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Resumen

Por nutagénesis inducida con NG se lograron obtener mutantes
que pueden utilizar f3~glicerclifosfats como unica fuente de carbonc
v energia, confirmands asi. que la cepa K silvestre de Saimonella
typhimuriwn LT2 no es capaz de utilizar dicho sustrato comos Unica
fuente de carbono v de energla. Primeramente se obtuvieren mutan-
tes que 1o utilizan lentamente v a partir de estas, en forma es-
pontanea ¢ mediante una segunda mutacion. se cbtuvieron mutantes
gue lo utilizaron rapidamente.

Se encontro que la frecuencia de mutacicn espontanea para la
utilizacion de A-glicerolfosfato es de 4.24 x 10° v la de
mutacicn inducida con nitroscguanidina de 1.7& «x 107°.

Se trato da obtener una mutante # auxcirofa con el fin de
que ncs avudara a localizar el pen o los genes Tresponsables de
utilizacion de f-glicerolfosfato. Sin embargs., haic nuestras
condiciones experimentales v con la cantidad de mutantes empleadas
no se obtuvieron estas nputantes.

Mediante cinvticas de crecimientoe. variande la concentracidn
del suystrato 2n estudio. se observo gJue existe una presion
selectiva del medic va que la concentracidn del susirato favorece
el crecimiento de las putantes.

Utilizando electrororesis unidimensiconal en placa, buscamos
s5i hablan diferencias especificas en las protelnas de inducci®n de
f-glicerolfosfato. Logramos observar <« proteinas de induceidn de
glicerol que se encontraron tambien presentes en la cepa rapida en
fi-glicerclfosfato con pesos moleculares de 76, 70, 40 vy 26 kDa,
sin embargo. no nos fue posible encontrar una protaina que sélo se
encentrara inducida en R-gliceroifosfats.

vl



1 INTRODUCCION

Ltos cambios morfoldgicos v funcionales tienen cozo base les
canbios genéticos: la evolucien biclégica ocurre debido a que el
material hereditaris. el DNA. puede canmbiar de generacien en gene-
racidn, La herencia es un proceso conservador. pero no completa~
mente., La informacién hereditaria de las ceélulas esta protegicda de
modo gque se transamita inalterada a las egeneracicnes fuluras.
ecbargo. ocasionalmente. ocurren ‘“errores” 2e  tal =zaners
las células nijas difieren ce las progenitoras en la secuencia o
en ia canticdad de DNA. Estos cambics deil material ganetic
liaman zmutacicnes (Avala 1684).

Los microorganismos, particularzente 1as bacterias.
capacidad, por zedio de mutaciones. a2 adguirir nueves

incluyendo la capacidad de crecer en medios en los gue
Su cepa parental: asi como la capacigaa de perder aigunas funcic-
nes existentes (Clarke 19743,

La "evolucién adguisitiva” se ha estudiado principalmente cizc
la respuesta de utilizazion de nuevos Sustratos  no degradados
normaimente por ias <cepas silvestres. encontrandose « forzas
principales mediante las cuales un micreorganisae puede ganar €sta
nueva actividad (Hageman v Rosenberg 1370}

ajvelviendose constitutiva una entiza o perzeasa antes induci-

ble (porcdids de control encimpatice!.

biCambic en la especificidad cde la induccien de una enzima o

grupo enzimatico gue posee alguna actividad hacia el nueveo
compuesto (control enzimatice mantenidod.
¢iDisminucisn en la sensibilidad hacia netabolitos norcalmente
toxicos. Producicos a partir asl nuevo sustratao.
2lAdquisicien de parmeabilidad hacia un compueste’ metaboliza~
ble. al cual las celulas progenitoras son ispermaables.



Cuando algunas poblaciones de <elulas estan sujetas 2 una
fuerte presion selectiva, aparecen variantes que llevan cambivs en
Su secuencia de DNA, mostrando un cambilo apropiado en 21 fenotipo.
51 la seleccien se aplica a celulas creciende en medio liguiae. la
poblacien con 21 fenotipoe original va a ser suplantada tarde =
tempranc por las mutantes: si las celulas son inmovilizadas en ca-
ja. las mutantes forrmaran colonias o papilas apareciendo sobre el
Testo de la poblacion. El problema es deterninar cuantas de estas
muTantes estan surgiendo como respuesta directa vy especifica a la
presidén selectiva ine hubieran ocurridc en su ausencia) v cudntas
son espontan=as (hubieran aparecido aun en la ausencia de la s
leccion: (Cairms 1988).

Luria v Delbruck fueron los gprizercs en intentar esta
distincion. Ellos estudiarcn el origen de las nmutantes recistentes
a fago que son encontradas cuando se plaguean cultives de  E.coly.
en presencia del bacteridfage Ti. Ellos considerarcon 2 modelos: en
el primara, se asume que las rmutantes aparacen despues de plagquear
en raspuesta al ataque por el dbacteridfago: en este caso. las mu-
tacicnes deben ocurrir en una peguef2 fraccidn de las  bacterias
expuastas al virus v el numerc cde mutanies encontrado en £ada gran
gruso de cultives independientes. debe formar una distribucion de
Poisson cuva madia es =1 producto del numers de bacterias plaguea-
das v de la probabilidad de gque una bacteria pueda volverse resis-
rante antes <e que sea destruida per 21 fa2go. En el segundo mode-
l2. se asume que las mutantes aparecen espontAneamente. oo re-
sultado de un error en ia replicacisn, v tisnen una probabilidad
constante de ocurrir en la vida de cada bacteria, en este caso los
eventos mutacionales estarfan distribuidos al azar entre cada sul-
tives v el numero final de iu:an:es deberia ser altamente variable
porque no todos los cultivoes sufriran la mutacien en la risma fase
de crecimiento v algunos cultivos van, por casualidad, a sufrir

una mutacién terprana en su crecimiento y por lo tantc terminaran

2



conteniendo un gran nupero de Rutantes. Cuando - fueron puestos
en presencia del fago. el numerc de mutantes resistentes a Ti fue
muy variado de una nuestra a otra encontrandose cultivos que con-
tentan hasta 100 veces el valor de la media del grupo como un to-
do. Luria y Delbruck concluveron que las mutaciones para resisten-
cta al fago son el resultado de eventos espontiness. que ocurren
durante el crecimiento de los cultivos antes de quée havan §ido ex-
puestas a3 alguna seleccidn (Luria y Delbruck, 1943). Sin enbargo
muchos bislogos consideraron el asunto todavia abierto. Menos de
una déecada despues J. y E. Lederberg utilizaron la réplica en pla-
ca para demostrar que se pueden aislar cultivos puros fago-resis-
tentes sin exponer los cultivos al fago. De acuerde con los resul-
tados de Lederberg. las mutacicnes aparecen aleatoriamente con el
tiempe en cultives en crecimiento, v la seleccién servia sS15 para
revelar la existencia de esas mutantes. Los experimentos se repi-
tieron < una variedad de presicnes selectivas v en una é;en va-
riedad de organismos. desde E.colt. hasta Drosophila spp.. En to-
dos los casos las mutaciones ocurriercn en la ausencia de selec-
cion. De es8t0s experimentcs naciv el dogma que mutacion v selec-
cion son procesos completamente separades. ¥ gque  las mutaciones
aparecen s5in importar gque puedan causSar un efecto benéfico © de
supresien al corganismo (Hall., 1%%1).

™

n 1983 Cairns vy colaborageres sefalaron que 1os  experimentos
anteriores habian empleado seleccion lectal, en la cual hay un lag
de varias generaciones enire la 3aparicicn de una putatidn v la ex-
presisn fenctipica de dicha nutacién. En el caso de la resistencia
al fago. la célula no se vuelve resistente en el moments en que la
mutacien ocurre porque los receptores al fago en la superficie de
ia ctlula estaban todavia presentes. Son necesarias varias genera-~
ciones de crecimiento para dilulir ias rezeptores funcionales al
fago antes de gue la celula pueda sobrevivir la exposicion al fa-
go. Como resultado, las uUnicas rutacziones gue pudieran haberse de-



’:ectado‘en aquellos experimentos eran mutaciones que osurrisron
varias generaciones antes de la =2xposicion al fago: aunque 21 fago
hava causado miles de mutaciones mas. 1las mutaciones adicionales
inducidas por el fago no hubieran padido detectarse debide a 1la
resistencia genetica pero fenotipicamente tocdavia sensible, por
tanto, .las celulas mutantes serian destruldas por el fago: Mien-
tras los experimentos de Luria v Delbruck demostraron sin duda la
aparici®en de mutacien en ausencia Jde selecci®n. excluveren que al-
gunas mutaciones puedan ser causadas por seleccion, sefald Cairnes.
Por 1o que este autor selecciond para su estudic mutaciones de ex-
presicn inmediata, donde la presicn selectiva recompensz2 a las mu-
tantes dejandolas xmultiplicarse v permite a las demas sotrevivir
pa}a que puedan por lo menes tener la oportunidad de sufrir una
mutacisn Jdirigida. Una de estas mutacticnes ge expresi®n  incpediata
es la revers:on a Lac de cepas de £.col: Lac . Cairns ofrecid dos
lineas principaies de evidencia: gprimero. encontréd gue la distri-
bucion de =utantes revertsntes Lac dentro de cultives de una cepa
Lac” calan dentro ce lo que era esperaco ce acuerde al dogma y la
distribucisn de Poisscn Si la s idn causc la reversiin. Segun-
do. las celulas Lac fermaron colonias en medio minimo de lactosa
entre 1 v 2 dias despu®s de ser p
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v fueron apareciendo
mutantes adicionales cada dia por varios dias después de plaguear
los cultivos Lac . Esta produccion de cutantes puede ser retardada
plaqueando las celulas en nedio carente de lactcsa v luego proper-
cicnando la lactosa varices dlas despues. El patrén de aparici®n no
cambié, siguieron apareciendo mutantes adicionales cada dia des-
pues de la acdicion de la lactcsa. Cairns sefald que estas apari-
ciocnes tardias de revertantes Lac® no pudiercn habe

e presentadc
cuando el cultivo fue plagueado v que estaban siendo causadas por
la presencia de la lactcsa,. la cual proporciond® una recompensa pa-
ra reversien a Lac® que perzitid® crecer a las celul Cairns lla-
mé a esto "mutacicnes directas™ v sugiridé Que poblaciones de bac-



terias. en fase estasicnaria. tisnen alguna forma de  produtir (o
salectivamente retener) s¢lo las mutaciones mas apropiadas (Cairns
1988}, )

En el laboratorio, una de las lineas de investigaci®n es 1la
utilizacidn de fi-glicerclfgosfato por Salmonella typhtmuriwn, va
que, a diferencia de £E.col:. Salmonella typhimurium LT2 no puede
utilizar A-glicerclfosfato come unica fuente de carbenc v energis
{Gutnick v ceol. 196%:;: £Z.coli cuenta con una fosfatasa alczaiina
{moncesterfosfohidroalasa oriofesfosforica (E.C.3.1.2.1.1] que 1o
convierte a glicerol. Esta enzima es producida en el citoplasma v
luego es segregada al espacio periplasmico (Heppel v Erockman.
1968). El gen estructural ha sido iocalizado en el minutc 9 (pho A)
{Nakata v col. 1971} en =21 mapa cromdsdmico de Bachmann (18831 v
12 2¢cidn de este gen es controlada por dos genes reguladores: pho
B y por pho R, tamdien localizados en el minuto 9@ (Yagii v col.

75) (Echols vy col. 19611,

En Salmonellc typhimuriwn se ha encontrade una actividad de
fosfatasa cuve pH Sptimo es de 3.0 pero que difiere de la
reportada en F.col1 en que no es repricible en presencia de altas
concentraciones de fosfato inorganico en el medio de cultivo. es
dependiente de la fuente de cardbono usada para crecer las celulas.
¥ ne es estable al calior. Esta actividad es ruv Sala si se compara
con la de £.col: (Carrille-Castafeda v QOriega, 1997).

Ambas bacterias pueden utilizar directamente el L-a-glicsrol-
fosfato el cual es un intermediaric en el metavolismo aercbic del
glicerol v entra a la celula gracias la permeasa codificada por el
gen #lp T (Lin, 1976). En la figura 1 se puestra el esguexa

propueste de utilizacién de glicerel v de L-a-giicerolifes?
{G3P) en E.col:. El glicerol externd puede penetrar a la cely

e
por difusiodon, aungue existe una proteina facilitadora zue awvud
o

proceso t(Sanno v csl. 1988, En el interior el glicercl es ¢
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rilade por una cinasa dependiente de ATP (ATP glicerol-fosfo-
transférasa E.C.2.7.1.30.} produciéndose el L-&-glicerolfosfato
{Hayashi ¥ Lin, 1965) el cual es oxidade a fosfatc de dihidroxia-
cetona (DHAP) por una deshidrogenasa ligada a citocromos (L-a-gki-
cerolfosfato E.C.1.1.9%9.5.)iCozarelli v col. 1965), entrando asi
a la via glicolitica a través del gliceraldehido 3-fosfato (GAP).
El sistema d= utilizacisn del glicerol es un regul®n inducible
en presencia de L-a-glicerolfosfato, el cual es el verdadero in-
ductor y consta en &£.colr de los genes siguientes:
gl A (min 4%9) codifica para la deshidrogenasa anaerobia (es
un complejo ¢on 2 subunidades una de ©2 y otra de 43 kDa).

glp D (min 735) codifica para la deshiarogenasa aerobia (dimero
de dos unidades de 58 kDal. .

glp F (min B88) codifica para la proteina facilitadora - del
transporte de glicerol. : e

glp K (min 88) codifica para la glicerol-cinasa (tetramego de
unidades de 55 kDa). e e e SR e

glp Q (min 49) codifica para la fosfodiesterasa (:e:;ﬁneko {dé
unidades de 40 kDal. RNt

glp R (min 75) codifica para la proteina'reguladora'de todo el
sistema (33 kDa). '

glp T (min 49) codifica para la permeasa de L-a-glicerolfos-

fato (33 kDal.

Para Salmonella typhimuriwn LT2 se ha encentrade aparentemente
el mismo mecanismo de utilizacieon del glicerol vy de la L-a-glice-
rolfosfato (Aceves-Pifa v col. 1974), con posicicnes homdlogas a
E.colr del regulon #£lp: glp T v glp A (min 45}, &lp D v glp K (min
747 ¥y gip K (min &7) (Sanderson, 1988)

En £.colv se ha demostrade adexas un segundo sistema de
transporte de L-a-glicerclfosfato codificado por los genes ugp A v
ugp 8 localizados en el minuto 75 del croccsoma bacteriano, v que
tiene una alta cactacidn por el sustrato (S xm a diferencia de glp



7 que es de 12 :m}. Se trata de tres proteinas periplasmicas con
caracteristicas diferentes a la protetna de union del sistema glp
T. Este sistema de transporte no s inhibido por fosfato o
fesfomicina {Argast y col. 19781 (Argast v Boos 1979).

Come se ha dicho Salmonella typhimurium no utiliza f3-glicerol-~
fosfato como unica fuente de carbono v energla: sin embargo, por
mutacioén inducida. mediante un agente mnmutagénico, como es la
N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina (NG}, el cual causa predomi-
nantamente substituciones de base, aunque también causa deleciones
Yy mutaciones multiples. se obtuvieron cepas que degradan lentamen-
te dicho sustrate v de eéstas se obtuvieron mediante una segunda
mutageéenesis ccn NG, ¢ en forma espontanea, otro tipo de mutantes
que soh capaces de utilizarlo rapidamente.

£n los des tipos de mutantes la entrada del sustrato de ensavo
parece ser mediada por el sistema de transporte del L-a-glicerol-
fosfato v no por 1los sistemas <e fosfate © pOr la proteina
facilitadora del glicerel. En las cepas de crecimiento lento cre-
cidas en fi-glicerclfosfato se presenta inducido el sistema de uti-
lizacion norma)l del glicercl, mientras gue <sSto no sucede en las
de crecimiento rapido. por lo que se infiere que en estas ul:imas
la utilizacidn del fA-glicerolfosfato posiblemente se lleva 2 cabo
POr una via metabtlica diferente a la del glicerol.

Por experimentos de conjugacion v de transduccidn, las lesio-
nes geneéticas que permiten la utilizacidn tanto lenta como ra&pida
del f3-glicerolfosfato se localizaron en el minuto 46 del cromosoma
bacteriano, ligade 2 pur F (min 47), v muv cercano al gen glp 7T
{min 45) responsable de la sintesis de la preoteina de transporte
del L-a-glicerolfosfato; esta Supesicidén se ve reforzada por el
hecho de que existe competencia entre ambos sustratos para el
transporte de uno de ellos en presencia del otro. {De 1la Garza
1981) .



In este trabaijc se encontraron las frecuencias de mutacidn
esbontanea e inducida, para la utilizacidn lenta de f*-glicerolfos-
fato en Salmonella typhimuriwn LT2, tanto s&lo como con algun re-
querimiento (extracto de levaduras o casaminocacidos). con el fin
de buscar cepas que ademas de utilizar f3-glicerolfosfato tuvieran
algun marcador de auxotrofia.

Una vez obtenida una nutante lenta, aparentemente es muv facil
obtener mutantes rapidas 3 partir de estas (De 1a Garza., 19881},
por lo que se considere pertinente estudiar el crecimiento de las
mutantes a diferentes concentracicnes de [-glicerolfosfato. ‘asi
como, por medio de electroforesis unidimensional en placa, obser-
var diferencias entre ambos tipos de mutantes.



1. OBJETIVOS

OBJETVO GENERAL : )
-Determinar las frecuencias de mutacicn espontanea e ‘inducida
para la utilizacidén de f-glicerolfosfato. o

OBJETIVOS PARTICULARES

-Obtencién de mutantes A% protétrofas. ;
-Obtencien de mutantes ﬁ‘ con .otras  marcas (éuxotroﬂa a
aminoacidos. vitaminas o bases!). - S ;
-Determinacion de diferencias de crecimiento mediante cinéticas
de crecimiento v patrén electroforético de mutantes ﬁ* lentas
v rapidas. T :
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V. MATERIALES 'Y METODOS,

MATERIALES

1. Cepas de Salmonslla typhNimurium. .
LT-2 (F . ") protérrefa. obtenida de la colecci®n del Dr. M.
Demerec.
S5A-486 (Hfr. A7) derivada de la LT2.
SA-540 (Hfr. ") derivada de la LT2.
SA-S40b. (Hfr. "%} derivada de la SA-540
SM-R1 (F . " lenta) derivada de SA-486 por mutagénesis con NG.
SM-R11 (F ", A" rapida) derivada de SM-R1 por =cutagénesis con
NG. '
SM-F4 (F~, A lenta) derivada de SA-540 por mutagénesis con NG
SM-F41 (F . " rapida) derivada de SM-F4 por mutaci®n esponta-
nea.

2. Conservacién de las cepas bacterianas.

Todas las cepas 3° . lentas o rapidas . se conservaron en nedio
minimo Davis N/1C con fi-glicerolfosfato y agar, en cajas.las cepas
silvestres A4 se conservaron en medio rico.

3. Reactives quinmicos.

NG.~- K & K Laboratories Inc.. Plainview , N.Y.., E.U.A.

icerolfosfato. glicercl, trizma base, pironina, glicina’
PHMB, NEM. FMSF. SDE, azul de Cocmassie G-250, marcadores de geso
nD2-86H de Sigma Chemical Co. St. Louis Mo., E.U.A.

Fosfato monopotasico, clorure de sod:o. sulfatc de amonioc,
glucosa, hidrexide de sodio, acide cleorhidrico, isopropancl,- acide
acetico glacial., etancl. metancl. dicromato de potasio, formol.
acido nitrico. de Baker Xalcstec. Mexico.

Sulfato de magnesic. nitrate de plata. carbonato de sodib. de
Merck, Darmetact., aAlexania,

12



Agar bactericlogico, agar SS. extracto de levaduras.
cidos . de Bioxén de México SA. ODaxaca,

casaminoa-
México. g
Acrilamida v bisacrilamida. de LXB producter AB, Bromma, Suecia.
Persulfato de amonio, TEMED, @-mercaptoetanol, de Bio-Rad
Laboratories, Richmond. CA.., EUA,

4. Medios de cultivo v soluciones isoténicas,
~Todes los medios de cultivo se esterilizaron a .15 lbs/pulg’
de presion de vapor, :21°C durante 15 minutos. :

-El f3-glicerclfosfato se esterilizd¢ por filtracidn y se preparé
en 2] momento de usarse.

-El glicerol v la glucosa se esterilizaron en autoclave aparﬁe‘
del medio. v se adicionaron al final. .

-Las fuentes de ¢3rbono se prepararon al 10% (p/vi; se . adicio-.
naron al medio de cultivo para tener una concentracidn . final de
0.4% (p/v): excepto cuando se ingice otra cosa.

-Medios solidos se adiciond® agar 1.85% p/v.
-Todos los nmedios de cultivo llevan una solucion amortiguadora
de fosfatos con sales minerales v pH 7

.0 denominado Davis N/A10 con
una concentracion de fosfato de 0.00622 M, 4gualado al

normal
{Davis N ,08622M) <con trizra base~HCL.

va que la concentracion de
fosfato inorganico del medio de cultive influve en el crecimiento
de las mutantes /2 (De la Garza 1681). :
~Davis N/10:

KHzPO‘ 0.847 g

ITrizma base 6.785% g

HBSO‘—7HIO 0.1 8

{NH ) SO, 1.0 80 s

Se ajustd el pH a 7.0y se aforo a 1000 »l.

-tedio. minimo:

Davis N/10: con la:fuente de carbono al 0.4%

13



-Medio ‘rico: :
: ““*'pavis N/10: agar en las concentraciones dadas
anteriormente v 0.2% (p/v) de casaninOACidos
y de extracto de levaduras. i

~Medio para aislamiento de bacterias £° :
Davis N/10 : f3-glicerolfosfato y agar.

-Med:os para aislamiento de bacterias 3 auxdtrofas:
Davis N/10; f-glicerolfosfate; .005% (p/v) de
casaminoacidos © extracto de levaduras.

-HedSGS'para'frecuencia de mutacién en placa:
TEUUST Medio rico para cuenta total bacteriana: me-
dio Davis N/:1C, ?-glicercolfosfato y agar para
cuenta de bacterias A : medic Davis N/10,
fi-glicerolfosfato, extracto de levaduras &
casaminoacides (lo que llamamos requerimiento)
para cuenta de bacterias " auxétrofas.

~Medios para cinética de crecimiento:
: Davis N/10 y la fuente de carbono que se es-
pecifique a la concentracién indicada.

-salucién salina estéril (SSE):
NaCl al 0.85% (p/v) esterilizada en autoclave.

5. 501uciones para obtencicen de extractos totales de bacterias,
sYectroforesis v-doble-tincién: .
- -Solucién de Tris-HCl 0.0625 M, pH B8.5. e inhibidores de pro-
teasas:

Se prepar¢ por ‘separado’ la solucidn de Tris-

14



KSl C.C6It M ; son 185,21 m2  d= Tric

=é
adizionande #HCl nasta llegar a un t©H de
v se afore sz 28 ml con agua ceéic.i:ada<
Les ‘inhibicderes de - proteasas se . prepararden
por sepsarade haciendo una solucién patrén de
cada uno 100 aM de la siguiente forma:
PHMB 0.03€C7 g -disuelto en 1 ml de-Tris-HCl .
NEM  0.0125C0 g -disuelto en 1 ml de Tris-HCl.
PMSF 0.01760 g -disueltc en 1 &l de fisb’opro'-
panol
La solucisn de Tris-HCl ©. 0625 M. pH 8.5 se
prepard al momento de usarse, quedando  los
inhibidores en las concentraciones: PHMB 10zM,

S, NEM:SmM., PMSF 2mM.

—Amortiguador de ruestra 2x:

~Irizma-base 1.51 g
- SDS 2.6 g
: Biicerol 25.0 g
* pironxna 0.00z g

Se a)usté el pH a 5.8 v se aforcé a 100 ml cecn agua- desicni-
zada’. -
-Anortiguador ax pH 8.8

Trizma base - 9.0825 g (1.5M)

~SDS- {203} 1.0 ol (9.a4%}
"se’ aJusto el pH a ‘6.8, se afor® s S0 ml con agua desicniza-
da..‘'se pas® la solucién a través de filtrcs zillipore 0.45 Lm.

—Anortiguador 4x pH 6.8 :
Trizza-base 3.0275 g £o.5m
SDS (20%) 1.0 nl (3.a%



Se ajustsel pH a 6.8. se afcr¢ a 50°ml cen agua deszcnizada
A se tiltr¢ la solucicn ccn mzl‘ipcre 0.45 um-

’—Anorziguadcr Ce ’orrida 10x (pH 8.3) -

: glicina SR 1ealtg
Trizma-base ‘30.2°g .
SDS . 10.0 g

Se dxsolvieron los componentes ‘en. agua desionizada v :se
;1ev¢ a 1ODC mlcon agua desionizada .La sclucisn de trataic’
se diluve 10 veces (1x).

-Solucxen de acrilamica-bisacrilamida 0 i*
’ : Acrilamida H 50.00 g
. bisacrilamida 1.74°8"
Se disolvid en 200 ml de agua desicnizada v se filtrs
eillipore de 0.45 um, v S :

-E1 TEMED .se preparé al '8.4% (vlv) y el persu‘fat‘
al 12.5%: p/v) :

-s:lucicn de. a:ul de Caonass‘e.
Se disolvieron 1 é g de
G-250" en 500 al deiuna. soluci n de me:aﬁ 45%
‘i-acido. acetico 10% agltando cors:antemen_-.

azul de” Coona=sie

-Solucien de dicronato de pctasiok‘. 4 gMsagico _.nitrice
©.0032 N : O '
Sl 0.l Se sgregaron Siag de K Cro. con €.C363 =1 ¢ce
dcide nizrice

Se“afore-aii-litre i

-3oiuzion de nitrate de plata 0.912 M -

Se disolviercn Z.038.g de Agh:, en. agua des-
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ionizada v.se-afors a1 litre.

~Solucidn de carbbnato de so0dio 0.28 M 3
Se disolvieron 29.57 g de N3, CO, en agua des~:
ionizada, se agregaron 0.5 ml de formol v . ’'se.
aford a 1 litre. el S

METODOS .
1.- Mutageénesis en medic sélido.

Se creci® en medio rico un cultivo de células'de la cepa  sil-~
vestre ¢ de la nmutante lenta (sesun fue el caso} hasta llesar a
fase exponencial. Se centrifugo a 5000 rpm durante 5 aminutos a-
temperatura ambiente para cos=char las celylas, lavando una vez
con SSE . Se suspendieron en SSE (5 ml) a concentracidn aproximada
de 10° cel/nl. De esta suspension se espatul® 0.1 ml por caja en
medio de Davis N/1C con #-glicerolfesfato v agar: y en cajas Davis
N/10 con f-glicerolfesfate. agar. casaminoicideos & extracte de
levaduras. Una ve:z que se sec® la superficie, se colocaron en 2l
centro de la caja unos cristales del mutageno NG vy se ipncubd a
37%C.

2.- Mutagénesis en medio liguido.{Frecuencia de mutaci®n inducida
para la utilizacien de 3~glicerolfcsfaton.
Se deje crecer la cepa de toda la noche en medioc rico.

4

cosechde v se lave con SSE ,suspendiendo luego el cultive en Z3E(
ml} a3 una concentracion aproxircada de 10 cél/ml. Se  lnocuio a

m v

esta suspensidn en zcodle rico a una absorbancis de 0.08. se 1lave
el cultive a $.2 de abscrbancia (fase logaritmica) incubanco a
37°C en agitacisn. Se agregd el nutigeno NG a una concentraci®n de
10 ugsml (p/v) en el cultive . S2 deiz en agitacidén el cultivo a
37% por 3% minutos, siguiéndose las condicicnes indicadas por

17



Adelberg (1965), Despues se coseche v se niciercn dos lavados: con
SSE. se resuspendiZ todo el cultivo en medio rico (50 ml aproxi~
madamente v- se lleve a una absorbancia de alrededor de 1.2 hasta
llegar » fase estacionaria (periodo de recuperacidn:. Se cosech® .y
s& lave con SSE dos veces: se hicleron diluciones desde 10™' has-
ta 10™ con SSE.

Se sembré 0.1 ml per espatuladc Y por ‘triplicadoe de la
siguiente forma:

medio(cajas? dilucion

rico 107%:1077 ;207"
glucosa 1071077107
fA-glicerslfosfato 107107 107"

n-glicerolfosfato-casanincacidas 107107
p-gliceralfosfato-ext. levaduras 107*: 1077

Las cajas se dejaron en incudbacion a 7%, Las cajas de medio
rice v de glucosa se contaron a las 24 horas v se sacd el promedio:
las cajas de p-gliceroifusfatc v las de d-glicerolfosfato mas el
requerimiento se contaron a los & dias.
3.-Aislamiente de bacterias . )

Las mutantes lentas se obtuviercn podr mutacidn con NG a2 partir
de un cultivo de las cepas SA-436 v SA~540. Ente los 8 vy 11 dias.
se tomd cada colonia con un palillc estéril v se sembrd por par-
chade en el medio de Davis N/10-3-glicerolfosfato-agar. se incuba-
ron las cajas a temperatura de 37°C.

Para la oblencion de las mutantes de crecimiento rapido se
siguis el miszo protocelo de mutacién en medic sSlide.pero a partir
de una cepa lenta. Las colonias se aislaron v se parcharon en la
misma forma va descrita. entre las 48 y 72 horas de incubacion.

4.-Aislamiento de dacterias 7 auxédtrofas.
£1 aislamients de -las mutantes 3  auxdtrofas" obtenidas

18



apartir de las cepas SA-48% v SA-540 fue igual gque el descrite
anteriormente para las mutantes /3. en esta ocasién después de que
se  parcharon en medio Davis N/10 -g-glicerolfosfatc-extracto de
levaduras ¢ casaminoacidos (segun fue el caso); y se dejaron .‘en
incubacisn a 37°C de 6 a 8 dias. se replicaren en placa de acuerdo
a la teécnica descrita por Lederberg v Lederberg (1952), -en los
siguientes medios: : :

Agar S8

f-glicerclfosfato con requerzmiento.

glucosa

glucosa con requerimiento,. FEEI

: Se dejaron las cajas en incubacién a 37 C 24 horas y se IeYef

ron al:dfa siguiente.

S5.~Frecuencia de mutacion eSpontahéa'-paré la :utilizacién de
fi-glicerolfosfato. B
Se.puso a crecer la cepa silvestre LT2 en .-medie. rico hasta

llegar 2 fase logaritmica. Se coseché 'y se lavd con SSE: se
resuspendie en SSE (5 =ml. absorbancia 1.4). Se hicieron
diluciones hasta 10 v se sembro por espatulado vy por triplicado
0.1 ml sin diluciOn 110%) en 10 cajas de fl-glicerolfosfato: de las
diluciénes 107

107, ID-D en glucosa v en pedio rico: de 1las
diluciones 10~* . XG" en -giicerclfosfato-extiracto de levaduras
v en fA-glicerolfosfato-casaminoacidos. S2 incubaron las cajas a
37°C : las cajas cde medio rico v glucosa se leveron a las 24 horas
de incubacisn., las de f-glicerolfosfato y las de f3-glicerolfosfato
con requerimiento se leveron a los 8 dias,

6.-Cineticas de crecimients bacteriano.

Preparacién de indculos. .

Las condiciones empleadas fueron basicamente las indicadas por
Farada y Ortega (1967).
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Las celulas se crecieron durante toda la nocche a 37°C en
agitaci¢én. Los inc¢culos se prepararon en medic rico. Las celulas
se cosecharcen por centrifugacien a temperatura ambiente a 5000 rpr
por ‘5 minutos, se lavaron v se resuspendieron en SSE

Las células lavadas se distribuvercn en matraces npefelomerri-
cos. de 300 ml equipados con tubo lateral de 18 mm de diampetro. con
50ml del medio de cultivo (gue se especzificara en los resultados).
Las bacterias se incubaron asrobicamente a 37°C en un agitader re-
tatorio New Brunswick a una velocidad aproximada de 1SC rpm. E1
crecimiento se determing cada hora midiendo la densidad tptica de
los cultivos a 660 nm, usando un espectofotometro Coleman Jr. Se
procur¢ que la lectura inicial (indculo} fuera entre 0.08 v 9.1
unidades de abscrbancia.

7.-Obtencion de extractos totales de bacterias.

Las condiciones empleadas fueron basicamente las indicadas por
Graeme-Cook Vv colaboradores (19$83).

Se cultivarcon las cepas 2n matraces nefelométricos de 300 ni
equipados con tubo lateral de 19 mm de diametro. con £Q al de ne-
dio de cultive (medio rice, A-glicerolfosfate 0.4% (pfv). o gli-
cerol 0.a% i{p/vy), hasta llegar 2 fase exponencial { 0.5 de absor-
bancia ( & ug de proteina/ul V.

Se tomaron 3 ml del mairas., se centrifugd en una =xzicrocentri-
fuga Eppencorf Geratebau Centrifuge 5412, por 5 minutes. Se jun-
taron las pastillas resuspendiendolas con 62.5 &1 de Tris-HCi
0.0625 M (pH £.5) mas inhibicdores de proteasas y 62.5 ul de buifer
de muestra. 3e hirvi¢ por 5 minutcs v se centrifugd por 3 minutes.

e

re £.:°% 2o A.zercar -

Se recuperd 21 seohrenadan

etanol y se hirvis 1 minuto.

8.-Electroforesis unidimensional en placa (SDS-PAGE)
Se cargaron geles de electroforesis SDS-poliacrilamida al 1

(%]
N
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{ 30/0.87 acrilamidasbisacrilamida } de acuerdo.a lo indicade . por
Laemmli (1970).

Gel tapdn {fondo} : : :
Acrilamida-bis 1.0 n1

agua desionizada 0.5 ml"

Temed - L5 a1

persulfato de amonio ‘50 yl»
Gel separador . B :

' Amortiguador pH 6.8 5.0 ml
Acrilamida-bis -~ 7,51 ml
agua desionizada ‘. -7.49 pl-
Temed ’ 100wl
persulfato de amonio 2007 w1

Se agregd isopropancl al gel para‘-evitar -la formacidn del
menisco, se metio el peine para que al polimerizar el gel quedaran
separadas las placas. Al secar se lavd muy bien el isopropanol.

Gel concentrador

Amortiguador pH 6.8 1.5 ml
Acrilamida-bis 1.0.m»l
agua desionizada 3.5 ml
Tened 40 “ul
persulfato de amonio 80 ul

El peine se sacd hasta que el gel estuvo en la camara con el
amortiguador de corrida.

lLos geles se cargaron con 20 gl de muestra por carril v 10 pl
de marcadores de peso molecular SDS-6H. Y se corrieron alrededor
de 4 horas a 130 volts, utilizando una fuente de poder LKE-Bromma-

2301 macrodrive 1 .



9.-Doble tincizsn

La tecnica empleada fue basicamente la inQLCéda por Moreno ' R.
y colaboradcres (1335, . .

a) Se sumergiercn los geles de electroforesis 3 veces  por 20
minutss en solucisn e metanol «C%- acido acético- 10% («00ml/gel).

D! Se tiferon con azul  de Coonmassie G-250 por.. 30 minutos

¢) Se destiif ZJurante S periocdos de 10 minutos en -solucieén
metanol <CN- acide aceético 10% (400 =l/gell.

Coh 1cS siguientes pasos:
¢ minutcs en dicrcomato de potasio 3.4 aM-
00 =l gel).

desionizada 3 veces 10 =minutos {4GC
por 30 zinutos en solucion de niirato de plata
i

gesiconizada por I minutds (<30 mirgel:!.

csn sclucien de cardbeonate de sodic 2.28M
~forzol 0.
hasta gue
dezasiado
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V. RESULTADOS

1.-Mutagonesis.

La NG es un mutageno poderoso con condiciones de alta sobrevi-
vencia en bacterias (Adelberg 1965), actda en las bases expuestas
de las cadenas de DNA en replicacien , por tanto., su accisn es
especifica del sitio v momento de duplicacidn, conocido como  pun-
to de replicacison del genoma bacteriano (Cerda-Olmedo v col. 1988,
Bolstein v Jones, 196%). Es posible mediante un solo tratagpiento
obtener mutantes afectadas en dos & Ras genes, generalmente nuy
cercanos.

Se cbtuviercn las cepas (3 lentas pediante un s©lo tratamiento
con NG, estas c¢epas aparecieron entre los 7 ¥ 11 dias de
incubacion: de esta forma fueron obtenidas  las cepas SM-R1
t2" lenta) apartir de la cepa SA-486: v la SM-F4 (#" lenta) a par-
tir de la cepa SA-S5a0.

ta cepa SM-R11 (3 rapida) se obtuvo apartir de una mutacién
con NG en medio solido de la cepa SM-R1, en este caso las cepas
rapicdas eppezaros a aparecer entre las 48 v 72 horas de
incubacidn.

La cepa SM-F4i es un tante espontanea de crecimiento rapideo
en A-glicerclfosfatoc. de a d= la cepa SM-Fi4 (3 lenta).

ror

Se realiiza varias nmutacicnes tanto en medio solido como 1li-
E)

quido con el 3-glicerol 1 0.4% tratande de obtener una mu-

tante rapida de una s9la mutacidn, pero se obtuvieron s®lo lentas.

1.1.Mutacison para odtencion de nmutantes n auxdtrofas {en
pedido so1lido vy ligquide).

Para obtener mutantes vecinales B, con alguna auxotrcfia, con

el fin de gque nos avudaran posteriormente a encentrar el gen o los

genes responsables de 1a utilicacieon de f3-glicerolfesfato, se rea-

iizaron varias zutasicnes, tanto en zedio solido ceomo  ligquide.
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agregando al medio Davis N/10, [3-glicerolfosfato v un requeri-
miento tcasaminoacidos © extracto de levaduras) en un principio a
yna concentacion de 0.01% p/v. despueés bdajando la concentraci®n a
0.008%. &n la figura 2 se observan las c¢olonias obtenidas de una
nutagénesis de la cepa silvestre, realizada en aedio soélide con
fB-glicerolfosfato mas requerimiento. Tanto en este caso c¢ono sin
requeriziento las colonias aparecisron alrededor del halo de inhi-
bicién. Los resultados de estas nutaciones Se muestran en la tabla
1.

De un toral de 14 mutaciones qQque se hicieron en medie 2on
fi~glicerolfosfato mis reguerigiento. € en medio sdlido v &6 en me-
dio liquido, se parcharon 4333 colontas (1762 para casaminhoacidoes
v 2571 para extracto Jde levaduras) las cuales se replicaron poste-
riorzénte en caljas de agar 53, 3-glicerolfosfato con requerizgien-
to. glucosa v glucosa con requerimiento, no se encontrd alguna ce-~
Pa que tuviera auxotrofia. S& cbservd que las colenias crecian un
poco mas con el requerimiento el cual sdlo favorecia un poco a su
crecimiento.
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-
FIO. 2. BACTERIAS MUTANTES ﬁ
Las células de lo cepa silvestre se cullivaron hasta fase : exponencial en
calde rico, se cosecharon por centrifugacidn y se lavaron con SSE. Se

zuspendiercon y se sembraron per espatulado en cajas con Davis N/LO,
'ﬁ-él‘\:orotia'fa{o 10, 4%), casamirodcidos (O.O1%) y agar, Sobre la super—
ficie se colocaron unoe cristales de NO y se imcubaren & 377 ¢ durante

varios dlas. Los colomias oparecieron olrededor del halo”de inhibicion.
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1.2.Mutagenesis en medio liquido para obtener la frecuencia de
mutacidn inducida y espontanea, para la utilizacién de
fi-glicerolfosfato al 0.4%.

Con el fin de investigar gque tan frecuente es obtener una mu-
tante para la utilizacidn de #-glicerolfosfato v si existe algiln
aumento d2 esta frecuencia con la avuda de casaminoacidos o
extracto de levaduras. se calculd la frecuencia de iutaciones in-
ducida v espontinea para la utilizacion de diche compussto. a par-
tir de la cepz LT2. Estc se lcgré contando el numerc de c€lulacs en

medio rico {(crecen todas las ceélulas viables): glucosa (crecen
todas las prototrofas): AR-glicerslfosfeto (crecen las /# pr:tdtro-
fas); /-glicerolfosfato mas extracto de levadura (crecen todas las

A" auxérrofas yv protctrofas): {f-glicerolfosfato mas casaninod-

cidos {crecen 3 auxdtrofas a aminsadcidss ratéirofas).

Para calcular la frecuencia de nutacidn., se dividi® el nUpero
de celulas Gque aparecieron en 3-glicerclfosfato como Gnica Juente
de carbcno, entre el ntmero de células en wcedios rico .lo mismo se
hizo para fA-glicerolfcesfato-reguerimiento.

Los resultados se muesivan en las tablas II v III.

La frecuencia de nutacién espontanea para la utilizacien de
pB-glicerolfosfato al 0.«% es del orden de 5 exponentes mehor que
para la mutaci®n inducida. La frecuencia de =azutacidn tante aspon-
tanea como inducida para la utilizacien de f-glicerclfosfato més
requerimiente, varia con respecto a la de fA-glicerolfosfato sdlo
siendo siempre mavor la de A-glicerolfeosfate con casarminoacidos.
estas variaciones son m4&s =videntes en la =utacién inducida,
siende alrededor de 2.2 veces mayor la frecuencia para 2-glicerol-
fosfato con extracto de levaduras, v de 2.8 veces mayor la de
f-glicerolfosfate con casaminocacidos (arbas con respecte a f-gli-

cerolfosfato solo}.



-TABLA II.

FRECUENCIA DE MUTACION ESPCNTANEA FARA LA Unz,:zuc*cu
DE A-GLICEROLFOSFATO AL 0.i% . :

Medic No.Células (/ml) - ~iiiFrecuencia’
aize 1.38 « 10*?

Glucosa 1.25 x !.O“

Aux¢ctrofas - ;

fi-sdlo 58.5%

A-ext . lev. 70

fi-cas _ 80

TABLA III.

FRECUENCIA DE’ uuuc:ou INDUCIDA PARA LA UTI LIZACION:
DE n—cx.:csam.msm TC AL-G.2% P :

Medic No.Ceélulas. (/ml} : . Frecuencia
Rico 3.07 x 10" e

Glucosa 2.98 x 10" S

Auxozrofas - *2.93 = 107
n-sélo 5.40 x 10° S 1i7e e 1070
f-ext.lev 1.02 = 10° : 3.81 x 1077
p-cas. 1.50 = 10° ‘ 4.89 % 107°

* este valor fue calculado dividiendo la diferencia de células
crecidas en medio rico vy de gluccsa, entre el numero de células

crecidas en pedid rico.



“2./-cinéticas de crecimiento.

2.1.Cinetica de crecimiento en fi-glicerolfosfato y glicerol.

La cinética de crecimiento de las cepas SM-R1 (3 lenta) y
SM-R11 (" rapida), en f-glicerolfosfato y en glicerol, se muestra
en la figura 3A: comparando con la cepa silvestre LT2, que no uti-
liza el fi-glicerolfosfato. Las fuentes de carbeono estaban al 0.4%
en el medio.

En la figura 3B se muestra la cinetica de crecinmiento de las
cepas SM-F4 (3° lenta) y SM-Fal 7 rapida) en f3-glicerolfosfato vy
en glicerol, comparadc con la cepa SA-540. que no utiliza f3-glice-
rolfosfato. En este caso las fuentes de carbono estaban al 0.4% v
al 0.2% respectivapente en el medio.

Como se observa, en 3-glicerolfosfato.la cepa SM-R1} (ﬂ. lenta)
de
n rapida). vy un crecimiento lento que se manifiesta en un aumen-

tiene un perlode de induccidn mayer que

3
P
oo

a cepa SM-R1l

to aproximado de 0.015 a 0.02 unidades de absorbancia por hora: en
un tiempo de 8 horas no ha completado su cinética. En cambio. la
cepa SM-F4 (lenta), muestira una cinetica de crecimiento mucho mas
lenta que la de la cepa SM-R1l: en este caso manifiesta un aurmento
aproximado de 0.005 unidades de absorbancia por hora.

A4 diferencia de lo observade en las cepas lentas, las cepas
rapidas SM-R1: y SM-F41 tienen una fase de induccién menor, mani-
fiestan una cinética de franca utilizacién y en 8 horas va han
completado su cinética.

£l crecimiento de las mutantes en glicerol, fue normal para
ambos tipos de celulas.
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2.2.Cinética de crecimiento en f-glicerolfosfato a diferentes
concentraciones . ’

Se observd que las cepas lentas  tienden con el tiempo a
volverse rapidas: 1a cepa SM-R1, con la que se trabajoé al
principio demostro un compertamiento as!{, dando cultives mixtos de
colonias lentas v rapidas para la utilizacidn de f-glicerclfosfato
como se muestra en la figura %; de igual forma, las cepas lentas
que se tenian guardadas en el cepario se probaron v va se habian
seleccionado nutantes rapidas. Por lo que se decidi¢ ver si también
la concentracién de la fuente de carbono tiene una influencia en el
comportamiento de las mutantes.

Se trabaid a diferentes concentracicnes de {I-glicerolifosfato:-
( 0.1%, 0.2%, 0.%%, 0.6%. 1.0%, 2.0% ) posteriormente, después -de
que la cepa lenta completd su cineética, se cosecharon de las con-
centracicnes 9.2% v 2Z.0%. se pusiercn 2 crecer en medio rice por 2
horas: se cosechd, lave., e inocul® nuevamente cada una al 0.27 v
al 2.0%.

Las mutantes rapidas no mostraron ningun cagbio debido a 1la
concentracien de ia fuente de carbono: su cinetica fue del mismo
tipe para todas las concentraciones. sin enbargo, pareceria ser
que a una concentracicén del 2.0% va estan un poc¢d intoxicadas., va
que al 1.0% fue =mejor su cinética,

0.86% fue mejor para
la cepa SM-F4l. ésto se observa en las figuras SB y 6B.

Para las cepas lentas. a medida gue se auxenta la concenira-
cidn de la fuente de carbono, se observa un ligerc aunento en la
pendiente de la curva de la cinetica, este aumento Se ve nas
clararazente en la cepa SM-F4, sobre todo en las ultimas horas de
cinética (figura ®A:, Que en L& Sop2 SM-Pr. 1a cual. aungue tiene
una fase de induccidn mavor que la cepa rapida SM-Ril a ias Ulti-
mas concentraciones pareceria tener una pendiente de mutante rapi-
da (figura SA). Cabe zencionar gque puede ser gue el cultivo de la
cepa SM-R1 va era una me2cla de nutantes lentas Vv rapidas.
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FIGQ. 4. BACTERIAS SM-R1

La=s células de lo cepa SM-Rt l{? le‘stu-,) s estuvieron resembrondo por -

estriado en medio solido Davis’ N/lo y [?—gllcerolfosfalo (O, 4%,
Se observo que aparecieron cult\.vos rmx'.oa de mutantes ﬁ lentas y ru—
pidas, las coloniaa grandes quo so ob..rvqn -on mutantes ﬁ rcpkdo.s que

aparecieron a partir de la SM-R1 (/3 Lenlo); ol crecimiento de fondo es

la SM-R1 ﬁ‘lonlﬂ.
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En la figura 7A se observa que para la cepa SM-F4 aquellos
indcules provenientes de una concentracidn de 2.0% tienen un
ligeroc aumento en SuU curva con respecte a 1os provenientes de 1la
concentracion al 0.2%. Sin embargo, en la figura 7B se observa co-
mo para la cepa SM-F&4, va sea que provenga de la concentracién al
0.2% ¢ 2.0%, 21 reinocularlas a estas concentraciones, al 0.2%
vuelve a disminuir la pendiente, vy al 2.0% a aumentar.

Cuando se prepararon 1os extractos para los geles. se tomo una
nueva clona de la cepa SA-540, la cual se observd que en aerobio-
sis (medio liquido) ¢recia auy lentamente en Jd-glicerolfesfato,
similar a la cepa SM-F4: sin embargo en anaerobiosis (medio soli-
do, caja) no crecia. A ests cepa se le llamd SA-340b y su cin€tica
a diferentes concentraciones de (F-glicerolfosfato se muestra en la
figura 8. Podemos observar gue se comports de manera muy similar a
la cepa 3SM~F4 v dependiendo de la concentracien de la fuente de
carbono. tiene una mejor pendiente.
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3.-Electroforesis unidimensional en-placa.

Con el fin de observar si habia induccidn de algunas proteinas
cuando las celulas eran crecidas en 3-glicerclfosfato. se corrie-
ron los tres tipos de cepas (f# . # lentas y 3 rapidas) en ~ geles
de poliacrilamida al 12.5%; para lo cual se obtuvieron extractos
Totales de las cepas SA-540b, SM-F&4 v SM-F&l, tal como se indico
en el capitulo de materiales y métodos. Las cepas fueron cultiva-
das en medio rico, 3-glicerolfosfato (0.4%) v con glicerol (0.4%)
alrededor de 12 horas hasta llegar a2 una absorbancia aproximada de
0.6 unidades (a 660 nm). Las cepas SA-340b vy SM-F4 (ﬂ‘ lentas) no
alcanzaron ese valor de absorbancia en f-glicerolfosfato aun en 24
horas, por lo que se ajustd concentrando por centrifugaci®n.

Los carriles se cargarcn en el siguiente orden:

1) Marcadores de peso molecular (MPM)*®

2} SM-F4 c¢recids en medio rico

3) sM-Fe " glicerol

4} SM-Fo - f-glicerolfosfato
5) SM-F&1 . medio rico

6) SM-Fal " glicerel

7) SM-Fal " fp-glicerolfosfato
8) SA-540b " medio rico

3} SA-540b " glicerocl

10) SA-540b " fi-glicerolfosfato

*MPM (miosina 205 kDa. f3-galactosidasa 116 kDa, fosforilasa b
97.4 kDa, albumina bovina 45 kDa, albumina de huevo 45 kDa v
anhidrasa carbénica 2% kDa).

En la figura 9A venos el gel tefido con azul de Coomassie. Con
el fin de poder detectar mas proteinas, se recurrié a una tinci®n
mas sensible como es la teécnica de ia doble tincidn (aczul de Coo-
massie v nitrato de plata), esto se observa en la figura 9B.

Primeramente, se observa que todas las <cepas cazbian la
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expresicn  de sus proteinas en glicerol vy en {I-glicerolfosfato
respecto a su crecimiento en medio rico:

Efectivamente con nitrato de plata se detectan mucho mas ban-
das que con la tincien de azul de Cocmassie sSla. sin embargo. 1la
tincién no fue uniforme, por lo que no todas las bandas resultan
muy claras vy es dificil hacer el analisis en este gel: pero dentro
de lo que podemos notar es que se observa mayor cantidad de pro-
teina en los carriles correspondientes al glicerol {(carriles 3, &
Yy 9).

Se observa una proteina de aproxicadazente 93 kDa, cuyo patron
es el siguiente:

rico glicerol f-glicerolfosfato
Cepa silvestre + (81 - () -
lenta - - (3) + (&)
rapida - + {B) -

* en la tinci¢n de Coomassie sélo se observa esta, en ‘la -“doble
tincidn se observan las denmas.

Esta proteina. podexos observar que se encuentra presente en
glicerol para las tres cepas. sin ezbargo. en [-glicerclfosfato
pareceria ser gque sSlo la regquiere la cepa lenta.

Por otra parte, encontramos <« proteinas de induccidn para gli-
cerol (carriles 2, &, 8 en la figura 39A), las cuales se encuentran
también presentes en el cultivd de la cepa rapida en (-glicerol-
fosfato icarril 7): estas proteinas tienen aproximadacente 76, 70.
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F10. ©. PATRON ELECTROFORETICO DE EXTRACTOS TOTALES DE LAS CEPAS SA-340b,
SK-F& ¥ SH-Fes L )

Los inoculos se crecieron duronte 8 horas en calde rics, Las - chlulas  se co-
secharen por centrifugacién. we lavaron con SSE y se pasaron & . matrates con
Davis N10 con las {usnies de corbono gue se mencionan (0. 4% y a medio rico,

y ®e crecieron todao la noche.

A  las 12 horas se ajustarson todos los matroces a 0.6 umdades de absorborcia

cem SSE. Se lomaron 3 ml, se cosecharen de onl las - celulos, s

les ogrege
oamortiguador de muestra y Lris-HCL 0.0M3M pH B. S mas inhibidores de protea-
%08 y me conmtinud con el procedimiento descrito en’ el capliulo de moterioles y

~etodo

Se cargo el gel con oproximodamente 120 g de proteina por carril, en el si-
Fuiente orden: -
1 MPM

2) SM-Fe crecida en medio nco

» - - en glicerol. L

- - on fi-gol-p & i

3y SM-Fds - en wmedio fxco M

& - - en glicerol '
T . - en f3-goil-P

8 SA-5405 - on medio rico -

g - - on gl\:.vro'\ X

1o - . en f3-gol-P (&, : o 3

*tLas celulas se mantuvieron 24 horows

mento es muy lento.
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VI, DISCUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo,
podenos decir que la frecuencia de mutacidn espontadnea en Salmone-
tla typhtmurium para la utilizacién lenta de f-glicerolfosfate
es muv baja (4.24 x 107'%), si tomamos en cuenta que en seneral
las frecuencias de mutacién por generacidn en bacterias es de 1 x
10'° o menor, aunque bajo ciertas condiciones vy con ciertos tipos
de caracteres se pueden observar frecuencias mucho mas altas. Ade-
mas, las mutantes fi' tardan muchos dias en aparecer vy utilizar
francamente esta fuente de carbono. Simon y Silverman (1983} han
presentado una lista parcial de caracteres bacterianos en donde se
han reportado cambios genéticos rapidos: esta lista incluye anti-
genos de superficie, variacién en la fase flagelar, morfologia de
la colonia. variacién en la pigmentacidn, bioluminiscencia v sen-
sibilidad a fagos. La mas estudiada es la variacion en la fase
flagelar, que es debida a una regi¢n en el genoma que sufre inver-
sién con una alta frecuencia. de 107> a 107" por generacién celu~
lar (Brock. 19%4;.

Volviendo a la frecuencia para la utilizacion de /#-glicercl-
fosfato, es posible aumentar en gran medida esta frecuencia hasta
1.76 x 10‘° con la avuda de un agente mutageénicc. como es la NG.

Se repitid¢ varias veces la mutacidn y seleccidn de mutantes
A" (al 0.4%) obteni¢ndose de una séla nutacidn exclusivamente
mutantes de tipo 13 lento; siendo siempre necesaria una segunda
mutacion, inducida o espontanea. a partir de una mutante A" lenta
para la obtencién de una mutante (3 rapida; esto vya habla sido
reportado por De la Garza {1981). Quizas. sea necesario modificar
ciertas condiciones como la concentracidn de la fuente de carbono
para poder obtener de una Sola mutacién mutantes (3 rapidas.

Nos propusimos localizar la marca de utilizacidn de [I-glice-

rolfosfato buscando cepas auxotrofas que ademis fueran #. Esto lo
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hicimos agregando al medio extracto de levaduras ¢ casaminoacidos
en muy baja cantidad. En ambos tipoes de mutacién, tanto espontanea
como inducida. hemos visto que al agregar al medio estos requeri-
mientos se ve algo favorecido el crecimiento de las mutantes (se
obtiene el doble de nmutantes para extracto de levaduras y el tri-
ple para casaminocacidos); esto no podria ser porque las células de
alguna forma esten utilizando estos compuestos como fuente de car-
bono v energia, ya que se encuentran en muv bajas concentracicnes,
adenas de gque de ser as!, crecerian todas Yy se veria un crecimien-
te homogeneo en 1la caja. No nos es posible, en base a nuestros ex-
perimentos saber a que se deba esto; lo que podriamos suponer es
que quizas existan autantes n Que son inestables y que Ze alguna
forma se esten ayudando con el requerimiento. Por otro lado puede
ser gue sea mavor el crecimiento en casaminoacidos que en extracto
de levaduras porque. aunque en e€ste se 2ncuentren mias Iodpuestos
fvitazinas aminoacidos, pequefos péptidos y bases) que en casami-
noacidos (aminoacidos y pegquefos peéptidcs) quizas en la solueciSn
esten mas disponibles a la bacteria los aminoacidos v los pequefos
péptidos provenientes de casanincacidoes.

Utilizamos la NG como agente autageénico va que se conoce gue
puede provocar mutaciones vecinas con una alta frecuencia, sufi-
ciente para poder encontrar mutantes nulti-auxdtrofas (Eisenstark
vy col. 1565), v mavor que la reportada para mutacion espontdnea de
dos marcas vecinas. la cual se encuentra en el orden 1 x 1072
(Lewin, 1977); por lo que el uso de este agente alquilante nos
permitiria obtener una nutante que fuera A v que ademids tuviera
alguna auxotrrofia. lo cual nos serfa util para tener idea de donde
pudiera encontrarse el gen respensable de la utilizacien ge /F-gli-
cerolfesfato en Salmonella typhimurtwn, Ya en el laboratorio se ha
utilizado este agente para obtener mutantes vecinas: por ejenplo
R. Bautista (comunicacién personal) obtuvo una mutante de S. typhi-
muriwn Kdp Gal~ que una vez estudiada se concluvé que lcos genes



del sistema Kdp en S, typhimurtium se  encuentran muv cercanos al
operon:de galactosa situado en el minuto 18 (Garcia Cuellar 1999).
Posteriormente, R. Bautista confirmé la cercanla de ambos sgenes
por experimentos de conjugacien y de transduccidn.

A pesar de haberse realizado 14 mutaciones. v parchadno 4333
colonias para la obtencién de una mutante A con aiguna auxotro-
fia, no se obtuvco alguna con estas caracteristicas. Obtener una
mutante que adenas de ser A, requiera de algo para su crecimiento
es mucho mas complicado gue obtener una mutante A ., por lo gue se
requieren mucho m&s =zutaciones y parchar gran cantidad de czlcnias
¥y, probablerente, utilizar la tecnica de enriqueciciento con peni-
cilina propuesto per Davis (1948} y por Lederberg y Zinder (1948)
con la cual se enriguece enormexzente el cultivo de Zutanies  auxc-
trofas.

Analizando las cinéticas de crecimientc que se presentan en
este trabajo. podemos observar claracente que existen dos tipos de
mutantes para la utilizacidn de f-glicerolfesfate. las que lo uti-
lizan lentamente v las de rapida utilizacidn. Ya De la Garza
(1981) describio la positle via de utilizacién para las osutantes
" lentas. que seria la zisma gque en £.col:, es decir. crizers

convirtiéndose a glicercl por accidn de una fosfatasa v luego a

L-a-glicerclfosfate por ascien de una cinasa, siguiendo después la
ruta normal del L-a-gliceroifesfato. Aunque azbas  =utantes entran
a la ceélula por el sisterma ge transporte del L-a-glicerolfcsfate

{De la Garza 1581}, no se sabe cual es la via de utilizacion que
siguen las autantes rapidas.

Comparando las cepas SM-R1 y SM-F&. ambas A" lentas. tacbien
podexzcs abservar gue noe ti:enen el misgo  patrén. de crecimients
siendo todavia mucho mas lenta la cepa SM-F4. Esto nos lleva a
pensar gue tambieén 25 diferente =1 tipo de comportaziente depaen-
diendo de la cepa d= l2 que preovengan, quizas hav algun facter que
este mediando la e2nirada Jel sestratd, o Gue regule <Szo se va a

&5



Ltyphimumuwriun tienen un nivel muy bajo de utilizaciZn de [2-gli-
cerolfosfats,. aunque solo se observa cuando se crecen en aero-
biosis o bajo ciertas condiciones especificas.

Analizando los geles de electroforesis, podemos decir que to-
das las cepas cambian la expresién de sus proteinas en glicerol vy
en fi-glicerolfosfato. Para la cepa rapida. podemos cbservar que se
encuentran 4 proteinas de induccién en ?-glicerolfeosfate que tie-
nen aproximadamente 76, 70, 4«0 v 26 kDa de peso molecular. sin
embargo estas proteinas se encueniran presentes en las 3 cepas
en glicerol, por lo jue sabemos que son proteinas de induccidn del
glicerol y gqu= de alguna manera también se expresan en J3-glicereol-
fosfato solo para la cepa rapida, o que en esta se encuentren en
wavor concentracidén v en las otras no sea posible detectarlas. AYn
utilizande la téunica de 1a detle tincién ne nos fue posible en-
contrar alguna proteina gque solamente se encontrara inducida en
A-glicerolfosfate, para lograr esteo seria necesario correr geles
de dos dinensiones, va gue en una dimension se llegan a cbservar
bandas gruesas en las cuales podria haber varias proteinas ijuntas,
de igual peso molecular.
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Vi, CONCLUSIONES

De acuerdo a 1los resultados presentados en este trabajo
podemos concluir lo siguiente:

La mutacion para la wutilizacidn de fl-glicerolfosfato por
Salmonella typhimurium LT2 tiene una frecuencia espcntinea de
§.24>- 10™*; induciendo la mutacién con nitrosoguanidina se
aumenta esta la frecuencia a 1.76 x 10™°.

Existen dos tipos de mutantes f3°, las de lenta utilizacién v
las que lo utilizan rapidanente. Sélo se han podido obtener de
una séla mutacidn nutantes 3~ lentas (esto es utilizando el
fA-glicerclfosfato al 0.4%);: es necesaria una segunda mutacidn
espontanea o inducida a partir de estas mutantes lentas para
poder obtener una nutante I rapida.

Aparentemente es muy facil que se seleccionen mutantes rapidas
a partir de mutantes ﬁ‘ por lo gque se pierden en nuchas oca-
ciones las nmutantes lentas.

Bajo nuestras condiciones experimentales, y con la cantidad de
mutantes empleadas, no nos fue posible obtener un mutantes 3"
auxétrofas. Sin embargo, se pudo observar que se aumanta al
doble el numero de mutantes 3~ obtenidas al agregar al wmedio
extracto de levaduras como reguerimiente y, el triple si se

utiliza casaminoact

Existe una presicn selectiva del medio que puede observarse en
las cineticas de crecimiento al aumentar la concentracién del
fi-glicerolfosfato, siendo faverecido el c¢recirciento de 1las
mutantes f3° lentas.

a8



6.- Por electroforesis unidimensional no se encontri una protelna
especifica de induccidn de f-glicerclfosfate. Sin embarge., se
observaron 4 proteinas de induccidn del glicerol que tambi®n
se encuentran inducidas en f-glicerolfosfato para la cepa 6
rapida y cuyos pesos noleculares son 76, 70, 40 y 26 kDa.
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utilizar. Sin embargo con los estudios que realizamos no 1o - pode-
mos saber.

Por otro lado., ambos tipos de mutantes no presentan ninguna
modificacion en su cinética de crecimiento en glicerol, con
respecto a la cepa silvestre.

Se ha visto gque una ver obtenida una mutante A lenta, apa-~
rentemente es ruy facil obtener una /27 rapida; al estar resembran-
do las mutantes 3  lentas en fn-glicerolfosfato hemos encontraco
que aparecen de pronts muytantes e rapidas. En base a ésto v 2 los
resultados observados, sobre todo en la cepa SM-F4 crecida a dife-~
rentes concentraciones de -glicerolfosfate, podemos pensar Qque
existe uns fuerte presion selectiva del nmedic que estd ayudando a
nuestras mutantes lentas a2 volverse rapidas. Aunque existe desde
los afos 1920s una fuerte discusiicn si la mutacien v la selecci®n
son eventos independientes. de acuerdoe a 1os experimentos descri-~
tos por Cairns v colaboradores (1%88) v por Hall ({198e, 1990 vy
1991 en los Que nos muestran varios casss en los  cuales existe
una presion selectiva del medic para favorecer ciertas zutaciones,
nosotros estamos casi convencidos gue en  nuestras Dutantes &sta
ocurriendo lo mismo: estc so6lo es posible observarlo en las nu-

tantes lentas. conde la presion selectiva fue mas clara. pues en
las rapidas su crecirientc fue muy buens desde un inicie. Para
complenentar nuestros estudios de lz participacidn del rmedio de
cultivo en la obtencidn dJde un zavor nimero de wutantes, seria ne-
cesaric realizar varics experimentcs, por ejemplo modificando las
concentracicn2s de la fuente de carbonc en estudic vy <trabajando
c€on un NUmero mavor de zutantes,

la cepa SA-540 no crecze en  {*-glicerolfosfate, sin  emdargo.
una clcna que se toxs crecid solanente en medio liquido {aercbie-
sis) v muv lentamente, de manera muv sizilar a la cepa SM-~-F4&; se
prob® varias veces en nicroaercbicsis imedio s%lide) v no se

observd crecimiento. Probablemente  algunas cepas silvestres  de
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