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Abreviaturas utilizadas.

DNP 2,4 dinitrofenol

DNA Acido desoxirribonicléico.

00, Densidad dptica

Fru. Fructosa.

Glu. Glucosa.

fg_cl& Sistema inducible de transporte de potasio en Escheni -
chia coli ( constituye un operdn ).

kdp A Gen que codifica para una proteina citoplismica de --
47 000 daltones.

kdp B Gen que codifica para una proteina citopldsmica de --
90 000 daltones.

kdp € Gen que codifica para una proteina ci?opla;mica de --
22 000 daltones.

Bedp D Gen que codifica para una proteina unida a membrana -
de 90 060 daltones que actda como un regulador positi-
vo del sistema gggl

NG . N-Metil-N' nitro N-nitroso guanidina ( también nitro-
soguanidina.

Sac. Sacarosa

SSF Solucidn salina fisiolégica.

2K A Sistema constitutivo de transporte de potasio en -



Eachernichia coli ( constituye un regulén ).

inK A-E Conjunto de genes no unidos entre si que constituyen
el sistema trK-A.
tnhK F Sistema de transporte de potasio presente en ausencia

de kdp y 2K A .
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RESUMEN:

El hinchamiento .celular ha sido descrito en protoplastos y en
células completas de algunas especies bacterianas. Se ha reportado
como un fendmeno dependiente de glicdlisis y de la concentracién
de potasio, reversible en protoplastos , que puede ser medido por
el cambio de turbidez del cultivo y por el aumento del volumen --
celular.

En Satmonella typhimurlium hemos encontrado que se presenta -

el hinchamiento celular en protoplastos y en c&lulas completas ., -
EZn las células se presentd en los primeros minutos posteriores a
la adicién de una mezcla de sacarosa- glucosa , fué parcialmente
reversible y se mantuvo durante una hora. En protoplastos el feng
meno fué similar , parcialmente reversible pero la recuperacidn -
fu§ mds lenta y se present§ lisis celular.

Al igual que para otras especies, el hinchamiento varid de acuer-
do a la concentracidn de potasio adicionado .

Con el objeto de relacionar este efecto de hinchamiento y --
contraccién celular con la acumulacidn de potasio, hemos aislado
mutantes con posibles alteraciones a nivel de transporte de este
i6n , las cuales son incapaces de Crecericn concentraciones por -
debajo de 20 uM de potasio.

A la fecha no se tiene ningiin reporte en la literatura en
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el cual se haya comprobado la capacidad de hinchamiento en células

de Safmonella typhfmunium ; por lo que en nuestro laboratorio nos

hemos interesado en estudiar la positle ocurrencia de este evento,
asi como el tratar de establecer el papel de algunas proteinas de
tipo contrdctil en €sta bacteria y su relacién con el hinchémiento
celular.

Nuest?os estudios nos han permitido establecer que en nuestro
modelo de trabajo el hinchamiento ocurre cuando en el medioc de --
ensayo se encuentran presentes glucosa (o alglin intermediario de

la via glicolitica ) sacarosa y potasio.



INTRODUCCION:

Abrams (1958) encontrd que al tratar con lisozima las células

completas de Sinrepiccoccud faecafis estas eran susceptibles a per-

der su pared celular (protoplastos). Subsecuentes investigaciones
le permitieron observar que al preparar protoplastosde estos orga-
nismos era necesario a su vez el uso de una alta concentracién de
sacarosa, la cual actuaba como sustancia impermeable necesaria pa-
ra la estabilizacidén osmbética; tales investigaciones le llevaron a
encontrar que al adicionar pequefias cantidades de glucosa a la sus
pensidn de protoplastos se producia un hinchamiento reversible ---
(hinchamiento metabdlico reversible) indicado por una caida progre
siva .en la turbidez, la cual revertia espontineamente regresando -
lentamente a su valor inicial, esto probablemente debido a que el
nimero de protoplastos se mantenia constante.

Este fendmeno fisioldgico que ocurria en la células bacteria-
nas se pensd que dependia de glicélisis, ya que durante la fase de
hinchamiento, la turbidez del cultivo disminuy$é paralelamente a la
desaparicidn de la glucosa y la fase de reversidn se inicid, segiin
Abrams (1959) al agotarse la glucosa por completo. Esto indicaba -
que ambos eventos (hinchamieﬂto-contraccién) eran subsecuentes a -
la conversidn de glucosa a dcido léctico.

La duracibdn del hinchamiento fué proporcional a la concentra-
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cidn de glucosa pues se encontrd que cuando la concentracidn de -
glucosa se mantenia por arriba de 0.04 M el hinchamiento era irre
versible lo que traja como consecuencia la lisis metab6lica (esto
se establecif por la aparicién de fantasmas celulares y la eleva-
da concentracidn de sustancias intracelulares que absorbia en el
ultravioleta a 220 nm).

Si bien dicho fendmeno fué dependiente de glicdlisis también
requirid de un adecuado suplemento de potasio para que se'llevara
a cabo; de ahi que las condiciones &Sptimas para dicho evento fue-
ron las adiciones de sacarosa glucosa y potasio.

Se sugirié el siguiente postulado para explicar este fendmeno

(Abrams 1959):

Los protoplastos inicialmente en equilibrio osmético con el -
medié fueron impermeables a la esleovada concentracifn de sacarosa y
1a adicién de glucosa y de potasio favorecieron un cambio de per--
meabilidad de la membrana, permitiendo asi la entrada isoosmética
del azdcar impermeable en direccidn de un gradiente de concentra--
ci§n; esto origind el hinchamiento de la célula y por tanto se pre

sentd un cambio en el indice de refraccidn que se detectd por 1a

caida de la densidad dptica; la membrana permanecid permeable has

ta que se agotd la glucosa, de ahi que un exceso de glucosa trajo

como consecuencia su lisis; cuando la concentracidén de glucosa se

agotd se origind la reversidén de la membrana a su estado impermea*
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ble inicial.

Minkoff y Damadian (1976) encontraron tambi&n que este fené-
meno ocurrid como una reaccién concomitante a la acumulacién de -
potasio por la célula, asi mismo se sabe que las bacterias concen

tran potasio del medio ambiente y en el caso de Escierdchia ccll

la concentracidn intracelular estd casi al ﬁismo nivel que en cé
lulas de mamifero; se sabe que cuando las c&lulas se suspenden en
un medio bajo en potasio la diferencia entre el potasio intra y -
el extracelular puede exceder de 1000 (Lubin y Kessel 1960},

Minkoff y Damadian (1976) demostraron que durante la capta-
cidn de 85 mmoles de potasio por litro de agua celular el volumen
de la célula se incrementd en un 12%.

En otros estudios, se encontrd quec la ccpa silvestre de E.cold
K-12 presentd el hinchamiento durante la captacidn de potasio; pe
ro no lo présento una cepa mutante deficiente en la captacién de
potasio obtenida por induccidn con nitrosoguanidina, que al per--
der su selectividad a cationes alcalinos perdid tumbidn su capaci
dad de hinchamiento. En la mutante el hinchamiento ocurrid lenta-
mente a bajas concentraciones del 1%n y ripidamente en altas con-
centracicones del misme 1o que demostrd que en esta cepa el ------
“swelling" particuluado o hinchamiento celular fué dependiente de
la concentracidn de potasio (Lubin y Kessel 1860, Minkoff y lama-

dian 1976). También se han obtenido con luz ultravioleta cepas dg
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ficientes en la liberacién de este ién (Damadian 1968).

E1l fendmeno de hinchamiento de células intactas de E.col( K-12
fué tambi&n un evento reversible evidente por el retorno de la den
sidad Gptica a su valor inicial en un periodo de 30 a 40 minutos
y a este evento se le refirié como un ciclo de hichamiento-con---
traccidén (Minkoff y Damadian 1976).

En trabajos realizados en E.cofi {(Epstein y Laimins 1980) se
ha podido establecer que esta bacteria utiliza el idén potasio prin
cipalmente con dos finalidades:

1.- Regular su osmolaridad intracelular.
2.- Activar enzimas intracelulares.

Por su pared rigida, la bacteria mantiene una osmolaridad mas
aita denitro de ella que la existente afuera. La diferencia entre
las presiones osmSticas interna y externa es conocida como presidn
de turgencia, la cual se requiere para el crecimiento y divisién
celular. E.cold para mantener la presién fisiolégica de 3 atm. re-
quiere de gran cantidad de potasio (Epstein y Laimins 1980).

En las cé&lulas la concentracién de potasio se mide por la os-
molaridad del medio y puede fluctuar de 0.15 M en medios muy dilui
dos hasta 6.6 M en medios con 1200 mosM (Epstein v Schults 1965).
Una concentracién de potasio de 0.1 M parece ser suficiente para
activar enzimas intracelulares, por lo que el papel Jdel potasio en

las condiciones arriba mencionadas satisface este requerimiento.



Solo alrededor de 88 de los 1027 genes conocidos de E,coli
.tienen relacidn con el metabolismo y 77 de estos 1027 estdn re-
lacionados al transporte de péqueﬁas moléculas. Se estima que -
unos 150 genes estidn relacionados al transporte de aniones y --
cationes y que .existen por lo menos dos sistemas de.transporte

por idén con cuatro genes por sistema ( Bachman 1983 ).

E.cofi para regular su osmolaridad tiene la informacidén ‘de
aproximadamente 10 genes que aseguran la acumulacién de potasio
( Epstein y Davis 1971); estos genes se han podido identificar
al aislar y seleccionar mutantes que requieren elevadas concen-
traciones de potasio para crecer. Al analizar tales mutantes se
han podido detectar dos tipos de sistemas de transporte de pota
sio llamados kdp y XnKA (Rhoads D, Waters B, Epstein W, 1976; -
Rosen P.Barry 1978).

El sistema khdp generalmente no se expresa en cé&lulas que -
crecen en medios con potasio; es el tipico sistema bacteriano -
constituido por cuatro genes que se agrupan y regulan coordina-
dameﬁte . Presenta alta afinidad al ién potasio .

El gen idp D codifica para un regulador positivo y kdp A ,
kdp B y kdp C Son los genes estructurales del operdn (Epstein W
pavis 1970, Laimins y Epstein , Altendork y Rhoads 1978). Se ha
logrado integrar el fago lambda en los cuatro genes estructura-
les y se ha encontrado que este operdn se lee de A a C y que P
se encuentra al final del operador como una unidad transcripcio-
nal separada que cuando se altera por mutacidén , la expresidn de
los genes kdp se vuelve parcialmente constitutiva (Epstein, ---
Rhoads, Laimins 1978).

Se han aislado fagos de transduccién generalizada que han -

permitido identificar los productos del operén como proteinas de



membrana con pesos moleculares de 47 000 , 90 000 y 22 000 dalto-

nes respectivamente (Laimins , Rhoads, Altendork y Epstein 1978)
y se han identificado electroforéticamente al separar proteinas -
de membrana interna.

lLa complementacidén intracistrénica entre algunas mutaciones

kdp indicd que el producto del kdp D es una proteina de 90 000 -
daltqnes unida a membrana , que actida como un regulador positivo;
se cree que es el sensor de la presicn de turgencia y que recibe
dicha presidn a través de la membrana (Epstein, Laimins, Rhoads
1981) . La presidén de turgencia juega un papel importante al regu
lar la funcidn de las proteinas del sistema kdp. En E.cofd{ cuando
la presidn de turg;ncia se reduce por un aumento en la osmclaridad
del medio, los sistemas de transporte de potasio responden aumen-
tando la captacifén neta de este i6n . Se cree que este es el pri
mer evento en la osmoregulacidn de bacterias como E,cofi en que -
el aumento de potasio acumulado incrementa la osmolaridad interna
y restaura la presidn de turgencia(Epstein, Laimins, Rhoads 1981).
El operdn kdp es un sistema réprimible , ademds presenta una ATPasa
estimulada por potasio(Epstein, Whitelaw,Hessé 1978) es dependien-
te de ATP e independiente de la fuerza motriz de protones (Mitchel
1961).

Se han aislado otras mutantes deficientes en su cgpacidad de
transportar potasio contra un gradiente de>concentraci6n; estas my

tantes obtenidas por el método de seleccién con penicilina de Lubin



(1962) ademds tenian alterada su capacidad para sintetizar metioni-
na {Damadian y Soclomons 1964).

El sistema £#K A es de baja afinidad a potasio pero con un al-
to grado de transporte, por lo tanto se abastece la reserva de po-
tasio en minutqs;es el principal sistema en la cepa silvestre y es
constitutivo. Es genéticamente complejo pucs consta de seis genes
taK A, zaK B , taK C , 2AK D

, t2K € y £2K 6 mno unidos entre si ;

cualquier mutacidn en los genes A y E reduce la actividad del sis-
tema (Epstein W, Laimins L. 1980).

Se pensaba en la existencia de un tercer sistems de transpor.
te conocido como 1K F pero algunos estudios sugieren que todas 1las
mutaciones ZxK forman parte de un sistema finico el £1K A que re--
quiere tanto de ATP como de fuerza motriz de protones para acumu--
lar potasio activamente(Rhoads, Epstein 1977). En cuanto a la regu
lacidén del sistema X#K A 1los productos de los genes thxK Ay tak D
se regulan por ATP y en ausencia de tal regulacidn solo es reteni-
da unavbaja proporcidn del potasio transportado.

Se sabe que la actina es una de las principales proteinas en
las c&lulas eucaridnticas y se ha podido establecer su papel en el
aparato contrdctil de mGsculo asi como en motilidad, c¢itoquinesis,
adhesidn, fagocitosis y forma celular( Huxley 1969, Korn 1978).

La deteccion de una proteina similar a actina en E.coll --
actin-like (A-L) (Minkoff y Damadian 1976) sugiere que ésta es -

una molécula ancestral que tuvo su origen en los procariotes, los



autores sugieren que esta fraccidén { A-L ) puede participar en --

el hinchamiento que regula el transporte de sodio-potasio a través

de la membrana citopldsmica.
Esta fraccidn A-L sufre agregacifn reversible en las mismas
condiciones en que actina se polimeriza y depende de potasio para

dicha polimerizacidn. La fraccidn A-L de la cepa silvestre de ---

E.cofi fu& comparada con la misma fraccidén de una mutante de trans

porte de potasio y se encontré en esta filtima que la A-L no sufre

polimerizacidn, mientras que en la cepa silvestre esto si ocurre

(Damadian 1968} .



II.- OBJETIVOS:

El objetivo general de esta investigacidn fué analizar el e-

fecto de hinchamlento celular en Safmonella typhimunium LT-2 y -

su relacidn con el idn potasio.

Para tal estudio se plantearon los siguentes objetivos:

a) Obtener mutantes de Salmonella typhimusium LT-2 con posibles

alteraciones en el transporte del ifn potasio, utilizando nitro _
soguanidina como agente mutdgeno y seleccionar las mutantes por el

método de penicilina.

b) Caracterizar cinéticamente el crecimiento de una de las mutan-
tes obtenidas y su dependencia de potasio, en comparacidn con la

cepa silvestre.
¢) Medir cl hinchamiento celular y su dcpendencia de glicdlisis y

de la concentracidn de potasio en ambas cepas.



10

III.- MATERIALES Y METODOS

A.- Materiales.

1.° Cepas de Sa€mcneffa Lyphimusrium.

LT-2 Probable fenotipo kdp+, t4K+; protétrofa, obtenida de 1la

coleccidbn del difunto Dr. M. Demerec.

SM-13 No .crece a bajas concentraciones de potasio; obtenida a
partir de LT-2 por tratamiento mutagénico‘con NG y selec

cidn con penicilina.

2.- Conservacidn de las cepas bacterianas,

Las cepas utilizadas en este trabajo se conservaron a 4°C en
tubo con tapdn de rosca, con el medio inclinado que contenia Davis
agar y casaminodcidos. Sc resembraron en el mismo medio y

normal,

se checaron periSdicamente en agar S-S para facilitar su manipula-

cién.
3.- Reactivos quimicos.

Nitrosoguanidina de K y K laboratories Inc. Plainview N. Y. EUA.
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Dextrosa, sacarosa, fructosa, trisma base grado amortiguador y --
reactivo, sulfato de amonio y lisozima fueron de Sigma Chemical
Co. St. Louis Mo. EUA.

Sulfato de magnesio, cloruro de potasic y 2,4 dinitrofenol fueron
de Merck. Darmstadt. Rep. Fed. de Alemania.

Los fosfatos mono y dipotédsicos y mono y disddicos, hidréxido de
sodio, cloruro de sodio, dcido clorhidrico, alcohol etilico,aceta
to de sodio, citrato de sodio, glicerol, metoxiglucosa, cloruro -
de potasio fueron de J.T. Baker. Xalostoc, México.

Extracto de levaduras y casaminodcidos fueron de casa Difco, Mi--
chigan EUA.

Agar S-S, agar bacteriol6gico, Dextrosa y peptona de caseina fue-

ron de Bioxon de México.

Penicilina G-sédica fué de laboratorios farmacduticcs

4.~ Medios de cultivo, soluciones isotdnicas y solucig
nes amortiguadoras.

Todos 1los medios de cultivo se esterilizaron a 15 1bs/p1g2 de -
presidn de vapor (121°C) por 15 min.

La penicilina se esterilizd por filtracidn y se prepard en el

momento- de usarse.

Las fuentes de carbono se prepararon en solucifn aparte del
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medio de cultivo y se esterilizaron en autoclave adiciondndose al

final en concentraciones al 0.4% (p/v). Cuando se requirid de me-

dios. s6lidos se adiciondé agar al 1.5% (p/v).

Para este trabajo se emplearon varios medios de cultivo cuya

composicidn es la siguiente:

Davis normal

Tris Na

Tris K

Medio minimo

KH,PO, 3.0 gr., K,HPO, 7.0 gr., MgSO,. 7H 0

4
0.1 gr.,(NH4)2 504 1.0 gr.; agua destilada
1000 m1 y pH 7.0 {contiene aproximadamente

23 mM de potasio (Davis y Mingioli 1950)).

NaHZPO4 3.0 gr., trisma base 6.78 gr., ---
MgS0,.7H,0 0.1 gr., (NH;),SO0, 1.04 gr., a-
gua bidestilada.a 1000 ml y pH 7.0 (con--
tiene aproximadamente 5 uM de potasio). A

este medio se le adiciond KC1 para. ajustar

a concentraciones de potasio de 5 a 1000 uM)

KH, PO, 3.0 gr, trisma base 6.78 gr., MgS0,
.7H,0 0.1 gr., (NH,),S0, 1.0 gr.; agua des
tilada a 1000 ml y pH 7.0 (contiene aproxi

madamente 10 mM de potasio).

El Davis normal o tris Na con la fuente de

carbono al 0.4%.



Medio rico

Medio para
evaluar el
hinchamiento

celular.

Medio para
cinética de

crecimiento.

Medio para

pre-indculo.
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Davis N, glucosa y agar en las concentra-
ciones al 0.4% y 1.5% respectivamente y -
0.2% de casaminodcidos y extractos de le-

vadura.

Sacarosa 0.4 My glucosa 0.01 M o 0.02 M

(u otras fuentes de carbono a la concentra

cidn de 0.02 M) K,HPO, 2 mM y pH 7.2.
Cuando se midid el hinchamiento celular -
a diferentes concentraciones de potasio sc

hizo un tris Na de 20 a 1000 uM de potasio.

Se utilizaron tres medios que difieren en
la concentracién de potasio; Davis normal,
tris Na (ajustando con una solucidn patrén
de KCl la diferentes concentraciones de
potasio que se trabajan) y Tris K; en to-
dos con la fuente de carbono que se espe=

cifique.

Davis normal casaminodcidos al 0.2% (p/v)
o el medio minimo especificando la fuente

de carbono.



Medio para

reciclaje con

penicilina.

Regulador de

fosfatos.

Regulador de
acetato de

sodio.

Solucidn sali-

na fisiolbdgica.

2,4 DNP.
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Casaminoécidos al 0.04%; tris Na adicio-
nando KCl1 para ajustar a 20 uM de pota-

sio, glucosa 0.4% y penicilina 1000 U/ml
(volumen £inal de 50 ﬁi) en agua bidesti-

lada.

KZHPO4 13.2 g; se disuelven en 1000 ml de
agua destilada, se ajusta con HCl a pH 7.2

( contiene aproximadamente 2 mM de potasio)

Se prepara una solucidén de acetato de so-
dio en concentracidn 0.2M y pH 5.0 y se --

esteriliza =en autoclavc.

NaCl al 0.85% ( p/v), se distribuye en por-
ciones de 100 ml y se esteriliza en auto--

clave.

Solucidn de 2,4 dinitrofenol en concentra-
cién 10 mM en agua destilada y se conserva

en frasco color ambar.
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B.- Métodos.

1.- Mutagénesis con NG ¥ enriquecimiento en bacterias
negativas para el transporte de potasio, por reci-

claje con penicilina.

La cepa silvestre se creci6 en un medio rico durante 16 -
horas a 37°C , la suspensién celular se cosechd por centrifuga=-
cién a 5000 rpm por 15 minutos.

Las c&lulas se resuspendieron en 0.5 ml de acetato de sodio --
0.2M estgril con pH 5.0 y se adiciond el agente mutdgenoc en --
concentracidn de 100 microgramos/ ml como lo reporta Adelberg et
al { 1965) . El paquete celular se incubé por 3.5 horas a 37°C =
sin agltacidn ; transcurrido este tiempo se cosecharon las cé&--
lulas por centrifugacidn y se resuspendieron en 0.6 ml de SSF ;
0.3 ml de esta‘suspensién se adicionaron a 9.7 ml de medio Tico
dejindose en agitacifn durante toda la noche para su recupera--
cidn . Se volvieron a centrifugar, se lavaron con SSF dos veces
y se resuspendieron en el medio para reciclaje con penicilina -
(Lubin M 1962 ; Kaufman H. Gorini L. 1960).modificado por noso-
tros. Se agitaron a 37°C por dos horas ; se centrifugaron y re-
suspendieron en medio rico por cinco horas para su recuperacidn.
Se cosecharon y resuspendieron nuevamente en el medio con penici

lina. Este tratamiento se repitif dos veces mids y después del -
*
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cuarto reciclaje con penicilina las cé&lulas se cosecharon, se
lavaron con solucibn salina y se prepararon diluciones hasta

: 3 . : : . : =
tener aproximadamente 10~ c&lulas/ml. A partir de dicha diluciédn

se sembrd por espatulado en medio s6lido minimo{ Davis normal).

Las posibles mutantes de transporte de potasio se aisla--
ron de las cajas espatuladas tomdndose cada colonia con un pali-x
110 estéril y se sembraron por picadura en el medio minimo men-
cionado anteriormente; se incubaron las cajas por 24-48 horas y
se procesaron por la t&cnica de réplica en placa ( Lederberg y -
Lederberg 1952) en tres medios de composicién diferente que --
fueron ;

a) Medio rico.

b) Medio minimo con glucosa utilizando Davis N.

c) Medio minimo con glucosa utilizando tris Na ajustando a 20 uM

de potasio con KC1.

Las colonias obtenidas de la réplica en placa se selecciona
ron empleando criterios de su crecimiento en los tres medio, eli
giéndose predominantemente aquellas cuyo crecimiento ura casi nu
lo en tris Na y abundante en Davis N; estas clonas se volvieron
a aislar y replicar en idé&nticas condiciones encontrindose por -

segunda vez las mismas caracteristicas de crecimiento.

2.- Medicidn del hinchamiento celular.
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a) En proteplastos de la cepa silvestre.
Para probar la existencia del efecto de hinchamiento celu-

lar en Safmonella typhimurfum se prepars a partir de la cepa =~--

silvestre una suspensidn de protoplastos { células sin pared) de
acuerdo a la técnica de Abrams ( 1959). Para ello el paquete ce-
lular obtenido de un crecimiento de 18 horas dé incubacidn en
medio rico se lav6é y resuspendib en 5 volumenes de regulabr de -
fosfatos pH 7.2 ( 2mM de potasio? , se adiciond sacarosa 0.4M -
se agregd lisozima cristalina en una concentracidn final de 180
ug/ml y se incubé a 37°C por 100 minutos. La suspensién se cen-
trifugé y los protoplastos se resuspendieron ahora en regulador
de fosfatos con sacarosa ; se inocularon entonces matraces nefe-
lométricos ajustando a 0.8 unidades dc alsorbancia y finalmente
se adiciond glucosa en cohcentracién de 002 M y se incubd en
agitacién a 37°C realizdndose lecturas a 660 am a intervalos --

de 1, 5, 10, 15, 20, 30, 40 y 60 minutos,

b).- En c&lulas completas.

Para analizar el hinchamiento en c&lulas completas de la -
cepa silvestre se inoculd &sta en medio rico dejindose crecer -
per 18 horas; transcurrido este tiempo las c&lulas se cosecha-~
ron.por centrifugacidn y el paqueté celular se lavd tres veces

con SSF y una con regulador de fosfatos. En matraces nefelomé--
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tricos previamente estériles se colocaron 50 ml del regulador -
sacarosa 0.4 M y se adiciond un inSculo de células hasta ajus-
tar a una densidad &ptica de 0.8. Finalmente se adiciond gluco-
sa en concentracidén 0.02 M en un volumen final de 60 ml y se --
leydé a 660 nm; se incubaron los matraces y se hicieron lecturas
a los intervalos de tiempo mencionados en el punto a).

En todos los experimentos se colocaron 2 matraces control,
uno conteniendo glucosa 0.02 M y regulador de fosfatos (sin sa-
carosa) y otro conteniendo sacarosa 0.4 M y regulador de fosfa
tos (sin glucosa).

En la cepa SM-13 el ensayo se efectud en las mismas condi-
ciones que para la cepa silvestre.

El ensayo también se hizo sustituyendo la glucosa por --
metoxiglucosa, acetato, citrato, glicerol y fructuosa a la mis-
ma concentracifn para ambas cepas (0.02 M) y con glucosa a di-
ferentes concentraciones de potasio (20 a 23 000 micromolar).

Los controles en todos los casos fueron como en el experi--

mento con glucosa y ademfs se adicioné un control positivo con

este carbohidrato.

3.- Preparacifn de inSculos.

En la mayoria de los casos las c&lulas se crecieron durante

toda la noche a 37°C en agitacién para tener un buen indculo.
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Para cinéticas de crecimiento los indculos se prepararon en
medio Davis N. con casaminbécidos, pero en ciertos experimentos
se varib la fuente de carbono segiin se especifica. Las c&lulas
se cosecharon por centrifugaci6én a 4°C en una centrifuga Sorvall
(rotor GSA) a 2600 x g durante 15 min.; se lavaron y resuspendie~

ron en SSF antes de usarse.

4,- Cinéticas de crecimiento bacteriano.

Las condiciones que se utilizaron para las cinéticas de cre-
cimiento son las indicadas por_Parada y Ortega (1967) preparindo
las células de acuerdo al experimento a realizar:

Las c8lulas lavadas se distribuyeron en matraces nefelom&tricos ’
Bellco de 300 ml equipados con tubo lateral de 19 mm de didmetro

con 50 ml de medio de cultivo, ajustédndo la lectural inicial a --
0.08 unidades de absorbancia. Las bacterias se incubaron aerdbi-

camente a 37°C en un agitador rotatorio New Brunswick a una velo-
cidad aproximada de 150 rpm. El crecimiento se determind cada ho-
ra mediante la densidad 6ptica de los cultivos a 660 nm usando -~

para ello un espectrofotSmetro marcz Coleman modelo Junior.

5.- Efecto del lavado con 2,4 dinitrofenol en el hincha-

miento celular.

Para estimular la captacidn neta de potasio por las célu-
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las estas deben ser sometidas a un tratamiento por medio del --
cual el potasio intracelular sea eliminado por completo; esto -
puede efectuarse por medio de shock osmético o por un tratamien
to con 2,4 dinitrofenol el cual extrae alrededor del 90% del po
tasio celular en los primeros minutos{ bDavis et al 1976).

Con objeto de tener células libres de potasio intracelular
se trataron con DNP 10 mM para lo cual el cultivo en fase expo-
nencial se cosech6 por centrifugacién y se resuspendid en DNP
por 5 min; las c@&lulas se lavaron 3 veces con SSF para eliminar
el compuesto lo mejor posible y entonces se resuspendieron en --
matraces nefelométricos conteniendo regulador de fosfatos y saca
rosa , se ajustaron a 0.8 unidades de absorbancia, se adiciond -
glucosa y se determind el hinchamiento celular a los diferentes
tiempos ya establecidos . En esta ocasifn se probaron concentra-
ciones de potasio por abajo de 20 micromolar tanto para la cepa

silvestre como para la mutante.
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IV. RESULTADOS.

1.- Mutagénesis y seleccién de mutantes alteradas en el trans

porte de potasio por reciclaje con penicilina.

Para la mutagé&nesis se emple6 el agente alquilante nitroso-
guanidina el cual actiia 2 nivel de la horquilla de replicacidn --
produciendo mutaciones puntuales en las bases expuestas de las --
cadenas que habridn de replicarse; por 1lo tanto su accién es espe-
cifica del sitio y momento de duplicacidn del genoma bacteriano -
{ Cerdda - Olmedo , Hanawalt y Gucrola 1968 ; Bolstein y Jones =--
1969 )

La nitrosoguanidina hasta hace algunos afios se le considera-
ba como el mutdgeno quimico més potente debido a que es capaz de
producir gran némero de alquilaciones que originan mutaciones le-
téles ( Lee , Gold Mirvish 1977 ). Esta caracteristica ha favore-
cido que se hayan localizado nuevas lesiones cromosémicas (te---
niendo otras marcas de referencia) pues es posible mediante un -
solo tratamiento obtener mutantes vicinales dafiadas en dos o mds
genes. La cepa SM-13 fué obtenida mediante un solo tratamiento --
mutagénico con nitrosoguanidina. Con ¢l sistema de seleccidn de -
mutantes por el método de reciclaje con penicilina se obtuvieron
aproximadamente 50 colonias por caja ( se prepararon 60 cajas )} -

.

a 1las 72 horas de incubacién.
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Dichas colonias se aislaron y seleccionaron por la técnica
de réplica en placa y se encontrd que solo unas 20 colonias pre
sentaron un crecimiento Optimo en un medio con alta concentra--
cibn de potasio pero su crecimiento en baja concentracidn del --

. idn era muy escaso; por tal motivo dichas colonias se aislaron y
replicaron nuevamente en alta y baja concentracién de potasio y -
se encontrd que solo 7 colonias segufan manteniendo la caracteris
tica de crecer lentamente en baja concentracién de potasio para -

lo cual se caracterizaron por cinética de crecimiento en medio

1fquido .
2.- Crecimiento en medio s&lido.

Cuando las mutantes aisladas por el método de seleccifn con
penicilina se cultivaron en cajas utilizando como fuente de car-
bono y energia a la glucosa, las colonias inoculadas en una con-
centracidén de potasio aproximadamente 20 qufueron visibles a -~--
las 72 horas de incubacidn aunque su crecimiento en medio rico y
en medio Davis N fué rdpido observiandose las colonias a las 24 --
horas de incubacidn al igual que la cepa silvestre que se empled
como control de crecimiento en estos medios de cultivo.

En base a los resultados obtenidos se selecciond para los -

subsecuentes experimentos la clona que mostrd mis estabilidad en

cuanto a su incapacidad de crecimiento en medio con baja concens
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tracidn de potasio a la cual denominamos SM-13 .

3.- Cinéticas de crecimiento de los cultives en medio 11

quido, y de SM-13 en diferentes concentraciones de -

potasio.

En la figura 1 se presenta la ciné&tica de crecimiento de la
cepa SM-13 que, como se dijo, parece presentar problemas en su --
capacidad de transportar el ién potasio, para lo cual se probaron
diferentes concentraciones del idén en el medio de cultivo que van
desde 0.005 mM hasta 23 mM ; esto fu& con la finalidad de deter--
minar en que rango de concentracidén dicha cepa es capaz de crecer.

N&Gtese que en concentraciones de 0.020 mM el crecimiento es
nulo y conforme ;e incrementa la concentracién de potasio la ve--
locidad de crecimiento aumenta también.

Con el fin de determinar si el crecimiento de esta cepa no -
es favorecido por la presencia de cloruros en vez de potasio( por
el KCl adicionado ) se colocd un matraz control en el cual se --
sustituyd KCl por NaCl y puede observarse que el crecimiento es -
completamente nulo, lo cual nos indica que se requiere de 1la pre-
sencia de potasio en el medio de cultivo para que la ccpé crezca.

El medio Davis N sin citrate ( Davis ; Mingioli 1950)es ~-
aproximadamente 23 mM de potasio y es utilizado comiinmente como

fuente da sales minerales para el cultivo de Safmoneffa Lyphimu -
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#fum , por tal motivo dicha concentracién es Sptima para el cre--
cimiento por lo cual quisimos probar medios con concentraciones
bajas e intermedias del i6n y para tal efecto se llevaron a cabo
cinéticas de crecimiento probindose tres concentraciones diferen-
tes.

‘En la figura 2 se presenta la cinética de crecimiento de 1la
cepa silvestre ( LT-2 ) y la cepa mutante SM-13. Nbtese que el =
crecimiento de la cepa silvestre e€s similar en las tres concen--
traciones. En la misma grafica encontra%os que la cepa SM-13 a -~
bajas concentraciones del i6n ( 0.020 mM ) presenta un crecimien-
to escaso y conforme se incrementa la concentrzacidsn de potsio se
observa una mejoria considerable,

Cabe mencionar que el matraz con la cepa SM-13 que contenia
potasic en baja concentracién, antes de la tercera hora de incu-
bacién no presenta indicios de desarrollo, por lo tanto se divi-
dif su contenido y a un matraz se le adiciond un pulso de KC1 --
mientras que ta fraccidn restante se mantuvo dintacta.

Puede observarse en la grédfica que transcurridas tres hotas
de incubacidén el matraz al que se adiciond KC1 comienza 2 diépa~-
rar su c¢recimiento en forma notable mientras gue la segunda. frac-

cidn de dicha concentracidn se mantiene sin.crecer hasta finalizar

las 8 horas de duracidn de la cinética.

.

4, --UHinchamiento celular .,
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a) En protoplastos y en células completas de la cepa silves-

tre.

Cuando los protoplastos de la cepa silvestre se sometieron -
al procedimiento establecido por Abrams para evaluar el efecto de
‘hinchamiento se observé que en el transcurso de los primero 10 min.
se presentabA una muy brusca cafda en la densidad 6ptica del cul-
tivo, esta baja se mantuvo aproximadamente 10 min., mds y transcu-
rrido este lapso la absorbancia comenzé a incrementarse; en proto
plastos el efecto de hinchamiento y recuperacién ocurrié aproxima
damente en 90 min. aunque la grfifica que se muestra es hasta los
60 min.

En células completas <& la cepa silvestre LT-2 se encontrd -
el mismo comportamiento que en protoplastos, con excepcién de que
en este caso la recuperacidn se presentd en forma parcial, es de-
cir, la densidad Sptica no retornd a su valor inicial. Estos re--
sultados contrastan con los obtenidos por los tres controles que
se siguieron. Los resultados del hinchamiento para protoplastos
y c€lulas completas de la cepa silvestre se muestran en la figu-

>

ra 3.

b) En la cepa mutante SM-13.

En la mutante que no crecid en las bajas concentraciones de

potasio encontramos que a una concentracién de 20 micromolar fué
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incapaz de presentar hinchamiento mientras que a 2000 micromolar .
el hinchamiento ocurrid presentando un comportamiento similar al
de la cepa LT-2 con recuperacidn pércial a los 60 min. de incuba-
cidén. En la figura 4 mostramos el hinchamiento celular para esta

cepa en comparacidn con la cepa silvestre.

c) En cé€lulas completas a diferentes concentraciones de pota

sio.

Una vez que comprobamos que S, typhimunium es capaz de pre--
sentar hinchamiento celular quisimos conocer en que rango de con-
centracién de potasio tanto la cepa LT-2 como la SM-13 tenian la
posibilidad de presentarlo para lo cual trabajamos un rango de
concentraciones de potaéio que va desde 20 hasta 23 000 micromo--
lar.

En la figura 5 se muestran las grdficas representativas de -
cada concentracién y puede verse que la cepa silvestre presenta -
hinchamiento alin en las concentraciones mis bajas. Por su parte -
la cepa mutante se sometid al mismo tratamiento a diferentes conm-
centraciones y pucde verse que en un rango de 20 a 100 micromolar
n; dcurrié el efecto y conforme se incrementd la concentracidn --
del i6n el evenfo se favorecidé notablemente (250, 500, 1000, 2000

10 800,23 000 micromolar).

d) En células completas con metoxiglucosa.
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Con objeto de determinar si el hinchamiento celular depende
directamente del metabolismo de glucosa probamos un andlogo de es
ta (metoxiglucosa) el cual es introducido a 1a cé&lula pero no es
utilizado por ella; en la figura 6 podemos ver que tanto en la -
cepa LT-2 como en la mutante SM-13 con la substitucién por metoxi
glucosa el evento no ocurrié tal y como se presentd en el matraz
con glucosa donde los primero 10 min. se observd la caida de tur-

bidez del cultivo.

e) En células completas en diferentes fuentes de carbono.

Una vez que se prob& que el hinchamiento es un evento dependien
te de la presencia de glucosa en el medio probamos otras fumentes
de carbono con el fin de conocer el efecto de estos compuestos -
en el hinchamiento (algunos intermediarios de glicdlisis y otros
de ciclo de Krebs).

Aparentemente en ambas cepas el hinchamiento fué mis marcado cuan
do se usaron intermediarios de glic6lisis como fuente de carbono

(fig :7) .

5.+ Efecto de 2,4 dinitrofenol en el hinchamiento celular.

Si bien se esperaba que después del tratamiento con 2,4 DNP
las cé&lulas tuvieran una respuesta mis marcada con respecto a su

acumulacidn del id6n potasio pudimos cbservar que tanto la cepa --
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silvestre como la mutante no presentan ningén efecto en cuanto a

ser vaciadas de potasio intracelular, por el contrario parece ser
que el tratamiento con este agente pudo afectar su viabilidad, --
pues al someter las c&lulas al hinchamiento celular estas no pre-

sentan ninguna respuesta ( Fig. 8 ).
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Fig. 1. Cinética de crecimiento de S, typhimunium
SM-13 en glucosa al 0.4% y diferentes --

concentraciones de potasio.

0O Trxis Na {5 uM de X* )

A Tris Na ( 250 uM de K%)

O Tris Na ( 500 uM de K™Y

O Tris Na ( 750 uM de K©)

® Twis Na { 1000 uM de XN

® Tris Na ( 1250 uM de K9)

@ Tris k¥ ( 10 000 uM de K*)

A Tris Nz { 5uM de K¥ + 1500 uM de Na

como NaCl ).
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Fig. 2. Cin€tica de crecimiento de S. typhimuaium
CLT-2 y SM-13 en glucosa al 0.4% y varian
do la concentracién 'de potasio del medio

de cultivo.

B Tris Na ( 20 uM de K¥ )

A Tris X¥ ¢ 10 000 uM de k*)

©® Davis N ( 23 000 uM de K)

® Adicibn de KC1 a la tercera hora de in-

cubacién ( 2 000 uM de K'de concentra--

cién final ).
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Hinchamiento celularxr en protoplastes

.y c€lulas completas de S typhimurium

LT-2.

Blanco ( regulador de fosfatos 2 000 uM de ")

Control sin sacarosa { con glucosa 0.02 M b}

Control sin glucosa { con sacarosa 0.4 M )

Glucosa 0.01M y sacarosa 0.4M + K (2 000 uM )

Glucosa 0.02M y sacarosa 0.4M + K*(Z 000 uM )
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Fig. 4. Hinchamiento celular en S.typhimurium
LT-2 y SM-13 en alta y baja concentra-

cién de potasio.

[ Control con glucosa 0.02M ( sin sacarosa )

A Control con sacavosa 0.4M ( sin glucosa )

O Tris Na ( 20 uM de ' o glucosa 0.02M + sa-
carosa 0.4 M ).

@ Tris Na ( Z 000 uM de K' + glucosa 0.02M

+ sacarosa 0.4 M ).
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Fig. 5. Hinchamiento celular en S.fyphimurium
LT-2 y SM-13 en diferentes concentracio-

nes de potasio.

1 Control con glucosa ( sin sacarosa )

/A Control con sacarosa { sin glucosa )

® Regulador de fosfatos ( 2 000 uM de K+)

O Tris Na ( 5 uM de Kt glucosa 0.02M + sac. 0.4M)
O Tris Na (20uM de x* *+ " 0.02M + " 0.4M)
@ Tris Na (100uM de K* + » 0.02M + " 0.4M)
A Tris Na (250 uM dek* + = 0.02M + " 0.4M)
@ Tris Na (500 uM de K*'s+ 0.02M + "0.aM)
¥ Tris Na (1000 uM de k¥ 0.02M + " 0.4M)
v

Davis N ( 23 000 uM de K'e 0.02M + ** 0,4M)
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Hinchamiento celular en S.Ztyphimunium

LT~2 y SM-13 con metoxiglucosa.

Control con glucesa 0.02 M ( sin sacarosa )
Metoxiglucosa 0.02 M,sacarosa 0.4 M y K'2 000uM

Glucosa 0.02 M , ;acérosa 0.4 My K* 2z 000 uM
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Fig. 7. Hinchamiento celulae en S.Zyphimuadum
LT-2 y SM-13 en diferentes fuentes de

carbono.

Control con sacarosa 0.4M ( sin glucosa §

Citrato 0.02 M, sacarosa 0.4M y 2 000uM de K™
Acetato 0.02 M, sacarosa 0.4M y 2 000uM de K*
Glicerol 0.02M , sacarosa 0.4M y 2 000uM dex®

Fructosa 0.02M -, sacarosa 0.4M y 2 000uM de K'

e B » O O D

Glucosa 0.02Z M , sacavrosa 0.4 ¥ y 2 C00uM de K+
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Hinchamiento celular en S.typhimunium

LT-2 y SM-13 a bajas concentraciodnes

de potasio utilizando 2,4 dinitrofenol

(10 mM) .

Regulador de fosfatos 2 000 uM de K*

Control sin glucosa, con sacarosa
Control sin sacarosa, con glucosé
Tris Na ( 5 uM de K* + sac. 0.4M
Tris Na { 10uM de K + "  0.4M

Tris Na ( 20uM de K* + * . 0.4M

0.4M
0.02M

+ glu.0.02ZM)
+ v o0.02M)

+ v g.02M)
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V.- DISCUSION.

En el presente trabajo se trataron de dilucidar dos aspectos
principales: la existencia del hinchamiento celular en Safmoneffa
typhimurium LT-2 y la relacidn de este evento con la concentracién
del idn potasio.

Para‘tal efecto se plantef el aislamiento de mutantes de --
transporte de potasio, las cuales fueron obtenidas mediante trata
miento mutagénicd con nitrosoguanidina.

Nuestras mutantes se obtuvieron a partir de la cepa silves--
tre ( LT-2) en un medio liquido efectuindose un soleoc tratamiento
mutagénico del cual obtuvimos alrededor de 7 cepas que presenta-
San la caracteristica de no crecer en una baja concentracién de -
‘potasio; sin embargo por medic de cinéticas de crecimiento en --
diferentes concentraciones del i6n seleccionamos una sola cepa a
la cual se e ha denominado SM-13 lla que present§ una mayor es-
tabilidad en cuanto a su incapacidad de crecer en una baja con--
centracién de potasio. Estos resultados son similares a los obte-
nidos por Lubin y Kessel ( 1960) al aislar mutantes de transporte
dé'potasio~en E.cof{ B incapaces de crecer en una concentracién
por abajo de 40 uM, y a los de Dam;dian y Solomons (1964) donde
sus cepas obténidas por mutagénesis con luz UV seleccionadas con
penicilina son.incapaces dei crecer en una concentracién de 20 uM.

En nuestro caso la mutante obtenida no crecié en medio liqui
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do en las prime%as siete horas a una concentracién de 20 uM, --
sin embargo, después de este tiempo inicié un lento crecimiento,
esta caracteristica es de considerarse debido a que a su vez se
corrieron otros dos matraces de prueba con cgncentracioneg de 10
mM y 23 mM respectivamente y en ambos casos el crecimiento se --
hizo evidente a partir de la terxrcera hora de incubacién; lolmismo
ocurrié para nuestra cepa control que fué la cepa silvestre-en -
cuyo caso el crecimiento se inicié en la tercera hora de incuba-
cidn pero en este caso para las tres concentraciones, cabe mencig
nar que en este caso el crecimiento obtenido no es de colonias --
revertantes.

El comportamiento de esta mutante nos hizo suponer que su --
crecimienfo era dependiente de la concentracién de potasio en el

.

medio y para ello en un posterior experimento se probd adicionar
potasio en forma de KCl al matraz de baja concentracidn del ién
( 20 uM ) para ello el contenido de este se dividié en la tercera
hora de incubaciﬁn en la cual no h#b;a indicios de crecimiento; a
un matraz " A ' se le adiciond el KC1 mientras el otro " B " se -
dejd iﬁta;to. Pudimos observar que a 1a cuarta hora de lectura --
mientras que las células de " B *' seguian sin crecer, las del ---
matraz ' A "' comenzaron a presentar crecimiento el cual se fué --
incrementando conforme transcurridé el tiempo.

N . !
Esto nos sugiere que probablemente nuestra cepa mutante. es-
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té presentando alteraciones a nivel de transporte del ifn , por
1o que en baja concentracifn no se acumula suficiente y ello --
quizi resulte en su bajo crecimiento. Si bien hemos hablado del
'aiglamiento de mutantes de transporte debemos mencionar que el
[

oﬁfetivo primordial de este trabajo fué el andlisis de un posible
efecto de hinchamiento celular en nuestro modelo bacteriano del
cual no se tiene hasta la fecha ningiln reporte como los ya exis-
tentes de Abrams ( 1959 ) en protoplastos y células completas de

Streptococcus gaecalis y por Minkoff y Damadian ( 1976) en cé--

lulas completas de E.cofli .

En este trabajo planteamos probar la existencia de dicho --
evento para lo cual probamos reproducirlo como se ha reportado,
esto fu€ tanto en células completas como en protoplastos de ---
S.typhimurium LT-2.

Nosotros encontramos que en cé€lulas completas el hinchamien
to ocurrid como una cafida brusca en la turbidez del cultivo en -
los primeros 10 minutos de incubacién ; la lectura més baja a -~
la que se l1legd se mantuvo por lo general entre 5 y 8 minutos --
mis a2l cabo dc los cuales comenzd a subir nucvamente aunque en -
ninguno de Jos casos logrd alcanzzar su valor inicial. En cuanto
al ensayo en protoplastos el efecto sucedid igualmente en los --
primeros 10 minutos de incubacidén , se mantuvo de 5 a 8 minutos,
sin embargo en este caso la recuperacidn no fué& muy buena, esto

nos sugiere que probablemente debide a la fragilidad de la mem--

3
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brana de estas cé&lulas haya ocurrido su lisis.

De estos resultados pudimos comprobar que en Sa€monefla typhi
muitidm LT-2 el hinehamiento celular si ocurre,esto en condiciones
experimentales que involucran la presencia de una fuente de carbg

no y energia como es glucosa, de un-azGcar impermeable y que a su
vez actia como estabilizador osmético que es sacarosa y de un ade
cuado suplemento de potasio.

Si bien la ocurrencia del evento no es exactamente igual en

protoplastos y en células completas sin embargo podemos ver que -

la aparicidn del fendmeno suceéde en condiciones similares a 1las
reportadas por Abrams ( 1959) y por Minkoff y Damadian ( 1976) --
donde lo definen como un ciclo de hinchamiento y contraccidén deteg
tadoApér la caida brusca en 12 D.C. del cultivo en un pericdo de
30 a 40 minutos.

Una vez que obtuvimos nuestra mutante de transporte probamos
su capacidad de crecimiento en diferentes concentraciones de pota
sip y encontramos que &€sta es capaz de hacerlo solo en concentra-
ciones por arriba de 100 uM .

En la figura 4 se presenta la medicidén del hinchumicnto tantoe
para la cepa silvestre como para la mutante en altas y hijas cona-
centraciones de potasio; ndtese que la cépa silvestre proesenta hin

chamiento en ambos casos en tanto que la mutante lo hace a 2mM --

pero no asi en 0.020 mM .
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Esto nos permite visualizar que su incapacidad de crecer en
baja concentracifn de potasio y por lo tanto de acumularlo estd -
afectdndo a su vez su capacidad de presentar hinchamiento celu--
lar, para ello probamos ensayar €ste para ambas cepas trabajando
con un rango de concentraciones que van desde 20 uM hasta 23 000
uM y en la figura 5 puede verse que la cepa silvestre presenta hin
chamiento en cualquier concentraci6tn del idén , pero en la mutante
SM-13 el efecto no ocurre por abajo de 100 uM .

De esto podemos suponer que en nuestra mutante el hinchamien
to es un evento que depende de la concentracién de potasio presen
te en el medio de cultivo,

Por otra parte se ha postulado que el hinchamiento es un ---
evento dependiente de glic6lisis{ estoc en E.cofl{ ) Abrams 1959 }
y por tal motivo estudiamos esta dependencia en S, typhimurium ,
para ello se planted utilizar un compuesto similar estructuralmen
te a glucosa que no fuera utilizado por esta bacteria; cncontra--
mos que tanto en la cepa silvestre como cn la mutante de transpor
te de potasio el hinchamiento no ocurrié, mientras que en el con-
trol positivo que contenia glucosa se observd la caida de la D.O.
de inmediato.

Se sabe que la célula es capaz de introducir este compuesto
a su interior peroc no es utilizado por ella como sustrato meta--

b6lico, por lo que para que el hinchamiento se lleve a cabo se --
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requieren ne solo de la entrada de glucosa a la célula sino tam--=
bién de su degradacidn.

Nos propusimos tratar de analizar si otros compuestos tenian
el mismo efecto 'celular, para ello probamos varias fuentes de -~
carbono algunas que se degradan por la via glicolitica como son -
fructosa y glicerol y otras del ciclo de Krebs que fueron citrato
y acetato; encontramos que en ambas cepas cuando se utilizan los
sustratos del ciclo de Krebs el fendmeno ocurrié en menor grado
que en prescncia de fructosa, glicerol y la misma glucosa.

Esto nos comprueba que para ser inducido el hinchamiento se
requiere el aporte energé@tico de los compuestos metabSlicos de la
via glicolitica asi como de un adecuado suplemento de potasio y de
sacarosa.

.Debemos mencionar que en nuestro trabajo se empleS en forma
especial el método de seleccidn con penicilina debido a que por -
medio de este podemos obtener poblaciones muy selectivas en las -
cuales hemos climinado completamente a las bacterias prototrofas
permitiéndo de esta manera que las c&lulas auxdtrofas sobrevivien
tes no se reproduzcan por faltarles el requerimiento.

La modificacidn hecha por nosotros al método consistif en --
incubar las bacterias resultantes de la mutagénesis en presencia
de bajas concentrac;ones de aminoidcidos ( para eliminar auxétro-

fas ) en un medio con baja concentracién de potasio de manera que



VI.- CONCLUSIONES.

1.- La cepa silvestre Safmonefla typhimusiium LT-2 es capaz de

presentar el hinchamiento tanto en células completas como en

protoplastos.

2.~ En la cepa silvestre el hinchamiento puede ocurrir en cual--
quier concentracifén de potasio, debido a que no presenta nin

guna alteracidn a nivel de transporte de este ifn.

La cepa mutante es incapaz de crecer en concentraciones de po

tasio por abajo de 100 uM

4.- Se requiere un solo tratamiento mutagénico para aislar este -
tipo de mutantes, siendo ademis muy importante para ello uti-

v
lizar el método de seleccidn con penicilina, con el cual se -

obtienen poblaciones muy selectivas.

E1l hinchamiento celular es un evento que requiere del aporte

energético de cualquier intermediario de glicdlisis.

6.- Consideramos que la cepa mutante SM-13 , por su comportamiento

sufrié una mutacidn en el transporte de potasio o es dependien

te del ién.
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las mutantes defectuosas en el transporte de este i6én ( que no --
crecen a bajas concentraciones del mismo ) permanecen sin repro-
ducirse y por tanto, no les afecta la penicilina. Con esta modifi
cacién solo aquellas c&lulas protétrofas incapaces de acumular po

tasio pueden permanecer viables y ser posteriormente recuperadas.
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