivo llevan solucifn --
amortiguadora de fosfatos, con sales minerales en concen-
tracién de 0.0622 M v pH de 7.0 {Pavis y HMingioli, 1950)
sin citrato gque se denomina Davis normal (Davis N).

bavis N KH, PO

3.0 g; K, HPO, 7.0 g; MasSO,-7H,0,

27 7q 2 4 4 2
0.1 g; (NH4)2504, 1.0 g; y agua desti-
lada hasta completar 1600 ml. El sulfa
to de magnesio se disuelve aparte del
resto de las sales.

Medio Mfnimo: Davis N, con la fuente de carbono que
especifiquéd al 0.4% (p/V).

Medio rico Davie N, y 0.2% (P/V}) de los siguien

(NCX) =
tes productos: peptona de caseina, 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:
bavis N, glucosa, agar y estreptomici-
na en concentraciones dgsde 200 a 1500
ug/ml. |
Medio para cinéticas de crecimiento:
Pavis N, ¥y la fuente de carbono que se
keSpecifique.
Medios para inéculos:
Davis N y casaminodcidos al 0.4% (P/V}
o el medio minimo de Davis con la fuen
te de carbono que se especifique.
Medio para conjugacibn:
bavis N, extracto de levaduras, pepto=-
na, y N2 case, cada una al 0.2% (P/V}
con y sin agar.
Medio para la propagacifn de bacteridfagos:
Davis N, sacarosa y agar, v €l mismo
para conjugacibén con agar.
Medio para el titulo de lisados fégicos:
El mismo medio que es empleado para --
conjugacifin, pero con agar.
Agar nutritivo blando:

Igual que el medio para conjugacién -~

pero con agar al 0.75% (pP/V).
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Agar blando: Davis N y agar al 0.75% (pP/V). Se dis-
tribuye en muestras de 2 ml y s¢ le --
mantiene a 45°C hasta el momento de ==
usarse.

Medio para seleccionar conjugantes:

Davis N, sacarosa y agar adicionada de
estreptomicina {300 nug/ml}.

Medic para selaeccionar transductantes:

Davis N, sacarocsa y agar.

Solucibn salina fisiolBgica est8ril:

NaCl al 9.85% (B/V) se distribuye en
porciones de 200 ml y se esteriliza en
autoclave.

Solucifn para suspensifén de c#lulas y ensayo de trans
porte:

Davis N y cloranfenicol (50 ug/ml).

Regulador de fosfatos para sonicacién:

Davis N ajustadc a pH de 7.4

Regulador de acetatos:

0.05 My 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 salici{lico: tarmbién 3,5 DNS:
1 g de dcido 3,5-dinitro salicflico,

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

de tartrato de gsodio y potasio.
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METODOS.
1} Mutagénesis.

a) Mutag@nesis en Medio S6lido.- La metodologia se
guida fue similar para todas las mutantes obtenidas en --
este estudio, y consistif en llevar hasta fase exponen=-~
cial a un cultivo de c¢élulas crecidas en medio de NCX, cen
trifugar a 6000 rpm durante 15 minutos en una centrifuga -
Sorvall de mesa a temperatura ambiente y suspenderlas en -
solucibn salina fisiolBgica hasta una concentracibfn aproxi
mada de 109 c&lulas/ml. De esta suspensidn se espatull --
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 mutlgenc MG y se incub6 a 37°C.

b) Mutagénesis en Medio Liquido.- A partir de un =~
cultivo refrigerado en fase logaritmica de crecimiento, se
inoculan matraces nefelométricos de 250 ml de capacidad --
conteniendo 50 ml de NCX vy se incuban aer6bicamente duran
te toda la noche a 37°C en un agitador orbital New Bruns--
wick a 150 rpm. Por la maflana se inoculan tubos con tapén
de rosca conteniendo 5 ml de NCX fresco y se incuban a ==~
37°C en un bafio con agitacibn 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 -~

concentraciébn final de 100 ug/ml en condiciones estériles,
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se tapan Y se agitan fuertemente durante 12 minutos en un

agitador Vortex modelo K-550 G a alta velocidad. Los tu--
bos se centrifugaron a 10000xg durante 15 minutos, se dese
cha el medio de cultivo y el paquete celular es lavadeo ---
tres veces con solucifn salina fisiol6gica estéril, resus-~
pendiendo finalmente las c#lulas en 1 ml de solucidn sali-
na fisiol8gica, Cada tubo se diluye 1:10 con salucifn sa-
lina y de &sta filtima se toman 0.1 ml de suspensién de cé-
lulas y se siembran mediante dispersidn con espitula de vi
drio sobre cajas de petri conteniendo medio minimo s6lide

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

apatricién de colonias.

2) Adslamiento de Bactenias Sac U”.

Las mutantes lentas se obtuvieron por mutacién con
NG a partir de un cultivo de la cepa LT-2, apareciendo en-
tre los 5 y 7 dias de incubacifn a 37°C. Se tomd cada co-
lonia con un palillo estéril y se sembx® por parchado en -
el medio de Davis N-sacarosa-agar y se incubaron las cajas
a la temperatura antes mencionada. Para la obtencibn de -
las mutantes de crecimiento répido se siquid el protocolo
de mutacibn en medio lifiquido a partir de una cepa lenta, -
s6lo que en este caso las colonias aparecieron entre las -
43 y 72 horas de incubacién. Las colonias se separaron Y

parcharon en la misma forma descrita.
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Las bacterias Hfr y F' de lenta utilizacién de sacaro
sa se obtuvieron de la misma manera conforme a los enuncia

dos del protocolo de mutaci6n en medio s6lido.

3] Sefeceibn de Bactenias Stu”,

En vista de que las cepas donadoras utilizadas pa=
ra conjugacidn revirtieron a protétofas durante el procedi
miento para su obtencibn, se sclecciond una cepa receptora
StrR para contar las recombinantes en un medio con estrep-
tomicina. En esta forma 36lo crecerfan aquellas bacterias
gue han recibido la marca Sac ut y que continfian conservan
do la de la resistencia al antibi6tico.

ILa seleccibn se hizo de la siguiente manera: se sem--—
braron aproximadamente 108 c8lulas de un cultivo exponen=--
cial de la cepa LT-2 crecida en NCX en medio Davis N-gluco
sa~agar estreptomicina (de 150 a 1500 ug/ml), se incubarcn
por 48 horas a 37°C; 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
concentracibn més elevada de estreptomicina, la que se con
serv8 en medio rico para emplearla posteriormente como re-
ceptora.

De la misma manera se procedi6 a seleccionar una cepa

resistente a la estreptomicina de otra receptora, la His -
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D-9, la cual también se empleS para los cxperimentos de --

conjugacifn.

4} Preparacddn de Infeutes.

En todos los casos las c¢flulas se creciercen duran-
te toda la noche a 37°C, en agitacién. Cuando se realizé
la cinética de crecimiento, los indculos se prepararon en
medio de NCX. Las c8lulas se cosecharon por centrifugacién
a temperatura ambiente en una centri{fuga Sorvall S§-1, por
15 minutos a 6000 rpm, se lavaron y se resuspendieron e¢n -

solucibn salina antes de usarse.

5} Cinfticas de Crecimienty Bactendano.

Las condiciones emplecadas para los experimentos --
fueron b&sicamente las indicadas por Parada y Ortega (1967),
excepto que los in6culos se crecieron de acuerdo a la ciné
tica a segulr, segfin se aprecia en el capitulo de Resulta-
dos. Las c€lulas lavadas obtenidas de los inbculos se dis
tribuyeron en matraces nefelométricos Bellco de 300 ml, -~
equipados con tubo lateral d< 19 mm de difmetro, con 50 ml
de medio de cultivo. Las bacterias se incubaron aerbbica-
mente a 37°C en un agitador orbital New Brunswick, a una -
velncidad aproximada de 150 rpm. El crecimiento se deter-

min® cada hora midiendo la densidad 6ptica de los cultivos
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a 660 nm, empleando para ello un espectrofotfmetro Coleman
Jr. II.

En general se procuré que la lectura inicial fuera de
aproximadamente 0.04 unidades de absorbencia. Como blanco
se utiliz& una alicuota del correspondiente medio de culti

vo estéril.

6} Obtencibn de Extractos Libres de
Células parna Ensayo de Invertasa.

Se siguid la t&cnica desarrollada por Carrillo-Cas
taneda y Ortega (1967), exceptc que se usaron sacarposa o -~
glucosa como fuenteg de carbono para crecer las células,

Las bacterias se crecieron en agitacifn, en matraces
Erlenmeyer de 200 ml con 500 ml de medio Pavis N con la -
fuente de carbono, durante 18 horas a 37°C y se cosecharon
por centrifugacifn a 4°C en una centrifuga Sorvall RCZ2-B,
se lavaron dos veces con regulador de fosfatos por sonica-
cibn y se resuspendieron en 10 ml de tris-HCl 0.2 M de pH
7.4. Las células se rompieron por sonicacibn utilizando -
una unidad de ultrasonido (Manufacturing Scientific Eguip-
ment) a 0.8 Amp durante 4 a 5 minutos totales en interva--
los de 30 segundos se¢ arando posteriormente los restos ce-
lulares de las c&lulas intactas por centrifugaci6n a 10000
X g durante 40 minutos a 4°C. El lfiquido sobrenadanete se
dializ6 en frfo contra 4000 ml} de agua destilada d-rante -

14 horas. Este se denomind extracto crudo.
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71 Ensaye de Tuventasa.

Para determinar la posible presencia de una enzima
con actividad de invertasa en las mutantes Sac U+. Se om-
pled la téenica reportada por invertasa ¢n levaduras (Hes-
trin ¢t af,, 1955).

La hidrflisis de sacarosa es determinada reductométrj
camente, en el sistema de ensayo reportado por Fischer, ~-
Kohtes y Felling (1951}, la cnzima actda sobre sacarosa al
2.5% v amortiguador de acetatos 0,01 M de pH 4.77 a una -
temperatura de 20°C.

La unidad de actividad A esti definida como la canti-
dad de enzima que formsndo parte de la mezcla de reaccifin,
libera 1.0 mg de hexosa reductora (glucosa m&s fructosa) -
en tres minutos. Se realizaron diluciones de 0.1, 0.3, -
0.5, 0.6, 0.8, 1. y 1.2 ml en un volumen final de 1.5 nl
a partir del extracto crudo dializado.

A cada dilucitn se le adicion$ 0.5 ml de amortigu.dor
de acetatos 0.01 M a pH 4.77 se agitan suavemente e incu--
ban a 25°C durante 10 minutes. Posteriormente se adiciona
a cada tubo 1.0 ml de substrato (sacarosa al 2.58 p/V), se
agitan e incuban a 20°C durante 5 minutos. A continuacién
se agregan 2.0 ml de 3,5 DNS y se incuban a cbullicifén du-
rante 5 minutos. Se dejan enfriar los tubos hagta tempera

tura ambiente y se les adicionan 15 ml de agua para deter-
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minarles su absorbencia a 540 nm en el espectrofotbmetro.

El blanco consiste de un tubo que no contienc cnzima y que
fue preparado simultineamente con los dem8s. A cada dilu-
cibn se le determind su concentracién de protefina, la cual
se correlacionaria con la cantidad de producto, para asi =
obtener la actividad especifica conforme los resultados --—
obtenidos de una curva patrén preparada con una mezcla de

glucosa mis fructosa cada una a concentracifn de 10 mg/ml.
Esta curva se prepara con diluciones de dicha mezcla desde
0 hasta 1.0 ml aftadiéndoles 2.0 ml de 3,5 DNS y 7 ml de -=
agua, los tubos se agitan y se incuban a ebullicifn duran-
te 5 minutos, se enfrian a temperatura ambiente y se les =~

determina su absorbencia a 540 nm.

§) Tetewminacibn de Proteina,

La concentracién de protefna presente en los ex~-
tractos crudos, gse determind por el método de Groves y co-
laboradores (1968).

Consiste en restar el valor de densidad Optica del ex
tracto a 237.3 nm, del valor obtenido a 224 nm y llevar es
ta diferencia a una curva de calibraciSn de proteina hecha
con diluciones de albGmina bovina. El m&todo presenta sen
sibilidad de pg/ml.

para todos los casos se diluyb el extracto 1:100 y se

realizd el siguiente cilculo:
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SoD.0, x 100 x Jdid.

Concentracidn de proteina (jig/ml) = AT

9) TLtulo de fos Lisades Fdgdcos g
Prepagac(fn en tas Cepas Sciscbées.

a} Titulo.- A un cultivo de la cepta LT-2, incuba-
do durante toda la noche en NCX se le diluy6 1:50 en medio
fresco y se dej6é on incubacibn a 37°C bajo agitacifn hasta
gue la suspensifn alcanz& una densidad 6ptica de 0.155 a -
660 nm. Se mezcld en igual proporcifn (V/V) con dilucio--

nes seriadas del bacteri8fago a titular (10—6, 10—7, 1078,

107 y 10719 y se dej6 la mezcla en incubacién a 37°C en
un bafio metab6lico con agitacién suave durante 10 minutos,
permitiendo de esta forma la adsorcifn de los fagos a la -
superficie de las bacterias. Se tomaron alfcuotas de 0.2
ml de la mezela y se adicicnaron a un tubo de agar blando
conteniendo 2 ml de &ste. Se realizaron tres muestras pa-
ra cada dilucifin. El contenido de cada tubo #2 vacif en -
una c¢aja de petri conteniendo NCX y se incubaron a 24 ho--
ras a 37°C despu@s de lo cual se contaron las placas de 1i
sis para calcular el titulo.

b) Propagacidn del Bactcriffago en las Cepas SMC-
11.~ La propagaci€a de los bacteriffagos en la cepa SMC-1l

se realizb en medio s6lido, para ello se empleb la té&cnica

reportada por De la Gaxza (1981).
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A partir de un cultivo refrigerado en fase logarftmi-
ca de crecimiento de la cepa SMC-11 se inocularon matraces
nefelométricos conteniendo 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 agitacidén a -
37°C hasta que alcanzaron una densidad 6ptica de 0.155% a =~
660 nm. Se mezclaron en igual proporcidn (V,/V) la cepa -~
bacteriana y el bacteriéfago correspondiente, este Gltimo
en dilucibn apropiada para obtener placa confluente (107 -
ufp/ml) v se esperd 10 minutos incubando en agitacidn 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 espitula la superficie que con--
tiene el agar blando, donde se encuentran los bacteriffa--
gos, el agar blando recogido se trasladfé a un homogeniza--
dor Potter, para homogenizarlo. Después del proceso de ho
mogenizacién se adicionan unas gotas de cloroformo y se in
cub8 en agitaci6bn durante 24 horas. La mezcla se centri-
fugb a 3000 rpm por 15 minutos, conservando la fraccién so
brenadante con un poco de cloroformo. Al lisado obtenido
se le determina el titulo fiAgico y se utiliza para obtener
un nuevo lisado que se denomina segundo pase. De esta for

ma se aumentd la probabilidad de que los fagos llevaran la



marca de la utilizacifn de sacarosa. Posteriormente el se-
gundo lisado se le determind el tftulo y ge utilizb para =~

la transduccién.

10) Taansducce (6n.

En 1952 Zinder y Lederberg fuercn los primeros en
demostrar la transduccifn generalizada mediada por el faao
P-22 en 8. typhimunium. Este bacteriéfago es de ficil ma-
nejo y relativamente alta frecuencia de transducci6n (De -~
la Garza, 1981}, perc acarrea un fragmento transductante -
pequefio ya que una pasticula viral lleva menos del 18 del
cromosoma bacteriano, éue equivale a una distancia aproxi-
mada de 1 minuto de informacifn genética que se transmite
mediante conjugacién (Sanderson, 1972).

Los experimentos de transduccifn se hicieron en igual
forma para todos los casos, siquiendo los enunciados de ==
protocolo descritos por Carrillo-Castaneda y Ortega {1970)
perc se usS6 una multiplicidad de infecci6n de 10 (De la -~
Garza, 1981).

La cepa receptora se crecil toda la noche en medio de
NCX, en las condiciones acrostumbradas, diluy&ndola en me--
dio nuevs de NCX y creciéndola hasta una densidad Gptica -
de 0.155.

A su vez la cepa del pacteridfago cosechado en el se-

gundo pase se diluy6 dependiendo de su titulo y ve mezcla-
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ron en igual proporci6n (V/V), cuidando de tener la multi-
plicidad de infececidn estipulada.

Se incubaron en agitacién ligera durante 10 minutos a
37°C y se centrifugaron a temperatura ambiente a 3000 rpm
por 20 minutos; la pastilla se resuspendi en solucién sa=-
lina fisiol6gica y =ze tomaron muestras de 0.2 ml gque se pa
saron a tubos de agar blando y se vaciaron a las cajas con

el medio selectivo.

11} Conjugacidn.

La técnica de conjugacién para Safmonelfa 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 conjugacidn.

Las cepas donadeora y receptora se crecieron durante -
toda la noche en agitacifn en medio de NCX a 37°C, se dilu
veron 1:40 en medio nuevo y se crecieron hasta alcanzar un
valor de densidad &ptica de 0.155 a 660 nm lo que corres--
ponde aproximadamente a 4x108 células/ml.

En un tubo de ensaye se mezclaron 2x108 cBlulas de la cepa

I de la recep-—

donadora (Hfr o F' con fenotipo Sac U+) y 10
tora y se pasaron a un filtro Millipore (HAWP-02517, de --
0.45 um de didmetro de poro), separando el medio de culti-

vo haciendo un ligero vacfo y se colocé dicho filtro sobre
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agar nutritivo blando en una caja de Petri incubfd&ndose a -
37°C durante 5 minutos para permitir la formacién de los -
pares conjugantes. Posteriormente se pasd el filtro Milli
pore a un matraz Erlenmeyer de boca ancha conteniendo 20 -
ml de medio rico y se incubf con agitacién muy suave en un
bafo de agua Eberbach. De esta manera lasz c6lulas se man-
tienen unidas y se suspenden en el liguido, continuindose
la conjugacién,

Para efectos de localizacidn cromos@Smica se prosiguid
el apareamiento por 138 minutos (tiempo gue tarda en trans
ferirse el cromosoma completo, Sanderson y Demerec, 1965).
Se interrumpid la conjugacifn de la siguiente forma: se to
maron 0.5 ml del medio de cultivo del matraz de conjuga--
cibn y se pasaron a un tubo conteniendo 4.5 ml de solucibn
salina fisiolb6gica frfa (a 4°C), se agitl fuertemente en -
un agitador Vortex K-550G durante 1 a 2 minutos para sepa-
rar los pares en conjugacifn y se pasaron muestras alficuo-
tas de 0.1 ml, por triplicado, a tubos con agar blando, va
ciando a las cajas de Petri conteniendo el medio para se=--
leccionar conjugantes,

Se corrieron testigos de las cepas donadora y recepto
ra por separado tanto en el inicio como al final de la con
jugacién.

Fn todos los casos se,utilizaron donadoras protGtofas
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Sac U+ por lo que se conjugd con receptoras StrR, utilizan
do como medio selectivo para obtener recombinantes el me--
dio Davis N-sacarosa-agar-estreptomicina. En el anflisis

cinético se toma como tiempo ceroc aquél en el gue el fil--

tro se colocd en el matraz de conjugaci6n.

12} Transporte de U-{'"C}-sacarcsa y
Competencia con othos Substratoes.

a) Transporte.=- LOS experimentos de transporte se
efectuarcon de acuerdo al procedimiento dado por Parada y -
colaboradores (1973) empleando las fuentes de carhone apro
piadas.

Las c€lulas de las cepas LT-2 y SMC-11 se crecieron -
toda la noche en sendos matraces conteniendo NCX y se cose
charon por centrifugacifn, se lavaron con solucidén salina
fisiolfgica y se inocularon por partes iguales en matraces
nefelonétricos con gacarosa y en NCX fresco. Se incubaron
durante 6 horas a 37°C en aerocbiosis, se centrifugaron pa-
ra eliminar el medio de cultive y la pastilla se lavé y re
suspendif en solucibn para suspensién de células ajustando
la suspensifn a una densidad 8ptica de 0.4 unidades de ab-
sorbencia a 660 nm.

Para el transporte ge tomaron 3 ml de la suspensifn -
de células, se pasaron a un vaso de doble pared conectado

a un recirculador de agua Haake donde se mantienen a 37°C,

.
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adicionando 100 ¢l del compuesto radiactiveo para dar una -
concentracién final en la mezecla de incubaciédn de 1 pmol/ml.

Para obtener las cinfticas y las actividades especifl
cas de transporte, se toman muestras de 0.5 ml a interva--
los definidos de tiempo (0, 15, 30, 60 y 120 sequndos), -~
que se filtraron en filtros Millipore (HAWP 02500 con 0.45
um de difmetro de pore), se lavaron las c&lulas con la mis
ma solucifn para la suspensifn de c6lulas conteniendo anti
biBtico v se pasaron los filtros a viales conteniendo 8 ml
de aquasol.

La radiactividad retenida en los filtros se midié on
un contador de centelleo Packard Tricarb Modelo 3003, in--
cluyendo como control un estdndar de radiactividad sin c&-
lulas.

b) Competencia.- Se determiné la disminucién de la ac
tividad en el transporte de U-{!"“C)-sacarosa, causada por
la competencia con otros substratos estructurales semejan-
tes a sacarosa, ahadiéndose &stos de manera que la concen-
traci6bn final fuera 100 veces mayor que la del compuesvo -
radiactivo.

Se ensayaron los siguientes substratos no radiactivos
(frios) : sacarosa, glucosa, fructosa, rafunosa, celobiosa
Y maltosa..La competencia se midi6 agregando el compuesto

sin marca radiactiva junto con la sacarosa radiactiva y to

-
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mando las muesgtras de 0.5 ml a tiempos definidos de 0, 30,
60, y 120 segundos después,

Para los cdlculos de la actividad en el transporte se
restd el valor del tiempo cero y se calcularon los nanomo-
les transportados por minuto.

La actividad especifica se ¢alculé conociendo la can—
tidad correspondiente al peso seco bacteriano presente en
la mezcla de incubacifn, por nefelometria: un valor de den
gsidad 6ptica de 0.4 eguivale a 0.16 mg de peso seco bacte~
riano por ml (De la Garza, 1981). Respecto a la competen-
cia se tomb como 0% el valor de radiactividad incorporada
por minuto cuando no se ha adicionado competidor sin marca

radiactiva.
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CAPITULO 111
RESULTADOS Y DISCUSION

RESULTADOS.
MUTAGENESIS Y SELECCION DE MUTANTES Sac U'.

La NG es un agente alquilante que actda cn las basecs
expuestas del DNA en replicacitn, produciéndole transicio-
nes, delecciones y transversiones, Por tanto, su accifn =~
es especifica del sitio y momento de la duplicacifn del ge
noma bacteriano (Cerdg-Olmedo, Hanawalt y Guerola, 1968: -
Bolstein y Jones, 1969).

Teniendo como referencia ciertas marcas cromosfmicas
y dado gque es posible obtener mediante un solo proceso mu-
tagénico con NG mutantes vicinales afectadas en dos o més
genes, este mutdgeno se ha usado para localizar nuevas le~
siones cromosémicas.

Las cepas Sac U+ lentas se obtuvieron mediante un so-
lo tratamiento mutagénico con NG en medio s6lido con Davis
N-agar-sacarosa al 0.4%, seqdn el protocolo para mutacifn
en medio sblido mencionado en el capitulo de Materiales y
Mé&todos.

En este sistoma de seleccifn de mutantes se obtuvo un
promedio de 24 colonias por caja a los cuatro dfas de incu

baci6n. En la figura 2 se.muestra una caja de petri conte



Figura 2. Seleccifn de colonias mutantes de Salmoncffa fyphimurium
sac U+ lentas a las 26 horas de incubacién.

Las cflulas de la cepa silvestre se cultivaron hasta la
fase logaritmic§ de su crecimiento en NCX bajo aerobiocsis a 37°C, -
se cosecharon mediante centrifugacidn y se lavaron dos veces con sg
lucifin salina fisioldgica. Se resuspendicron ch la wisma solucidn
¥ se sembraron por dispersién con espdtula de vidrio sobre cajas de
petri conteniendo Davis N-agar-sacarosa al 0.4%. Sobre la superfi-~
cie y al centro de la caja se colocaron unos cristales de NG y se -

incubaron a 37°C durante varios dfas.
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niendo dichas colonias mutantes. En el centro de la caja

se aprecia una zona gin 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 centro de la caja por
consccuencia la parte de concentracién de mutfigeno més cle
vada. Esto produce que la accifn mutagénica de la NG en -~
esta zona sea tal que impida el crecimicnto bacteriano. Es
ta zona se ha denominado zona de muerte. Las bacterias ~-
que estaban en contacto con el mutfgeno en menor concentra
cibn pudieron crecer, apareciendo coclonias pequefias disper
sadas entre si sobre un Area de forma anular con un difme-
tro de aproximadameéente 7 mm. Se observa tambifn gque, ro--
deando a esta zona anular de las colonias Sac U+, crecie~—
ron unas colonias puntiformes muy pequenas de distribucién
aleatoria que mostraron el fenotipo Sac U” v que al pare--
cer no sufrieron accifn mutagénica, pero que alcanzaron a

reproducirse unas pocas generaciones a expensas tal vez de
los nutrientes que mantenfan intracelularmqnte. Este cre-
cimiento s6lo se diferencié de las mutantes Sac U después
de varios dfas de incubacién, cuando las colonias crecie--
ron bien definidas a diferencia de las colonias Sac U que
no pudieron crecer mds gracias al agotamiento de sus resexr

vas y finalmente murieron.
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Como control se emplearon cajas del mismo medio selec
tivo (Davis N~agar-sacarosa) y se procedid conforme a lo -
establecido en el respectivo protocolo para mutacifn en me
dic s8lido, pero sin la adicién de NG. FEn este caso no se
choorvd la aparicifn de ninguna coleonia de Safmenelfa.

Las colonias de probables mutantes de Salmenelfa Sac
ut se tomaron de sus medios selectives originales con la =
ayuda de palillos de madera estfriles 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-
lizax la sacarosa como fuente de carbono.

Las cepas sac U+ lentas sec obtuvieron con un solo tra
tamiento mutagénico y, aunque se hicieron varios intentos
para obtener mutantes ré&pidas a partir de la cepa LT-2 en
un solo paso, siempre las cf@lulas obtenidas fueron de cre-
cimiento lento para este sistema particular de mutaci6n vy
seleccién. En esta forma se obtuvo la cepa SMC Ol. (Fig. 3).

Por otra parte, la cepa sac U+ rdpida SMC 11 fue obte
nida a partir de la cepa SMC 01 mediante un segundo trata-
miento mutagénico con NG en medio liguido durante 10 minu-
tos, conforine a 1os enunciados del protocole respectivo --
mencionado en la seccifn de Métodos y seleccionado de nue-
vo para la utilizaci6n de sacarosa. En este caso las colg

nias mutantes fueron distinguibles a las 24 horas de incu-



S, typhimurium LT-2 {cepa silvestre)

, Mutagénesi i
Primer proceso rgla?°V?°l§ contNG yc
mutagénico seleccidn de mutantes

en medio minimo de
agar-~sacarosa al 0.4%

-+
Mutante sacarosa U lenta SMC-01

Segundo proceso Mugigerlxtiem?dcon NG en
mutagénico medio liquido, por
10 minutos

Seleccidn de mutantes en medic minimo
de agar-sacarosa al 0.4%

+
Mutante sacarosa U ripida SMC-11

Figura 3. Diagrama de flujo de los procesos mutagénicos y de selec-
. 2 P
cidn, para la obtencién de mutantes sacarosa U riApidas a
partir de la L¥-2.
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bacifn y se muestran en la figura 4. En ella apreciamos -
que la distribucifn de las colonias es totalmente aleato--
ria, y que sobre ¢l fondo se¢ aprecian las colonias de cre-
cimiento lento. & las 48 horas de incubacifn se apreci6 -
una diferencia significativa de tamafo entre las mutantes
ridpidas y las lentas, y se procedif a resembrarlas en me--
dios s6lidos para observar su crecimiento y morfologia co=-
lonial.

Las cepas ' y Hfr sac U+ empleadas en este trabajo -
fueron derivadas a partir de sus respectivas cepas F' v -
Hfr silvestres gque son auxStrofas a serina e histidina, --
respectivamente, y presentan un fenotipo sac U, mediante
mutag@nesis con NG en medioc s&lido y seleccionadas también
para la utilizacién de sacarosa sobre Davis N-agar-sacarosa
al 0.4%. Después de un tratamiento mutagénico y cuatro --
dias de incubacidn se obtuvo un promedio de 20 clonas gue
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-
cib6 estable y de esta forma se seleccilonaron las mutantes
F'-10, K4-11, K5-24, y K5-29,

Sin embargo, se observ8 que dichas mutantes revirtie-

ron a protStrofas cuando se probaron para ello.
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Figura 4. Seleccién de mutantes de Salmonella fyphimurium sac u* r&
pidas a las 24 horas de incubacifn.

Las c&lulas de la cepa Sac U+ lenta SMC 01 fueron crecidas
toda la noche en NCX hajo acrobiosis a 37°C. Se centrifugaron y se
lavaron dos veces con solucidn salina fisiolSgica, se resuspendieron
en la misma solucidn v se adiciond NG hasta una concentracifn final
de 100 ug/ml. Se mantuvieron en agitacién durante 10 minutos, se la
varon con solucidn salina, posteriormente se dispersaron sobre cajas

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

37°C durante dos dias.
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CRECIMIENTO EN MEDIOS S0OLIDOS.,

Cuando las cepas sac U* lentas se cultivaron en cajas
empleando sacarcsa como Onica fuente de carbono y encrgfa
(a partir de inficulos de la misma fuente de carbono), las
colonias fuexon visibles hasta las 60 horas d¢ incubacifn
y permanecieron pequefas (aproximadamente 1 mm de didmetro).
El crecimiento de estas cepas en Davis N-agar-glucosa al -
0.4% fue rapido y las colonias que se observaron median ~=
unos 4 mm de didmetro a las 48 horas de incubacifn al ~-
igual que las de la cepa silvestre progenitora LT-2 emplea
da como control de erecimiento en este medio de cultivo. -
En algunas de las colonias mutantes se presentaron difo--
rencias en tamano, y morfeologla ceoionial apareciendo con -
bordes irregulares. Las cepas mutantes gue no mostraron -
diferencias significativas en su morfoleogia colonial con -
la cepa progenitora LT-2 fueron incculadas en medios selec
tives propios para Salmenelfa como Son citrate de Simmons,
agar 55 y EMB. Las colonias que se comportaron tfpicamen-
te como salmonelas,

A diferencia de las cepas lentas, las répidas requi-~--
rieron un tiempo de incubacifn de s6lo 24 horas, moStrando
colonias con tamafios casi Iguales tanto en Davis N-agar=-
sacarosa, como en Davis N-agar-glucosa a los de la cepa -

silvestre LT-2 crecida en NC¥.
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Todas las mutantes Sac ut fueron inoculadas en los me
dios selectivos mencionados anteriormente para observar su
morfologfa colonial. En las fiquras 5 y 6 se¢ muestran al-
gunos cjemplos de cstos resultados y en la Tabla I se resu
men los resultados de crecimiento en medios sélidos de las

diferentes cepas empleadas en este trabajo.

AISLAMIENTO DE COLONIAS RESISTENTES
A ESTREPTOMICINA.

Dado que las cepas Hfr y F' mutantes empleadas como -~
donadoras para la conjugacién revirtieron a protétofas du-
rante el proceso de mutacibn, se procedif a aislar una ce~
pa resistente.a estreptomicina a la cepa silvestre LT-2, -
con el objeto de tener una cepa receptora dr: la marca para
la utilizacién de sacarosa con una marca cromosSmica fitil
para e. proceso de conjugacibn interrumpida.

Se obtuvieron muchas colonias resistentes a concentra
ciones bajas de estrmptomicina (de 50 a 200 ug/ml) y a més
de 400 ug/ml no se obtuvo ningfin crecimiento microbiano. -
En la figura 7 se observan las colonias resistentes a 300
y 400 ug/ml de estreptomicina. Sir embargo, estas mutan—-
tes espontineas no son estables, ya que con facilidad se -
convirtieron en sensibles a la estreptomicina aun para con

centraciones menores a las cuales fueron inducidas.
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Figura 5. Colonias mutantes de Salmonella Lyphimwrium sac vt répidas

en Davis N-agar-sacarosa al 0.4%.

Cada una de las colonias fue tomada del medio donde se ori
ginaron, auxilifindose de palillos de madera estfriles ¢ inoculadas en
Davis N-agar—-sacarosa al 0.4%, siguiendo la reticula que se muestra -
en la figura, formando un parche con cada una de las colonias a pro--
bar. Los parches fueron incubados a 37°C por varins dias para selec-

. + .
cionar las clonas Sac U r&pidas.
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Figura 6. Cepas mutantes de Saflmonella fyphimurdum sac ot ripidas -~

crecidas en citrato de Simmons.

Los parches de las colonias Sac ot rapidas
por estria con asa de platino sobre cajas conteniendo
mong; la estria recta corresponde a la cepa silvestre
como control. Las cepas que no mostraron crecimionto

descartadas.

se sembraron --—
citrato de Sim—
LT-2 empleada -

tipico fueron -



TABLA 1. Crecimiento en medio sfilido de las cepas utilizadas en este estudio,
Fuente de Carbono y Energia

Cepa Glucosa  Sacarosa  Rafinosa  Citratoe EMB  Estrep.
LT-2 + - - + + )
SMCOL () . - + - 8
SMC11 (c) + + - + + 8
F'-10 (b) {c) + e - + + 8
K4~11 (b) (c) + 4 - + + a
K5-24 (b} (&) + -~ - + + s
K5-28 (b) (c) + e - + + a
K5-29 (b} () + A= - o+ + 8
HEr R4 (a) + - - + + 5
Hfr K5 (a) + - - + + 5
F' (5U-9) (a) + - - + + 8
REr X3 (a) + - ~ + + 8
His D-9 + - -~ + + R
LT~2 StxR + - - + + R

(a) Por ser auxotrdficas requieren Ser y Leu a 20 pg/mi.

(b) Revirtieron a protdtofas.

{c) Muestran la utilizacidn de sacarosa en EMB

{(+-) Crecimiento lento

EMB = Fosina-azul de metileno con sacarosa al 0.4% (P/V)

Citrato = Medio de citrato de Simmons.

Glucosa, sacarosa y rafinosa = 0.47% (P/V)

..zg...
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Figura 7. Mutantes expontdneas de Salmoneffz Lyphdmwrium LT-2 resis
tentes a estreptomicina.

La cepa silvestre de Salmoneffa Lyplimwifum LT-2 fue cre-
cida toda la noche en NCX. Las células se cosecharon mediante cen--
trifugacifn y se lavaron con solucidn salina fisiolSgica, se espatu-
laron sobre cajas con Davis N-agar-glucosa al 0.4%, conteniendo es--
treptomicina en concentraciones de 300 a 1200 Ug/ml. Se incubaron -
durante varios dfas. La figura muestra las colonias resistentes a -

300 y 400 ug/ml de estreptomicina, respectivamente.
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Por esta razfn, se emplef como receptora para los ex-
perimentos de conjugacién la cepa His D-8, Con esta cepa -
se obtuvieron colonias resistentes a estreptomicina hasta
con una concentracidn de 1200 ug/ml y mantuvieron esta re-
sistencia. 8Sin embargo, la cepa resistente perdid la mar-~
ca de auxotrofia para histidina convirtiéndose en protfto-
fa. Asf, se obtuvo la cepa His D-9 Str® a 1000 yg/ml. En
la figura B8 se muestran dos cajas conteniendo mutantes es-
pontineas resistentes a 300 y 400 ug/ml de estreptomicina,

respectivamente.

CINETICAS DE CRECIMIENTO.
1] Cinéticas de Crecimiento en GElucosa.

Estas cinfticas se utilizaron como contrnl positi-
vo 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 cinéticas de crecimiento de
la cepa silvestre y de las mutantes sacarosa U+ lenta y ri

pida.

2} Cinfticas de Chrecimiente en Sacarosa.
Las cepas mutantes Sac U+ que mostraron un creci--

miento apropiado tanto en medio rico de NCX y en los me--



Figura 8, Mutantes espontineas de la cepa His D-9 resistentes a la

estreptomicina.

Las c@lulas de la cepa His D-9 fueron crecidas toda la -
noche en NCX. Se centrifugaron y se lavaron con solucifn salina, y
muestras alicuotas de ésta fucron espatuladas sobre cajas de petri
conteniendo Davis N-agar-glucosa al 0.4%, conteniendo estreptomici-
na en concentraciones crecientes desde 50 a 1200 ug/ml y sc incuba-
ron a 37°C durante dos dias. Aquil se nuestran las colonias resis-~

tentes a 300 y 400 pg/ml de estreptomicina, respectivamente.
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o LT-2
B H SMC-O1
Q SMC-1

DENSIDAD OPTICA A 660 nm

X H 1 i 1

2 4 6 8 10
TIEMPO (hrs)

Figura 9. Cinéticas de crecimiento bacteriano de S. fyphimutium Lr-2

y las mutantes sacarosa u* lenta sMc 01 vy rapida SMC 11 en
medio 1Iquido conteniendo glucosa como fuente de carbono.

los indculos sc crecieron toda la noche on NCX. Las célu-
las se coscecharon mediante centrifugacidén, se lavaron con solucifn sa
lina fisioldgica y se pasaron a Davis 1 conteniendo la fuente de car-

bono respectiva al G.4%. (0 ——) LT-2; {(A-----) SMC O1; (O-.-) s@e 1.
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Figura 10. Matraces nefelométricos empleados en las cinfticas de --
crecimiento microbiano, colocados en la charola AG 250 -
de un agitador orbital New Brunswick. Ias condiciones de operacién

fueron: temperatura 37°C, velocidad de agitaciSn 150 rpm.
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dios selectivos, les fueron determinadas sus cinéticas de
crecimiento en medio de Davis N-sacarcsa al 0.4% en agita-
cibn a 37°C, segln el protocolo mencionade en el capftulo
de Materiales y M&todos.

En estas cinéticas de crecimiento se tom$ la precau--
cién de gue las cepas no estuvieran inducidas para la uti-
lizacidn de sacarosa, para €sto, los indculos fueron creci
dos en medio de NCX lfquido. En la figura 11 se muestran
las cinéticas de crecimiento obtenidas para la cepa LT-2
y las mutantes Sac u* lenta smc-o01 vy répida SMC-11 cuando
son crecidas en medio de Davis N-sacarosa al 0.4% como Gni

ca fuente de carbono. -

ENSAYOQ ENZIMATICO.
1) Actividad de Tnveatasa.

Para poder obtener informacifén acerca de una posi-~
ble actividad enzimltica de invertasa, se procedif a prepa
rar los extractos libres de células de las cepas LT-2 y de
las cepas mutantes Sac U+ lenta y rédpida, siguiendo los --
enunciados del protocolo respectivo referido en el capitu-
lo de Materiales y MEtodos.

Los extractos crudos obtenidos fueron mantenidos a ~-

4°C, e jnmediatamente probados para determinar la activi--
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o LT-2
O sMC Ol
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DENSIDAD OPTICA A 660 nm

2 4 6 8 10
TIEMPO (hrs)

Figura 11. Cin8ticas de crecimiento microbiano de S. Zyphimurium -
LT-2 y las mutantes Sac U+ SMC 01 lenta y SMC 11 rapida
en medio liquide, conteniendo sacarosa como fuente de carbono, al
0.4%.
Los indculos se prepararon como se describe en la figu-

ra 10.

0 }LT-2; (Do ) SMC 01; (A ~S——).
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dad de invertasa como se menciona en el protocolo respecti
vo mencionado en el capitulo de Materiales y Métodos.

La curva patrfn del ensayo de invertasa se muestra en
la figura 12.

A los extractos crudos se les determind la concentra-
cibn de protefna mediante fotocolorimetria, se diluyeron -
apropiadamente y se probaron para determinar su actividad
de invertasa, y se observ6 gque en ninguna de las cepas se
detect6 actividad de sacarosa. Los resultados se muestran

en la Tabla 1I.

LOCALIZACION CROMOSOMICA DE LA MARCA
DE UTILIZACION DE SACAROSA.

1} Conjugacibn.

Considerando que en E. cold K-12, los genes que co
difican para la utilizacibn y transporte de la sacarosa es
t&n localizados en un pl3smido y que no existen reportes -
en la lit=ratura acerca de una posible presencia de estos
marcadores en el cromosoma, tanto en E. cold como en Salmo
neffa, se procedis a hacer experimentos de conjugacifn --
usando varias cepas donadoras.

Como no se tenfia idea de la posicifn del sitio o si--
tios genBticos responsables de la utilizacién de sacarosa,

fueron seleccionadas las dbnadoras, de tal forma que éstas
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DENSIDAD OPTICA A 540 nm

Q

L 1 1 . ] A ] 5 [

02 04 06 08 .0
mg de CARBOHIDRATO /m!

Figury 12. Curva patron para el ensaye de invertasa,
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TABLA II. Actividad de Invertasa*

Cepa Actividad Espucifica
LT-2 Ob
SMC-01 0
SMC~-11 0

* La actividad est§ definida como mg de hexosa
reducida (glucosa mas fructosa) por mg de proteina
en cinco minutos; ésta se determind cn los extrac-
tos crudos libres de células de cada una de las ce
pas mencionadas, preparados seqin el protocolo res
pectivo descrito en el capitulo de Hateriales y M@
todos. Las concentraciones de protefina de los ex-

tractos oscilaron entre 2 y 200 pg/ml.
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iniciaran el proceso de donaciéin en diferentes posiciones
del cromosoma de la cepa receptora. Para estos experimen-
tos se emplearon como donadoras las cepas Hfr mutantes Sac
vt obtenidas mediante mutagénesis.

No se cbtuviercon resultados cuando se probaron las do
nadoras manteniendc la conjugacitn durante media hora, que
es el tiempo Optimo para ello, por lo que los experimentos
de conjugacibHn se hicieron por 138 minutos, siguiendo los
enunciados del protocolo respectivo descrito en el capftu-
l¢ de Materiales y M8todos.

Los cultivos empleados como controles de los experi--
mentos de conjugaci6n fueron los siguilentes: alicuotas de
la cepa donadora y receptora tomadas por separado a partir
del matraz de incubaci6n 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 alicuotas fueron tomadas antes y -
desputs de realizada la conjugacién, denominéndose donado-
ra inicial Di y receptora inicial Ri a las alfcuotas toma-
das antes de realizar la mezcla de ambas cepas conjugantes
y a las alfcuotas tomadas despu8s de transcurrido el perXo
do de conjugacifén son denominadas donadora final Df y re-—-—
ceptora final Re. Los resultados de estos controles se —-

muestran en la Tabla III. ’



TABLA IIX. Controles empleados en los experimentos de conjugacién,

NCX Citrato de Davis N- Davis N« Davis H-
Sinmeons glucosa-str sacarosa~-Sty sacarosa
Receptoras:
+ - -
R
-2 Sty + - . -
Hig D-9 R, + + + * ' -
R i
Str Rf + + Lok ot -
Donadorass
K4-11 Di i i} * §
D, + - - ~d
¢ s
+ + - - +
Kd~24 D + & - o .
£
D + - -
i
KS-28
Df +
D N + - . - +
K5~29 D+ N e , ‘ o +
Di + + - ~ +
Ff'~10
+ - - +
Df +
*
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Se utilizaron para las conjugaciones las donadoras si
guientes: Hfr K4-11, Hfr K4-24, Hfr K5-28, Hfr X5-29 y la
F'-10; todas estas cepas son lentas para la utilizacién de
sacarosa.

En el primer intento de obtener recombinantes se em-—-
pled como receptora la cepa LT-2 StrRi cuyas caracteristi-~

cas son: ¥, Sac u’, StrR.

Los resultados de estos experi
mentos de conjugacidn se muestran en la Tabla IV.

Dado gue no se obtuvieron recombinantes con la cepa -
receptora LT-2 StrR tal vez debido a su inestabilidad a la
resistencia a la estreptomicina, se procedif a reemplazar-~
la por la cepa His D-9 Str® que es F, sac U™ y strf.

Sin embargo, tampoco se obtuvieron recombinantes con

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

2] Transduccién,

Se intentd determinar la posicifn de la marca para
la utilizacidn de sacarosa, mediante transduccifOn generali
zada con los fagos P-22 y ES-18.

Para realizar la transduccidn de la marca Sac U+, pri
meramente se intent8 proliferar los bacteribfagos de la ce

pa ‘P-22 sobre la cepa Sac u* répida pero dichos intentos =

fueron infructuosos. Por ello se utilizd el fago ES-18.
Este fago present6 mejor capacidad para proliferar en la -
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TABLA 1V
Donadora Receptora Nimero de !
Recombinantes !
+ © - + B
Sac U, str’ sac U”, str® sac v', serf |
K4-11 LT=-2 StrR o] '
Kd4-24 Lr-2 ser® 0
i
K5-28 L7-2 stet 0 :
K529 L7-2 sext 0 l
F'-10 LT-2 strt o g
|
i
TABLA V
Donadora Receptora Nimero de
Recombinantes
- +
Sac U+, Str5 Sac U , St:r:R Sac U, StrR
Kd-11 His D-9 Strt 0
K4=24 His D=9 St:rR 0
K5-28 His D-9 Str" o
X5~-29 His D-9 StrR 0
P'-10 His D-5 Stx‘R o]
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cepa donadora de la marca de utilizacifn de sacarosa. Sin
embargo, los titulos de los bacterififagos propagados en la
cepa SMC-11 en el primer pase fue de 1.4x107 ufp/ml y en -
el segundo pase fue de 2.5)'.107 ufp/ml no pudiendo ser ~--
aumentado en posteriores experimentos (Fig. 13).

Con estos bacteriffagos se intentd pasar la marca de
la utilizacibn de sacarosa a tres cepas del tipo Hfr: la -
K3, la K4 y la K5 silvestres, empleando el medio para se-~-
leccionar transductantes. Sin embargn, no se obtuvieron -

transductantes con ninguna de estas tres cepas.

TRANSPORTE.

La cinBtica de incorporacibn de U~-(!“C)-sacarosa fue
determinada en células crecidas primeramente en NCX, donde
&stas probablemente no sufren la induccifn de los sistemas
enzimdticos para la utilizaci6n de sacarosa y posteriormen
te fueron tomadas muestras alicuotas de estos cultivos y -
se incubaron durante seis horas en medio de NCX fresco y -
de Davis N-sacarosa al 0.4%, siendo el cultivo en NCS el -
control para demestrar la necesidad de inducci6n para la -
expresién de la utilizaci6n de sacarosa.

Es importante mencionar gue los experimentos de incor

poracifn de marca radiactiva nos muestran tanto transporte
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Figura 13. Propagacidn del fago FS-18 en la mutante sac U+ rapida -

SMC 11 {segundo pasc).

Para la formacidn de placa confluente 5x108 bacterias -~
por mililitro de la cepa SMC 11 fuoron mezcladas con el fago antisal
monella £S-18 con un titulo de 2.5x107 ufp/ml (titulnds en la cepa -
silvestre), on una proporcifn de cinco fagos por cada bacteria. AT~
cuotas de esta mozcla son adicionadas a tubos doe agar Llando, y Gs--
tos son disporsados sobre la superficie de ecajas contonicendo NCX o -
incubadas hasta la aparicidn de unidades formadoras de placa de 1i--

sis. FEn la figura observamos las ufp <iel sngunda pase.
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como utilizacién, pero nos permite por una parte comparar

la magnitud de esta incorporacién con la cepa silvestre; -
asimismce, nos permite conocer los substratos para los cua-
les sa presenta competencia en el transporte con respecto

al substrato especifico del sistema de transporte.

Loz resultados del transporte de U-('"“C)-sacarosa, pa
ra los casos en que las cepas fueivon preparadas con y sin
induccifn, se muestran en la figura 14. En esta figura se
observa que la cepa silvestre muestra niveles bajos en el
transporte de sacarosa radiactiva aun despufs de haber si-
do cultivada en presencia de sacarosa {aungque no la esté -
ukilizande), en cambio la cepa mutante Sac U+ répida SMC-11
muestra niveles bajos en el transporte de sacarosa radiac-
tiva cuando no sufrié induccibn, pero cuando las cé&lulas -
son inducidas en sacarosa notamos un aumento considerable
de la incorporacifn de la sacarosa radiactiva, mostrando ~
una relacifn lineal para los primeros 120 segundos.

La actividad especifica del transporte de U-(‘“C)-sg
carosa fue definida como nmoles transportados por minuto
por mg de peso seco bacteriano y fue calculada mediante la
siguiente relaci8n a partir de las cuentas por minuto (CPM)
del compuesto radiactivo determinadas en el contador de --

centelleo.

CPY a 60 sequndos x factor de conversifSn
CPi- 4oL estindar de U~('"C)-szlarosa

1

Act. Esp, =
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Figura 14. Actividad en el transporte de u~{!"c)-sacarosa en la mu-
tante SMC 11 y en la cepa LT-2 de Salmonella typhimurium
con y sin induccidn en sacarosa.

Los inSculos se crecieron toda la noche en WCX. Las c@lulau se cose

charon mediante centrifugacidn, se lavaron con solucién salina fisig

l6gica, y se pasaron a los medios de cultivo que se indican en la fi
gura, donde se indujeron por seis horas.

Antes de realizar el protocolo de transporte, las céliu--
las se cosecharon por centrifugacidn, se lavaron dos veces en Davis
N conteniendo 50 Ug/ml de cloranfenicol y sSe resuspendieron en esta
misma solucidn hasta una densidad Sptica de 0.4

Coef. Corr.

(V) w1r-2 inducida en NCX V-— -—— 0.75
() LT-2 inducida en sacarosat [ ~--- 6.54
(4) sMC 11-01 inducida en NCX QAs--- 0.70
_ {®@) SMC 11-01 inducida en sacarosa @ -~ 0.99

* Las c8lulas no creécen en sacarosa, perd se mantuvieron
en este medio por seis horas, se cosecharon y sc siquid

el procedimiento dado en Materiales y Métodos.
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donde CPM a 60 sequndos, son las cuentas por minuto que ~-
produce la U-{'°C)-sacarosa, transportadas hacia el inte--
rilor de las bacterias en un minuto; CPM del esténdar de -~
U-('*C)~sacarosa, son las cuentas por minuto que nos produ
ce un pulso radiactivo de una solucién patrdn de 100 upl en
unz concentracifn de 1 mM colocadas en el velumen de reac-
cién de 3 ml. El factor de conversifn nos relaciona la --
concentracibn en noles del substrato radiactivo transporta
do, con la cantidad de bacterias que lo captaron durante -~
un periodo de tiempo dado v se expresa como nmoles/mg de -~
peso seco bacteriano, correspendiendo para nuestros experl
mentos un valor de 3.75x104 nnoles/mg de peso seco bacte--
riano. ,

La actividad especifica para la cepa Sac vt répida -~
SMC-11 inducida en sacarosa mostxr8 un valor promedioc de -

44 nmoles transportados/mg de peso seco bacteriano.

COMPETENCIA EN EL TRANSPORTE,

La competencia en el transporte de U-~(!“C)-sacarosa -
fue determinada en la cepa Sac ot répida SMC~11.

Se probaron como probables substratos competidores —-
del transporte de sacarcsa los carbohidratos que estruciu-

ralmente estin relacionados con &sta, como son los monosa-~
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cdridos glucosa y fructosa, el disac8rido maltoga y los —-
trisaclridos rafinosa y celobiosa; &stos se adicionaron ~-
sin marca radiactiva (frios).

El control positive de competencia en el transporte -
utilizado en uste experimento fue sacarosa fria. Todos ~~-
los substratos compctidores se agregaron 100 veces mis con
centrados que la sacarosa radiactiva.

Los resultados de los experimentos de competencia en
el transporte de la sacarosa radiactiva para la mutante --
sac vt r8@pida con los substratos competidores se muestran
en la figura 15. En esta figura se observa claramente que
el sistema de transporte de sacarcsa es altamente especifi
CO para sacarosa y gque en general no hay competencia con -~
glucosa, rafinosa, fructosa, maltosa o celobiosa. Cuando -
se adiciona sacarosa fria, ésta compite con la sacarosa ra
diactiva, observindose este efecto por una dristica dismi-
necién en la pendiente de la curva de incorporacifn de la
sacarosa radiactiva, ya que tanto el compuesto radiactivo
como el frio son adiciconados al mismo tiempo y ambos subs-
tratos son transportados, tal vez, por el mismo sistema de
transporte.

Se tomd el valor de cero por ciento de competencia en
la curva de incorporacifn de sacarosa radiactiva, donde no

hubo adicidn de substrato frio competidor y con &ste se -~
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Figura 15. Actividad en el transporte de U-‘"C-sacarosa, en la mu-
tante Sac U+ SMC-11, y competencia con otros compuestos
sin marca radioactiva,

o5 indculos se crecieron toda la noche en NCX. Llas cilulas se co-

secharon mediante centrifugacidn, se lavaron con solucidn salina £i

sioldgica y se pasaron a los medios lfquidos que se indican en la
figura, y se indujeron por seis horas.

Para ¢l transporte, las células se cosecharon por cen--
trifugacidn, se lavaron dos veces en Davis N conteniendo 50 pg/ml -
de cloranfenicol y se resuspendicron en esta misma solucifn hasta -
una densidad Sptica de 0.4.

Los compuestos sin marca radioactiva para el experimen=
wo de competencia se agregan 100 veces mis concentrados que la -

U—lkc—sacarosa.

Coef. Corr.

U-(**¢)-sacarosa () 0.99
glucosa {1 —~ +*—) : 0.99
rafinosa ( 0 -++-) 0.98
maltosa ( ¥ — —} Q.99
fructosa (A -~--- ) 0,98
‘sacarosa (@ ——) 0.97

celobiosa { *--°°) S 0.97
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calculs el porcentaje de competencia para los diversos —--
substratos probados, tomande los valores del gréfico ¢o--
rrespondiente al minuto de iniciado el experimento. Los re
sultados de la actividad especifica de competencia en el -
transporte de sacarosa radiactiva se muestran en la Tabla

vI.
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TABLA VI. Actividad especiflica de} transporte de u~('*cy -sacarosa
+
de la cepa Sac U rdpida SHC1Y inducida on sacarosa y ~

la competencia con otros sustratos frios.

Sustrato Actividad* Porcentaje de
Compatidor Especifica Competencia

Ninguno 44 (&)
Glucosa 47 4]

g Rafinosa ) 47 (o]

' Maltosa 50 (o]

’ Celobiosa 54 V] '

:

i Fructosa 58 [+]

i Sacarosa . 4 91

* peoles transportados por minuto por mg de peso seco bacteriano.
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DESCUSION.

Ep el presente trabajo se pueden identificar dos as-
pectos principales: la obtencifn y seleccifén de cepas mutan
tes de Salmonella Lyphimurium que expresan la capacidad de
fermentar sacarcsa y la caracterizacifn cingética del trans-

porte de este substrato.

En un primer tratamiento mutagfnico en medio s6lido se
obtuvieron cepas de Safmonefla typhimusdium, que utilizan —-
lentamente sacarosa como Gnica fuente de carbono y energia,
tanto de la cepa P~ como de las cepas Hfr y F! (Fig. 2 y ta
bla I). Estas mutantes Sac U+lentas, presentaron consisten
temente perfodos largos en su fase de induccidén cuando fue-
ron crecidas en medio liquido con sacarcosa como Gnica fuen-
te de carbono (Fig. 11) y requirieron de varios dfas de in-
cubacidn en caja cuando fueron inoculadas en medio minimo -

de sacarosa (Tabla I).

Posteriormente, mediante un segundo tratamiento muta--
génico, pero ahora en medic liguido, se obtuvieron a partir
de la cepa lenta P SMC-01 cepas que utilizaron ripidamente

la sacarosa (Fig. 3) v de las cuales se seleccicnfé la
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que presentf maysr velocidad de crecimiento, denominindose
le SMC-11 (Tabla I}. Estos resultados sugieren que sge re-
quieren de por lo menos dos pasos mutagénicos para que se
obtengan clonas mutantes de rapida utilizacidn de sacarosa.
Resultados similares han eido presentados por otros inves-~
tigadores como Lester y Bonner {1956) con €. ccofdl, v Lin y
sus colaboradores (Wu, Lin y Tanaka, 1268} trabajando con

Acncbaten aendgencs. La cepa SMC-11 presenta perfodos en
su fase de induccibn mucho mis cortos gue las cepas lentas.
En las figquras 9 y 11 se puede observar que el crecimiento
de esta cepa en nedio minimo de sacarosa es muy gimilar al
crecimiento de 1la mizma en medio minimo de glucosa, siendo
el comportamiento caracteristico de un crecimiento répido.

Tanto las cepas Sac u" lentas como las ripidas se com
portaron como las cepas silvestres para la utilizacién de
algunas fuentes de carbono probadas, tanto de la via glico
1ftica o de compuestos del ciclo de Krebs {(Tabla 1), lo -~
gque indica que las mutantes no han variado significativa--
mente en su metabolismo para los compuestos probados.

Por ntra parte, las cepas mutantes no mostrarxron cam=-
bios gignificativos en su morfologfa colonial con respecto
a suB cepas progenitoras cuando se crecieron en los medios
'de citrato de Simmons, agar 8.5. y agar McConkey,

En la figura 11 se muestra que la cepa silvestre LT-2
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no utiliza sacarosa como fuente de carbono vy en la Tabla ¥
se observa que lasg cepas Hfr y F' progenitoras de las res-
pectivas mutantes Sac vt no manifestaron por si mismas la
capacidad para crecer en sacarosa y dado gue se requiere -
de por lo menos una mutacifn para la manifestacién de esta
actividad, se propone que dicha mutacién sea clasificada -
como una mutacifn de ganancia (Clarke, 1974).

En los estudios realizados en el presente trabajo ~-
~acerca del transporte de sacarosa, primeramente se determi
naron algunés caracteristicas de dicho sistema. En la fi~
gura 14 se muestra gue 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 éensar 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-11
inducidas en sacarosa y se encontr8 que el sistema de trans
porte de sacarosa no es capaz de transportar rafinosa, glu
cosa, maltosa, celobiosa o fructosa, aunque se encuentran
100 Qeces m4s concentrados que la U-('"C)-sacarosa (Fig. -

15}. EL hecho de que dicho sistema de transporte no sufra
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competencia con otros disacdridos y trisaclridos estructu-
ralmente relacionados con sacarosa, nos indica que el sis-
tema de transporte caracterizado es muy especifico para sa
carosa.

Ciertamente, la capacidad de utilizar sacarosa es un
caracter atipico en Safmoncffa, 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 Safmcencfla poseen plismidos que pueden -~
transferir mediante conjugacibn el carfcter Sac U§, peroc -
que otras cepas de Safmoneffa con fenotipo Sac vt no lo --
pueden transferir. Con el objeto de investigar si la in--
formacifbn genética que confiere a las mutantes Sac vt ai-
cho fenotipo se encuentra en el cromosoma bacterianc se —--
realizaron los experimentos de conjugacifn empleando dona-
doras con fenotipo Sac U+ y receptoras con marcadores cro-
mosSmicos, para tratar de localizar mis precisamente el si
tio de la lesibn cromosSmica causada por el proceso mutagf
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 ut adquirido median
te un proceso mutagénico con NG. Estos resultados pueden

ser explicados de dos formas diferentes: primero, que el -
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segmento de DNA gue codifica para la fermentacibn de saca-
rosa ne pudo ser transferido por estas cep:s, lo cual apo-
yarfa los reportes de Le Minor y sus colaboradores (1973);
o, segundo, porque no se forman "pares conjugantes" debido
tal vez a que durante el proceso mutagénico se pudieron no
dificar los lipopolisacidridos de la pared celular de las -
cepas donadoras, estos resultados son frecuentes como lo -
muestran en la literatura los trabajos de Sanderson y cola
boradores (1981) y los publicados por Glowacka y Deryle -~
(1931).

Dado que los intentos para obtener recombinantes me-~-
diante conjugacibn fueron infructuosos, se intent$ determi
nar la posicibn de la marca para la utilizaci®n de sacayro-
sa mediante transduceibn generalizada con los fagos P-22 y
ES-18,

Para realizar la transduccidn de la marca Sac U+, pri
meramente se proliferaron los bacterib6fagos en la cepa Sac
U+ répida SMC-1l. ULos intentos de preliferacifbn del fago
p-22 en esta cepa fueron totalmente infructuosos, por ello
ge procedif a emplear el bacteriffago ES-18. Este fago si
presentd capacidad para proliferar en la cepa donadora, ~-
sin embargo, los titulos de los lisados figices mostraron
valores bajos en el primer pase Y en un seqgundo pase el ti
tulo aumentd muy poco, no pudiendo ser aumentado en poste-

riores experimentos.
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Pese a que el titulo del bacteriffage ES~18 no era el
deseado, se intentf pasar la marca de la utilizacifn de sa
carosa a tres cepas del tipo Hfr: la K3, la K4, v la KS. -
5in embargo, no se ohtuvieron transductantes con ninguna -
estas tres cepas. Esto se podria explicar apoyandose en —-
los resultados obtenidos por Sanderson y sus colaboradores
(1981), los cuales reportan que se requiere de la integri=-
dad del lipopolisaclrido "0" gque se encuentra en la super-
ficie de la bacteria (Costerton et af., 1974), para gue --
los bacteriéfagos puedan adherirse a la superficie celular
y poder iniciar su ciclo proliferativo.

Con el fin de indagar si las mutantes habian desarro~
1lado alguna actividad enzimiAtica nueva para la utiliza--
cibn de sacarosa o se valfan de onzimas gue degradan nor--
malmente otros substratos,'se procedié a determinar la ac-
tividad de invertasa en los extractos libres de células, -
tanto de las cepas mutantes Sac u* smc-o01 Yy SMC-11 como de
su progenitora LT-2, ya que para metabolizar la sacarosa -
se tienen varias posibilidades: una es que la sacarosa fue
raz hidrolizada, mediante una sacarosa, obteniéndose como -
productos de esta reacecidn glucosa y fructosa, siendo es~—-
tos compuestos metabolizados mediante las vias normales de
la célula; o que la sacarosa sea primero fosforilada y posg

teriormente el compueste fosforilado sea hidrolizado me--
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diante la enzima 3-D-fructofurandsido fructohidrolasa, pro
duciendo esta catflisis glucosa-6-fosfato y fructosa (Schmid
el ab., 1982).

La actividad de sacarasa, en las condiciones emplea--
das en el presente estudio, no fue detectada en ninguna de
las cepas mutantes pi en la cepa LT-2 (Tabla II), por lo -
que nuesira contribucifn en este estudio realza la hipbte-

sis propuesta por el grupo de Schmid.
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capfTULO 1V
CONCLUS JONES

, + .
1. Las cepas progenitoras de las mutantes Sac U uti-~

lizadas en este estudio no manifestaron por s{ mismas la ~-

capacidad de utilizar sacarcsa como Gnica fuente de carxrbono

y energia.

2. La cepa SMC 01 derivada de Safmonceffa Cyphi{murium
LT 2 mediante mutagfnesis con NG utiliza sacarosa lentamen-

te como Gnica fuente de carbone y energfa.

3. Dado que se requiere de por lo menos una mutacién -
para que las cepas de Safmencefla manifiesten la capacidad de
utilizar sacarosa, se propone gque dicha mutacién sea conside

rada como una mutacidn de ganancia.

4. La cepa SMC 11 crece mfs r&pidamente que la cepa --
SMC 01 progenitora cuando son inoculadas en medios contenien

do sacarosa como finica fuente de carbono y energfa.

5. Se requieren de dos pasos mutag@énicos para que se -
obtengan cepas mutantes gue manifiesten una ripida utiliza--

cifn de sacarosa.
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6. Las cepas mutantes qué utilizan sacarosa presentan
mucha similitud en su crecimiento en glucosa con respecto a

sus progenitoras.

7. Las cepas mutantes Sac ut no variaron significati-
vamente en su metabolismo, tanto en la via glicolftica como

en el ciclo de Krebs.

8. Las cepas mutantes Sac u* no mostraron cambios sig

nificativos en su morfologia colonial.

9. En las condiciones empleadas en el presente estu--
dio la actividad de invertasa no fue detectada en los ex--
tractos libres de células obtenidos a partir de las cepas -

LT 2, SMC 01 y SMC 11.

10. Los intentos para transferixr la marca Sac vt me--
diante transduccifn con los bacgfri6fagos P22 y ES-18 fue--

ron infructuosos.

11. El carfcter atipico Sac ¥ no pudo ser transferido
por ninguna de las donadoras Hfr o la F' mediante conjugqa--

¢cibn.



g

12. El sistema de transporte de sacarosa s8lo se expre-

sa con niveles altos en la cepa SMC L1l inducida cn sacarosa.

13. Para que el sistema de transporte de sacarosa se ex
prese con niveles altos, requiere ser inducido por sacarosa

o un derivado de &sta.

l14. El sistema de transporte de sacarosa es muy especi-

fico para este carbohidrato.

15. La actividad especifica del sistema de transporte -
de sacarosa fue de 44 n moles transportados/mg de peso seco

bacteriano.

16. El sistema de transporte de sacaro$a, no esS capaz -
de transportar rafinosa, glucosa, maltosa, celobiosa o fruc-

tosa.

17. La presencia del cardcter Sac u* en una cepa de Sal
monelfa puede ser motivo de una incorrecta clasificaci6n bac

teriolfgica.
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