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Resuiten 

Por mutag&nesis inducida con NG se lograron obtener mutantes 

que pueden utilizar ~-glicerclfosfato como unica fuente de carbono 

v energ1a. confirmando asi. que la cepa silvestre de Satmonella 

typhtmu.rtt.11Tl LT2 no es capa= de utilizar dicho sustrato como única 

fuente de carbono y de energia. Primeramente se obtuvieren mutan

tes que lo utili=an len~amente y a partir de estas, en forma es
pontánea o mediante una segunda mutación. se obtuvieron mutantes 

que lo utili=aron r~p1aa~ente. 

Se encentro que la frecuencia de mutacicn espontanea para la 

utili=ación de ~-glicerolfosfato es de ~.24 
-•z 

10 V la de 

mutaciOn inducida con nitroso~uanidino de !.~6 ~ 10-
0

. 

Se tra~o ae obtener una muta~te n· a~xctrofa con el fin de 

que ncs avudara a lccali=ar el gen o los genes responsables de 

utili:aciOn de n-glicerolfosfatc. S1n embargc. bajo r.uest.raE 

condiciones experimentales v con la cant.idad de mutantes empleadas 

ne se obtuvieron es~as mutantes. 

Mediante c1nl)ticas de creci1:ient.o. variando la concentraci6ri 
del sustrato en estudio. se observo que existe una pres ion 

selectiva del medio va que la concentracion del sustrato favorece 

el ~recirniento de las mutantes. 

U~ili=ando electroforesis unidirnens!on3l en placa, buscamos 

si nab!an diferencias especificas en las proteinas de inducciOn de 

~-glicerolfosfato. Legramos observar ~ pro~e1nas de inducción de 

glicerol que se encontraron ta~b10n presentes en la cepa r~pida en 

(1-glicerolfosfat.o con pesos moleculares de 76. 70, 40 y 26 ~:Da. 

sin embargo. no nos fue posible encontrar una pro~sina que sólo se 

encentrara inducida en ~-gl1cerolívsfo~c. 



L INTRODUCCION 

Los ca~bios morf ol~gicos y funcionales t.ier.en eo:o base l~s 

ca~bios genéticos; la evoluciOn biológica ocurre debido a que el 

material hereditario. el DNA. puede cambiar de ~eneracion en gene
r~·:1.:5!"l. La. herencia es un proceso conservador. pero no cc2plet.a

mente. La información hereditaria de las células esta protegida de 

:odo que se transoita inalterada a las generaciones fu~uras S1n 

e.cbargo. ocasionalcent.e. ocurren ··errores" ~e tal :::a:".ero ,:¡~e 

las Células nijas difieren ce las proge~itoras e~ la se=ue~cia o 

en la cantic!ad de ONA. Estos cambios del materia~ gar.9't.icc se 

llaman ~~tac iones (Avala 19e4l. 

Los microorganiscos. particular:ente las ~a=terias. tienen la 

capacidad. por ~edio de ~utaciones. ae adquirir nuevos fenotipos. 

incluyendo la capacidad de crecer en medios en los que no crecla 

su cepa paren~al; asi cc=o la capac1oac oe perder algunos fun~i~

nes existen~es \ClarKe !9i~;. 

La ''evolucion adquisitiva'' se ha estudiado pr1ncipal~ente c:=c 

la respuesta de ut1l1::ac10.-i de nuevos sust.ratos no deg:-adados 

normalmente p-or las cepas silves~res. en~ontrandose íor:as 

princ!pales ~ediante las cuales un ~icrocrganis3~ puede ganar es~a 

nueva actividad fHagema:-i y Roser.t-erg 19701: 

a iVclvild-n·jose const!.tutiva ~r"1a el"'.::.:.::a ::: per:easa antes induci

ble (p~rd1da de control en:icat!.co!. 

b!Cambio en la especif:c:.dad Ce la induc:ion de una en::.ima o 

gr~po enzi:cat.ico que posee alguna act.ividad hacia el nuevo 

co~puest.o {control enzi:aticc t:!3~~enido1. 

C)Disrninucion e~ la sensibiliCad hacia ~etabolit.os nor:al:ent.e 

t.Oxicos. pro~uc1cos a pa~~lr aei nuevo sus~rat.~ . 

.::!}Adquisición de pe~eea:bilidad hacia un coz:puest.o net.aboriza~ 

ble. al cual las células progenitoras son impermeables. 



Cuando algunas poblaciones ae ce lulas est.an 5u jetas a una 

fuert.e presión selectiva. aparecen variantes que llevan cam'::>ivs en 

su secuencia de ONA, i::ost.ran.:to un cambio apropiado en ~l fen.o'tipo. 

Si la seleccion se aplica a c&lulas creciendo en medio 11quiao. la 

poblac.icn con el fenotipc- origir-.al va a ser suplantada t.arde o 

~emprano por las Qutantes: si las colulas sen inmovilizadas en ca

ja. las mutantes forcarAn colonias o papilas apareciendo sobre el 

resto de la pobla~ion. El problema es det.er~inar cuánt.as de es~as 

QU~antes estan surgiendo co~o respuesta directa y especifica a la 

presión selectiva \no hubieran ocurr!=~ en su ausencia> v cuántas 

son espontaneas (hubieran a?arecido a~n en la ausencia de la se-

Luria ;· Delbruck fueron los pri:ercs en in'tent.ar esta 
dis~incion. E:los estudiaren el origen de las mutantes resistentes 

a fago que son encentradas cuando se plaquean cultivos de ~.coti. 

en presenc~a del bac~eriófago Tl. Ellos consideraren 2 modelos: en 

el ~rimero. se asume que las mutantes aparecen despues d~ plaquear 

en respuesta al ataque por el bac~eriófago; en este caso. las mu

t.a::i:-nes det-en ':lcurrir en una p.-.:que!"a fracción de la~ ba.:ter-ias 

expuest:as al ·.·irus v el numero Ce rnut.ant.e~ encont.r3do en c3da gran 

gru~o ae c~ltivos independient.es . ..:!~t·e formar una distribución Ce 

Poisson cuva rted.1a es el product.o del numero de bacterias plaquea

das y ae la probabilidad de que una bacteria pueda vclver5e resis

ten~e antes de que sea destruida por el fago. En el segundo mode-

1::. se- a.sume que las routar-.t.es apa.rece11 espc:-¡~Aneamente. cc=io re

sul'tado de un error en la repl1c~~!~~. y tj~nen una probabilidad 

constante de ocurrir en la vida de ~ada bacteria. en este caso los 

eventos :.ut.acionales est.arian dist:ribuidos al azar en't.re cada .:.ul

tivcs v el número final Ce ~u~ant.es deberla ser alta~en~e variable 

porque no ~odos los cultivos sufr1rAn la ~utacion en la reisma fase 

de cre.:.1~1~nto ~ al~~nos cultivos van. por casualidad, a sufrir 
una ~uta~icn ~e~prana en su creciniento y por lo tant.: ~erminaran 
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conteniendo un gran n~roero de mu~antes. Cuando fueron puestos 

en pre~encia del fago. el número de mutantes resisten~es a Tl fue 

muy variado de una Questra a o~ra encontr•ndose cultivos que ccn

ten1an hasta 100 veces el valor de la media del ~rupo como un to

do. Luria y Delbruck concluveron que las mutaciones para resist~n

cia al fago son el resultado de eventos espont~neos. que ocurren 

duran~e el cre~imíent~ de los cul~ivos antes de que havan sido ex-

pues'tos a alguna seleccion (Luria y Oelbrúck, 19.!.3). Sin ezt1t.argo 

muchos biól.:ig:Js consideraron el asunto 1::oda\.'!a abierto. Henos de 

una d&cada después J. v E, Lederberg ~tilizaron la ré-plica er. pla
ca pa~a demostrar que se pueden aislar cul~ivos puros fago-resis

~ent.es sin exponer los culLivos al fago. De acuerdo con les resul

t.ados :.!e Lederberg:. las mut.acicnes apa.rec~n aleat'oriament.e con el 

tiempo en cultivos en ~~ec:miento. ~ :a selección servia sólo para 

revelar la existencia de esas mutan~es. tos experimentos se repi

tieron .:..::'1 una ·~·a.:--iedad de pr-esicnes selec'tivas y en una éFªn va

riedad de organisttcs. desde E:. col t. r1aSt.Q t:':-o~op)-i-.. ta -spp .. En t.o

dos los casos las ~utaciones o~urrieron en la ausencia de selec

cion. De es.t.,:.is expe:-i?::et1t.cs nacio el dogrr.a que itu1::acion v selec
ción son procesos completaz::ent.e separados. y que las rout.acior.es 

aparecen sin i=~crtar que pue~an causar un efec~o ben&fico o de 

supresion al organismo !Hall. 1991>. 

En : 9E:3 Ca1rns y :::>labora'2cres seralaron que les experiment.cs 

an~erivres hablan empleaao seleccion letal. en la cual hay un lag 

de varias generac1ones en:re la aoaricicn de una mutaci~n v la ex

pres~on fenctipica de dicha mutación. En el case de la resistencia 
al fago, la célula no se vuelve resist.en~e en el momen~o en que la 

mutac1on ocurre porque los receptores al íago en la superficie de 

la: .:.C.!.'.;.!.a estaban t.odavia presentes. son necesarias va:-ias genera

ciones de crecimiento para dilu!r ¡os ~e~~rtores funcionales al 

fago antes de que la c&lula ~~eda sobrevivir la exposicion al fa

go. Como resul~ado, las ~nicas ~u~aciones que pudieran haberse Ce-

3 



tectadc en aquellos experi=entos eran mutaciones que o~urrieron 

varias generaciones antes de la exposicion al fago; aunque el fago 

hava causado miles de mutaciones más. las mutaciones adicionales 

inducidas por el fago no hubieran p~dido dete:tarse debido a la 

resistencia genet.ica pero fenotípicamente t.odavia sensible, por 

tanto, las Células mu~antes serian destruidas por el 

tras los experimentos de Luria v De.lbruck .jemost.raron 

fago. Mien-

sin duda la 

apariciÓ"n de mutación en ausencia .je se.!.e::ciOrJ. excluverc-n que al

gunas mutaci~nes puedan ser c~usadas por seleccion, seraló Cairns. 

Por lo que este autor selecciono para su estudio ~utaciones de ex

presicn inmed1a't.a. donde la p:resicn se:ectiva recocpensa a las mw

tan'tes dejando!.as mul-:.1plicarse 'y' ;:.errn1t.e a las aemas so~revivir 

para que puedan por lci menes tener ia oport.unidad de sufrir una 

=~ta-:1=n .ji:-igida Una ::1e estas r:utac:..cnes ce expres:..:=:n ir.I::ediata 

es la revers1on a Lac de cepas de E.cclt Lac Cairns cfreciO Cos 

lineas principales de evidencia: Fricero. enc~nt.ró que la distri

bución de :utan-:.es revertantes :...ac de;-it.ro de cul t.i vc·s de una cepa 

Lac calan dentro ce 1.:- que era esperaCo oe acuerdo al dog::na y la 

distrit-u.::i:;n de Pc:..ss.::-n si .:..a selecc1.::n causC la reve:rsi.:.n. Segun-

do. las c~lulas La: fcrmaron colonias en medio clnirno de lactosa 

entre 1 v 2 dias des~ué-5 de ser plaqueadas fueron apareciendo 

::lutantes adicionales cada d1a por varios dlas después de plaquear 

los cult.ivos Lac Esta proCucciOn ~e ~u~antes puede ser retardada 

plaqueando las colulas en ~edio carente Ce lactcsa Y luego propcr

cionando la lac'tósa varios d!..as despues. El patrón de aparici:::n no 

cambió, siguieron apareciendo mutantes adicionales cada dla des

pués: de la adicion de la lactc.sa. Cairns sera10 que estas apari

ciones t.ardlas de revertar.t.es La~· no pudieron habe:-se presentado 

cuando el cultivo fue plaqueacto v que es't.aban siendo ca1.1sadas po:

la presencia de la lactosa. la cual proporc~on6 una recompensa pa

ra reversien a Lac· oue permi~iO crecer a las célula~. Cai:-ns lla

mo a esto ''mutaciones directas'' v sugirió que poblaciones de bac-



terias. en í"'se esta~icnaria. t.ienen alguna forita de produc.1r t•:i 

sele.:tivamente ret.enerl sólo las ttutaciones :nl.s apropiadas CCairns 

1986). 

En el laboratorio, una de las lineas de inves~igacion es la 

utili:.aciOn de {1-glicercl!gosfato por Sa!mon.~d la typlum..urt\.tll'\. va 

que. a dife~en=ia de E.cott. Sat"1.0T\9lta typ-'lt~'l.i.rt'W'\ LT2 no puede 

util.i;:a:- :"?-glicerolfosfat.o c,:;mc unica fuente de cart;.cnc y energ!Es 

(Gut.nicK ·.·::.el. 1969:; E.co:i cuenta c~n una fosfatasa al~a:ina 

[monoesterfosfohi~rolasa vrtofosfosforica (E.C.3.1.3.l. i] que 1~ 

convierte a glicerol. Esta en:ima es producida en el cit.oplasma v 

luego es segregada al espaciv periplásmico <Heppel y Erockman. 

1968). El gen estructural ha sido lccal1:ado en el m.in:...t.,:. 9 ~ pr~ A) 

cNakata v ~ol. 1971) en el mapa :roc~somico de Sachmann (19631 v 

!.~ .ac::.i6n de es-::e J::en es cent.rolada pcr dos genes reguladores; pho 

E y por pho R. -:.ambl~0 locali=ados en el minuto 9 (Yagil y co:. 

1~75} rEchols v col. t961i. 

En 5clT?-.oneZ ic typ'H~\.:.rl.U.."Tl.. se r.a encor.trado una ac:ivida.j de 

fosfat.asa CU\'O pH optimo es de 9.0 pero que difiere de la 

reportada en E.coli en que no es repri~ible en presencia de alt.as 

concentraciones de fosfato in~rga~icD en el medio de cultivo. es 

~epe~dien:e de la fuente de carbono usada para crecer las células. 

y no es est~ble al calor. Es:a ac:ividad es ~uv baJa s1 se compara 

con la de !.c~lt ICarriilc-Casta:"eda y Ortega. 1967¡. 

Ambas bacterias pue..::!er. utili=a~ directa~ente el L-~-glicerol

fosfato el cual es un inter~ediaric en el cetabol1smo aero~io del 

glicerol Y en~ra a la célula gracias la permeasa codif1cada ?Or el 

f~n !lP T {Lin. 19761. En la figura 

propuestc de utili~acion de gllcercl 

se cuestra el esqueca 

de 

lG3?) en E.col1. El glicerol exter~o p~e~e ;;>enetrar a la celula 

por difusion. aun~ue existe u~a prote1na !acilit3dora que avuda al 

proceso 1Sanno v ccl. 19~8'. En el interi~r el glicercl es fosf~-

5 
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rilado por una cinasa dependiente de AT? CATP glicerol-fos!o-

transferasa E.C.2.7.1.30.l produciéndose 

CHayashi y Lin, 1965> el cual es oxidado 

el L-O-glicerolfosfato 

a fosfato de dihidroxia-

cetona CDHAP) por una deshidrogenasa ligada a citocromos CL-o-gli

cerolfosfato E.C.l.1.99.5.liCo=arelli v col. 1965), entrando as1 

a la v!a glicolltica a través del gliceraldehido 3-fosfato <GAP}. 

El sistema de utilizacion del glicerol es un regulOn inducible 

en presencia de L-o-glicerolfosfato. el cual es el verdadero in

ductor y consta en E.colt de los genes siguientes: 

8LP A Cmin 49) codifica para la deshidrogenasa anaerobia <es 
un complejo con 2 subunidades una de 62 y otra de 43 kDa). 

&LP D (min 75) codifica para la áeshiorogenasa aerobia Cd!mero 

de dos unidades de SS ~·.Da l . 

6lP F Cmin 881 codifica para la prot.eina facilitadora del 

t.ransport.e de glicerol. 

5!p /( cmin 981 codifica cara la glicerol-cinasa (t.et.r~mero de 

unidades de SS kDa l. 

5!p Q <min 49) codifica para la fosfodiest.erasa {tet.r:ámero de 

unidades de 40 kDa l. 

5tp R Cmin 75> codifica para la prot.eina reguladora de todo el 

sistema (33 kDal. 

5Lp T fmin 49J codifica para la permeasa de L-o-glicerolfos

!'at.o <33 kDal. 

Para Salmoru?ila ryphtmurt\.t!Tl LT2 se ha encontrado aparentemente 

el mismo mecanismo de ut.ilizacion del glicerol y de la L-~-glice

rolfosfato CAceves-P1ra v col. 1974), con posiciones homologas a 

c.colL del regulen 6EP: 5lp T v 5lp A <min ~S>. 6lp D y stp R {cin 

-;~¡ y 6¡P A uz;in ~7J \Sanaerson. 19881 

En E.colt se ha de~cstradc ade~•s ~~ segunco sis~eca de 

transporte de L-a-glicerolfosfa~o codificado por los genes u5p A y 

"'SP B localizados en el minuto 76 del cro~csoma bacteriano, y que 

tiene una alta caotación po~ el sus~rato (5 ~e a diferencia de 3tp 
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T que es de 12 ~}. Se trata de tres prote!nas periplasmicas con 

caracteristicas diferentes a la protelna de union del sistema ~lp 

T. Este sistema de transporte no es inhibido por fosfato o 

fosfomicina !Argast y col. 1978lCArgast y Boos 1979J. 

Como se ha dicho Satmonetla ::,r0trr~t..:rtur:"\ no u't.ilíza ;1-glicerol

fosfato cooo única fuente de carbono v energla: sin embargo, por 

mutaciOn inducida. mediante un agente mutag&nico, como es la 

N-metil-N.-ni tro-N-ni trosoguanidina { NG l. el cual causa predomi-

nantamente substituciones de base. aunque también causa deleciones 

v mutaciones multiples. se obtuvieron cepas que degradan lentamen

te dicho sustrato v de éstas se obtuvieron mediante una segunda 

mutagénesis ccn NC. o en for~a espontanea, otro tipo de mutantes 

que son capaces de utilizarlo rápidamente. 

En los dos tipos de mutantes la entrada del sustrato de ensayo 

parece ser mediada por el sistema de transporte del L-o-glicerol

fosfato v no por los sistemas de fosfa~o o p~r la proteina 

facíli~adora del glicerol. En las cepas de crecimiento lento cre

cidas en ~-glicerolfosfato se presenta inducido el sistema de uti-

li:;:a.:.i6n n.:-rmal del gl=..:e:-':-.!., :.:.e:-.tras que --Sto no suceae en las 
de crecimiento rápido. por lo que se infiere que en estas Ultimas 

la utilización del n-glicerolfosfato posiblemente se lleva a cabo 

por una v!a metabólica diferente a la del glicerol. 

Por experimentos de conjugacion y de transducción, las lesio

nes genéticas que permiten la utilización tanto lenta como rápida 

del ~-glicerolfosfato se locali:aron en el minuto 46 del cromosoma 

bacteriano. ligado a ~ r t:::.in 47), v :z:uy cercano al gen 5lp T 

(min 45) responsable de la sintesis de la prcte1na de transporte 

del L-o-glicerolfcsfato; esta suposición se ve reforzada por el 

hecho de que existe compe't.encia entre ambos sustratos para el 

transporte de uno de ellos en presencia del otro. <De la Garza 

1991) . 
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~n este trabajo se encontraron las frecuencias de mutaci~n 

espontanea e inducida, para la utilización lenta de n-glicerolfos

fato en Satm.on&lla ty~~~urtum. LT2. tan:o sólo como con algún re

querimiento <extracto de levaduras o casaminoácidos). con el fin 

de buscar cepas que además de utilizar ~-glicerolfosfato tuvieran 

algun marcador de auxotrof1a. 

Una ve= obtenida una ~u~ante lenta, aparentemente es muv fá:il 

obtener mutantes ráp!d3s 3 parti; de estas <De la Garza. 19Bll, 

por lo que se considere pertinente estudiar el crecimiento de las 

mutantes a diferentes concentraciones de ~-gliceroltosfato. as1 

como, por medio de electroforesis unidi~ensional en placa, obser

var dife~enc!3s entre ambos tipos de cutantes. 
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R. OB.JETIVOS 

OBJETVO GENERAL 

-Determinar las frecuencias de mutacion espontánea e inducida 

para la utilizac16n de ~-glicerolfosfato. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

-ObtenciOn de mutantes ~· protOtrofas. 

-Obtención de mutantes ~+ con otras marcas Cáuxotrofia a 
aminoacidos. vitaminas o bases>. 

-Determinacion de diferencias de crecimiento mediante cinéticas 

de crecimiento y patrón electroforético de mutantes (?+ lentas 

y r~Pidas. 
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IV. MATERIALES Y METODOS. 

MATERIALES 

l. Cepas de Satn.a'l'\.@tla typ."i.tmurt.urr... 

LT-2 <F-. n-} protCtrofa, obtenida de la colecci~n del Dr. M. 

Demerec. 

SA-48~ !Hfr. n-1 derivada de la LT2. 

SA-540 (Hfr. n-) derivada de la LT2. 

SA-540b.(Hfr. n•QI derivada de la SA-540 

S!'l-Rl !F ~· lenta) derivada de SA-~Bó por mutagénesis con NG. 

SM-Rll IF-, n· r~pidal derivada de SH-Rl por :utagénesis con 

NG. 

SM-F4 tF-. ~· lental derivada de SA-540 por mutagénesis con NG 

SH-F41 <F-. ~· r3.pidal derivada de SH-fk por mutac!6n espontA

nea. 

2. c~nservaci6n de las cepas bacterianas. 

Todas las cepas 11· . lentas o r3.pidas • se conservaron en medio 

m1nimo Oavis N/lO con ~-glicerolfosfato y agar. en cajas.Las cepas 

silvestres /1- se conservaron en medio rico. 

3. Reactivos qul~icos. 

NG.- K & K Laboratories lnc .. Flainview • N.Y .• E.U.A. 

~-glicerolfosfato. glicerol, tri=ma base. pironina. glicina. 

PHMB. NEH. FHSF. SDS, azul de Coo~assie G-250, marcadores de ~eso 

mol~~~:3r S~3-6H de Sig~a Chemical Co. St. Louis Ho., E.U.A. 

Fosfato monopot~sico, clcrurc de sod!O. sulfa~o de amonio. 

glucosa. hidrexidc Ce socio. •cidc clcrhidrico. isopropanol, ~cid~ 

acetico glac:a:. e~ancl. metano!. dicromato de potasio. for~ol. 

acido n1t.r1co. de Baker Xalcstc.c. Héoxico. 

sulfato de magnesiv. nitra~o Ce plata. carbonato de sodio. de 

Herck. Dar~e~,;,.ct. A:e:r.ar.!a. 
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Agar b~cteriologico. agar SS. extracto de levaduras. casaminca

cidos . de Biox6n de H~xi~o SA. Oaxaca. México. 

Acrilamida v bisacrilamida, de LKB producter AB. Bromma. Suecia. 
Persulfato de amonio, TEMED. ~-mercaptoetanol, de Bio-Rad 

Laboratories, Richmond. CA .. EUA. 

~. Medios de cultivo y soluciones iso~ónícas. 

-Todos los medios de cultivo se esterili:aron a 15 lbs/pulg2 

de presión de vapor, l21°C durante 15 minu~os. 

-El ~-glicerolfosf ato se esterilizo por filtración y se preparó 
en el momento de usarse. 

-El glicerol v la glucosa se esterili:aron en autoclave aparte 
del Qedio. v se adicionaron al final. 

-Las f\Jentes de carbono se prepararon al 10~ (pivl; se adicio

naron al medio de cultivo para ~ener una concentraci6n final de 

0.4~ (p/v); excepto cuando se inaic~ ctra ~osa. 

-Medios sólidos se adiciono agar l.S~ p/v. 

-Todos los medios de cultivo llevan una solucion a~or~iguadora 

de fosfatos con sales ~inerales y pH 7.0 denominado Oavis N/10 con 

una concentracion cte fosfato de 0.00622 M. i~ualado al normal 

e Davis N , 0622H} con t.ri=.tta base-HCl. va que la concent:racion de 

fosfato inorganico del medio de cul~ivc influye en el crecimiento 

de las mutantes~· íOe la Gar:a 19S11. 

-Davis N110, 

KH PO . . 0.647 g 

Tr-izma. base 6. 765 g 

MgS0.-7H20 O.l g 

<NH ,)250• 1.0 g 

Se ajusto el pH a 7.0 y se afor-6 a 1000 ml. 

-Medio m1nimo: 
Oavis N/10: con la fuente de carbono al ci.4~ 
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-Medio rico: 

Davis N/10: agar en las concentraciones dadas 

anteriorment~ v 0.2% {p/vl de casaminoácidos 

y de extracto de levaduras. 

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

-Medios para aislami~nto de bacterias ~· auxótrofas: 

Davis N/10; ~-glicerolfosfato; .005~ (p/v) de 

casaminoácidos 6 extracto de levaduras. 

-Medios para frecuencia de mutación en placa~ 

Medio rico para cuenta total bacteriana: me

dio Davis N/!C. ~-glicerolfosfato y agar para 

cuenta de bacterias n·: medio Davis N/10. 

~-glicerolfosfato, extracto de levaduras 6 

casaminoácidos <lo que llamamos requerimiento! 

para cuenta de bacterias ~· auxótrofas. 

-Medios para cinética de crecimiento: 

Oavis N/10 .,. la fuente de carbono que se es

pecifique a la concentración indicada. 

-Solución salina estéril (SSEl: 

NaCl al O.SS~ (p/vl esterilizada en autoclave. 

S. Soluciones para ob~~nci6n de cx~ractos totales de 

__ eleC:t.roforesis y doble tinción. 

bacterias. 

-Solución de Tris-HCl 0.0625 M, pH 8.5. e inhibidores de pro-

teasas: 

Se preparo por separado la solución de Tris-
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adi:ionando HCl has~a llsgar a un ~H de s.s. 
v se aforó a 25 el con ag~a des~c~izaCa. 

Les ir.hibiCcres de ?roteasas se prepararen 

por separado ha:::iendo una soluci6n pa~ron de 

cada uno 100 mM de la siguien~e for~a: 

PHHB 0.03607 g -disuelto en l ml de Tris-HCl 

NEN 0.01250 g -disuelto en l ml de Tris-HCl 

f'l1SF 0.01760 g -disuelto en l ~l de isopro

panol. 

La solución de Tris-HCl C.0625 H. pH 8.5 se 

prepar6 al mocen~o de usarse. quedando los 
inhibidores en las concen~raciones: PHHS lOcH. 

NEM SmH . PMSF 2?r.H. 

-Amor~iguador de muest.ra 2X: 

Trizma-base 

sos 
glicerol 

pi ron in a 

l. 51 "' 
2. e g 

:zs.o g 

0.002 g 

se· ajust.6 el pH_ a 6~8 y se aforo a 100 ml ccn agua desicr.i

zada. 

-Amortiguador 4X pH e.e : 

Trizma-base 

sos ( 20:: l 

9.0S:Z5 g 

1.0 

ll.5Hl 

{0,4~} 

Se ajust.6 el pH a S.S. se aforo a SO ~1 con agua desicniza

da, se pasó la solución a t.ravés de filtres =illipore O.~s µm. 

-Amortiguador 4X pH 6.e : 

Tri:.:a-base 

SDS f20~1 

l!: 

3.0275 g (0.SH~ 

ml 



Se ajus~~ e: pH a 6.B. se afore a 50 =l Ccn agua desicn1zada 

v· se filt.r6 la solticiOn ccn ~illipcre 0.45 ~m 

-Amon;iguador de e:orrida lOx !pH B.31 : 

, glicina l'-"".1 g 

Trizma-base 30.2 g 

sos 10.0 g 

Se disolvieron los componentes en agua desionizada V se 

llev6 a lOOC el ccn agua des!oni:ada .!..a soluci..:in de t.rat.aj-:

se diluvo 10 veces llxl. 

-Solucion de acrilamida-bisaerilamida 

Acrilamida 

bisacrilamida 

60.00 g 

l. 74 g 

,¡30~1 

(0;67'tl 

Se disolVi6 en 2CO ml de agua Cesicnizada y se fi.ltr6 ... con 

millipore de 0.45 ,.ns, 

-El TEMEO se pr:eparo al 8.4~ (Vjvr y·e1-- perSulf'a'tó:c:de_ ai:on!o 

al 12.S~ (p/V) 

-Solución de azul de Coomassie: 

se disolvieron 1.25 g de azul de Coomassie 

G-250 en- soo ml d~ una soluci6r. de ~eian~l ~O~ 
-acido ac~tic~ 10~. agitanCo ~or.stante~en~e. 

-Solucion de dierogato de potasio· 3.4 c..~- aciCo 

O. 0032. N: 

ni t. rico 

Se. ag:-egaron : . l. g dii! K
2
cro-: con e. c~c; ::.! Ce 

acidó-c-Oft.T-icó-~-- Se- aforo a--1- lit:-c -

-.Sol"..l:.ion de ni'trat.c- de plata: 0.012 ~ : 

Se d.isol vi~rcn 2. 0.3é g de ,;gtt~1 en ag;Ja des-
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ionizada v se afor~ a 1 litro. 

-Solución de carbonato de sodio o.ze M : 

HETODOS. 

Se disolvieron 29. 67 g de Na
2
co. en agua des

ionizada. se agregaron 0.5 ml de formol v se 
aforo a 1 litro. 

l.- Hutagénesis en medio sólido. 

Se crecio en medio rico un cultivo de células de la cepa sil

vestre o de la muta~~e len~a {segun fue el caso> hasta llegar a 

fase exponencial. Se centrifugo a soco rpm du~ante 5 minutos a 

t.empe:rat.ura ambiente para cosechar las células, lavando una vez 

con SSE: Se s•..;z;:-er.dieron en SSE { 5 ml) a concentraci6n aproxiitada 

de 10P cél/m.l. De esta suspensión se espat.ulO 0.1 ml por caja en 

medio de C·avis NrlC con 0-glicerolfosfato '! agar~ y en cajas Oavis 

N/10 con n-glicerclfcsfato. agar. casaminoácidos 6 extracro de 

levaduras. Una ve= que se seco la superficie, se colocaron en el 

cen't.r-o de la caja unos cris'tales del mut.a.geno NG v se incu06 a 

.37ºc. 

2.- Mutagénesis en ~edio liquido.tFrecuencia de ~utación inducida 

para la u~ilizacion de n-glicerolfcsfatOI. 

Se dejo crecer la cepa de toda la noche en medio rico. ~ 

cosecho y se lave- con SSE .suspendiendo luego el cult:ivo en S5EfS 

ml) a una conc.::nt.:-ación aproxi1nada de ::.. oº c.é'l /ml Se inoculo ce 

esta suspens.:o'"' ~;: =c..::i~ rico a una absortancia de o. os. se lleve 

el cultivo a 0.: de abscrt,ancia {fase log3r!tcica:1 ir.cubando a 

37°c en agitaciCn. Se agregó el mut.ágeno NG a una concen~raci~n de 

10 µg/Ql íp/vl en el cultivo S~ deJc en agitación el cult:ivo a 

37°c ?OT 30 ~ir.u~os, sigu1éndcse las condicicnes indicadas por 
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Adelberg i 1965}, DespuéS se cosectw y se hiciercr. dos lavados con 

SSE. se resuspendi: todo el cultivo en medio rico (50 ml aproxi

madamence v se llevo a una absorbancia de alrededor de l.2 has~a 

llegar a fase estacionaria <periodo de recuperaeión1. Se cosecho y 

se lavó con SSE dos veces; se hicieron diluciones desde 10-1 has

ta 10-• con SSE. 

Se sembro 0.1 ml por espatuladc y por triplicado de la 

siguiente forma: 
medio(cajas l 

rico 

glucosa 

dilucion 
10-0 :10-7 :10-• 

l0"'',10->, 10-• 

fl-s;licerolfosfat.o 10-•: 10-•; 10-• 

n-glicerolfosf3to-casaminoacidos 10-•;10-~ 

~-glicerolfcsfato-ext. levaduras io-•;10-s 

Las cajas se dejaron en incubación a 37uC, Las cajas de mejio 

rico y de ~lucosa se contaron a las :4 horas ~ se sacó el promedie: 

las cajas de (?-gliceroifosf.ot~ v las de 17-glicerolfosfato m~s el 

requerimi~nto se contaron a los S dias. 

3.-Aislamiento de bacterias n·. 
Las mut.ant.es lent.as se obtuvieren p~:- mut.aci6n con NG a partir 

de un cult.ivo de las cepas SA-~86 v SA-540. Ente los 8 y 11 dias. 

se t.omo cada colonia con un palillo estéril y se sembró por par

chado en el medio de Dav1s N/10-~-glicerolfosfato-agar. se incuba

ron las cajas a temperatura de 37°C. 

Para la ot·':.encicn de las mutantes de crecimiento rapido se 

sigui6 el mís~o pro~oc~lo de mutación en medie sólido.~--ero a partir 

de una cepa lenta. Las colonias se aislaron v se parcharon en la 

misma fcrma va descrita. entre las ~s y 72 horas de incubacion. 

4. -Aislaraient.o de ~acterias (l .. aux-O't.rofas:. 

El aislamiento de las mu~antes ~,13.. aux6tr-ofas" obtenidas 
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~pa:·t1r de las cepC\s SA-..:..86 v SA-5"-0 iue iguol ctu-: el d.escrit-V 

anteriormente para las it.Ut.ant.es ft. en est.a O-casiCn después de que 

se parcharon en medio Oavis N/10 -r-glicerolfosfat.o-ext.racto de 

levaduras 6 casaminoacidos (según fue el caso}; y se dejaron en 

incubacion a 37°C de 6 a 8 d1as. se replicaron en placa de acuerdo 

a la técnica descrit.a por Lederberg y Lederberg {1952}. en los 

siguientes medios: 

Agar SS 

~-glicerolfosfato con requerimiento. 

glucosa 

glucosa con requerimiento~ 

Se dejaron las cajas en incubación a 37°C 24 horas 'y se leye

ron al d1a siguiente. 

5.-Frecuencia de mut.acion espontanea para la utilización de 

~-glicerol fosfato. 

Se puso a crecer la cepa silvestre LT2 en medio rico has~a 

llegar a fase logar1t11lica. Se cosech6 y se lav6 con SSE, se 

resuspendio en SSE {5 ~l. absorbancia 1.4}. Se hicieron 

diluciones hasta 10-"' v se sembr6 por espatulado y por triplicado 

O.l ml sin dilucion (10°1 en 10 cajas de ~-glicerolfosfato; de las 

diluciones 10-
7

• 10-•. 10-P en glucosa v en IDedio rico: de las 

diluciones 10-'. 10-
2 

en ¡1-glicerolfosfa~o-ex~racto de levaduras 

y en ~-glicerolfosfato-casamino~cidos. Se incubaron las caJas a 

37°C : las cajas de medio rice y glucosa se leyeron a las 24 horas 

de incubacion. las de f?-glicerolfosfat.o y las d.e /1-g.licerolfosfat.o 

con requerimiento se leveron a los s dias. 

ó.-Cineticas de crec1mieot; =acteriano. 

Prepara~ion de inoculas. 

Las condiciones empleadas fueron basicament.e las indicadas por 

Parada y Ortega \1967). 
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Las células se crecieron durante toda la noche a 37~C en 

agitación. Los ineculos se prepararon en medie rico. Las células 

se cosecharon por centrifugacion a te~peratura a~biente a 5000 rp~ 

por 5 minutos. se lavaron v se resuspendieron en SSE 

Las células lavadas se distribuyeren en mar.races nefelc-met.:-i

cos de 300 ml equipados con tubo lateral de 19 mm de di~metro. con 

SOml del medio de cultivo !que se espe=ificar~ en los resultados¡. 

Las bacterias se incubaron aerobica~ente a 37°C en un agi~adcr ro

tatorio Ne"1 Bruns1.1ick a una velocidad aproximada de 150 rp:. El 

crecimiento se determine cada hora midiendo la densidad ~ptica de 

los cultivos a 660 nm, usando un espectofotometro Cole~an Jr. se 
procuró que la lectura inicial c1noculo) fuera entre o.oe v O.! 

unidades de abscrb3ncia. 

7.-0b~enc1on de extractos totales de bacterias. 

Las condiciones empleadas fueron b~sicamente las indicadas por 

Graeme-Cook v colaboradores {1989}. 

Se cultivarc·n las .:epas en i::atraces nefelornétricos de 300 rnl 

equipados con tu~o lateral de 19 mm de di~metro. con SO ml de me

dio de cult.ivc (:::edio rL:o, /1-glicerolfosfato O.lo~ lP-'V). o gli-

cerol o.~t lp.1 v>l. has~a lleg3r a !ase exponencial 

bancia ( 6 ug Ce p:-ote!na 1wl 1 >. 

0.6 de abs()r-

Se tomaron 3 ~l del ~atra=. se ~entrifugo en una :icrocentr!-

fuga Eppendor f Ge:-a tet-.au Centri fu ge 5.:.1:. por 5 ci nutos. Se jun

taron las pastillas resuspendiendolas con 62.5 j..01 de Tris-HCi 

0.0625 M rpH S.Sl más inhibiCores de pr~teasas y 62.5 ~1 de b~ffer 

de muestra. Se hirvié por 5 minutes y se centrifugo por 5 minutes. 

n ------•-.-- ... t::• ._,¡;¡,t-' ....... -

etanol v se hirvio l :inuto. 

s.-Electroforesis unidimensional en placa <SDS-PAGEl 

se cargaron geles de electroforesis SDS-pol1acr113mida 31 12~ 
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1 3010.87 acr1lam1da/bisacrilamida l de acuerdo a lo inaicaao por 
Laemmli ! 1970 l. 

Gel tapón !fondo! , 

Gel separador 

Acrilamida-bis 

agua desionizada 

Temed 
persulfato de amonio 

Amortiguador pH 6.8 

Acrilamida-bis 

agua desionizada 

Temed 

persulfato de amonio 

1.0 ml 
0.5 ml 

25 ¡..rl 

50 µl 

5.0 ml 

7.51 111 

7.49 ml 

100 µl 

200 µl 

Se agregó isopropanol al gel para evitar la íormaci6n del 

menisco. se metio el peine para que al polimerizar el gel quedaran 

separadas las placas. Al secar se lavó muy bien el isopropanol. 

Gel concentrador 

Amortiguador pH 6.6 l. 5 ml 

Acrilamida-bis 1.0 111 

agua desionizada 3.5 ml 

Temed 40 µl 

persulfato de amonio 60 µl 

El peine se s3co hasta que el gel es~uvo en la cAmara con el 
amor~i~uador de ~orrida. 

Los geles se =argaron con 20 µl de muestra par carril Y 10 µl 

de :arcadores de ;>eso m~lecular SDS-6H. Y se corrieron alrededor 

de~ horas a lVO vol~s. u~ili~ando una fuente de poder LKS-Bromma-

2301 macrodrive 1 . 

21 



9.-0..:ible tinci.:.n 

La t~~~ica eQple3da f~e bAsica~ente la indicada por Moreno R. 

y colaboradcres il935i 

al Se s~~ergier~~ les geles de electroforesis 3 veces por 20 

minut~s en soluci~n ~~ me~anol 4C~- acido acé'cico 10~ (~OOml/gell~ 

!:li Se t::"e:-.:.n .:.:.:; .a=L;! ..:e C.:i-=:i:i.assie G-250 pvr 30 minutos 

e 200::.1 ,-ge:.\. 

el Se dest !. :"e =u :-ar.te S per icct.::s de 10 minutos en solución 

metano! ~e~- a=:dc acetico 10~ r~oa :l/gell. 

sclcción 

etanol 10~ -ác1~0 acet1cc 5~ 

Une de los geles se detuvo aqui. se puso en agua desioni:ada. 

el Se s~:e:-gi~ por lC :inut=s en dicrc:at.o de potasio 3.4 m.~-

f} ~ lavó .:,:.n agua des!cr.!:.:acta 3 ve.:es 10 i=.inut.os (400 

::l/geli. 

gl se su:e:-gió p-c:- 3C ~inut.cs en solucion de nitrato de ~lata 

0.012 M 1~:0 ~1.·gell. 

h~ 3-e. :.a·-·.=:: .:~ri. .ag..;a ..::esic;i:.z.o.:a p,:ir :. :iir.utcs í-00 E:¡/ge:. 1 _ 

i l Se revele 3 veces c.::-:. scl:...:ci6!1 Ce carocna:.c Ce se-die O.~S!"'! 

-fcr::.:i: O. 5 z:l ;::-o:- :::.:-ci . duran-:.e 2 :.i;¡u:.os l3s veces necesarias 

hast..! ~ue !.a ~::-:.:1::i:1. f'...;e :-.!.t.ida. cui.::and.:i que no se ;::.bsci..;:-eciera 
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V. Rt:SUL T ADOS 

! . -Mut.at':onesis _ 

ta N-G es un mut.~geno poderoso con condiciones de alta sobrevi

vencia en bacterias <Adelberg 196Sl. act.Ua en las bases expuest.as 

de las caaenas de DNA en replicación . por t.ant.o, su acciOn es 

especifica del sit.io y comento de duplicación. conocido como pun

to de replicación del genoma bacteriano <Cerda-Olmedo y col. 1966, 

Solst.ein v Jones. 1969l. Es posible cediant.e un sólo t.rat.acient.o 
cbtene~ :u~antes afectadas en dos 6 m~s genes, general~ent.e muy 

cercanos. 

Se v~-:.uviercn las cepas ;( lentas ttediant.e un sOlo t.rataciento 

con NG. estas cepas aparecieron entre los 7 y 11 d1as de 

in~ubación; de esta forca fueron obt.enidas las cepas SH-Rl 

i :1· lenta! apart1r de !a cepa SA-486: y la SM-f4 {{?• lent.al a par

tir de la cepa SA-s~~. 

La cepa SH-Rl 1 1 rt r.2pida) se obtuvo apart.ir de una mu'taci6n 

con NG en ~edio sOliCo de la cepa SM-Rl. en este caso las cepas 

r~piéas e~pe=a~cn a aparecer entre las 48 y 72 horas de 
incuba::.1ón 

La cepa SH-F~l es una =utante espontanea de crecimiento rapido 

en ¡1-gl!cer.:-lfosfatc. derivada de la cepa SH-F.:. u·s* lent.a). 

Se reali:aron varias =utaciones tanto en oedio solido co~o li

quido con el ff-glicerolf~sfato al O.~~ trata~do de obtener una Qu

tan:e r~?iéa de una sola :utación. pero se obtuvieron sólo lentas. 

::.. i.Mu:a:ion par-a ='bte~ción de c:utar.t.es (3.. auxOt.rofas <en 

med10 solido y liquide). 

?ara obtener mutantes vecinales ~-. con alguna auxotrcf1a, con 

el fin de q~e ~=s ay~~a~an posteriormente a encentrar el gen o los 

genes responsables de la utili=acion de ~-glicerolfosfa~o. se rea

::.izai-..::.n. v.a:-ias ::.~-:.a:.i.::-:es. -:.an-:.:- e!"I i:edio solido como liquido. 
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agregando al medio Davis ru10, {l-gl1cerolfosfHo y un requeri

miento t casaminoácidr.:is o ext.rac-co de levaduras l en un principio a 

una concent.ación de o. 01 ~ p/v. después bajando la concent.ración a 

O.OOS~. En la f1gura Z se vbse~van las colonias obtenidas de una 

mutagenesis cte la cepa silvestre, realizada en medio sólido con 

n-glicerolfosfato m~s re4uericiento. Tanto en este caso como sin 

requeri~iento las colonias aparecieron alredector del halo de inhi

bic16n. Les resultados d.e estas cut.aciones se muestran en la t:.abla 

l. 

De un total de l.:. r:w:_ac:.ones que se tücieron en medio .:en 

n-glicerolfosf ato rnAs requerio!ento. 8 en cedió sólicio y 6 en me

dio liquido, se parcharvn 4333 colonias (1762 para casaminoacidcs 

y 2571 p~ra extracto de !eva~urasl las cuales se replicaron p0ste

rion:ent.e en -=ajas de agar SS, (1-glicerQlfosfato con requeri=.ien

t.t>. glucosa v glucosa con requerir.liento, no se encon~r6 alguna ce

pa que tuviera auxotrof1a. S.¿ c=servo oue las colonias crecian un 

poco nAs con el requerimien~o el cual sólo favorecía un poco a su 

crecimiento. 
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FIO. z. BACTERIAS MUTA?-4TES f( 

t..o.s .:.él.u\.;:1.11 d• lo. c:•pa s\.\.V••\.r& se eul\.\.vo...ron ho.5\.0. Ía..9• &l<pOriene\.a.l 

co.ldo r\.eo, •• eo••eha.Ton por cerit.rdugo.e\.Ón y •• lo.va.ron con SSE. Se 

~-9\.\.e•rotfo•iat.o -<O. •~l. ea..o.mi.r-.oáci.do• CO. 01,.., y -Q.g:;.::-. Sobre lo. •uper-

hci.e ee c-o\.oeQ.l"o'n unoe cr\.et.Gl.eoe deo NO y =e 1..rieubOO-Or. O. 37 e duro.nt.e 

vo.r\.oa d{o,..o. t..o.s eo\.on\.o..a o.pa.rec:\.eror'I o.lre-dedor de\. ho.\.o ·de i.rihi.b\.C\.OT"I. 
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1~2.Hutagénesis en medio l!quido para obtener la frecuencia de 

mutación inducida y espontánea, para la utilización de 

n-glicerolfosfato al 0.4X. 

Con el fin de investigar que tan frecuente es obtener una mu

tante para la utilización de ~-glicerolfosfato y si existe algún 

aumento de esta frecuencia con la ayuda de casamino~cidos o 

extracto de levaduras. se calculo la frecuencia de mutaciones in

ducida y espontánea pa;a lo utilizacion de dicho co~puesto. a par

tir de la cepa L72 Es~Q se l~gró contando el numero de células en 

medio rico (crecen todas las células viables); glucosa ícrecen 

todas las prot.ot;ofas); /?-glicer:;lfosfc~o (crecen l:=is rt pr:tétro

fasl; 11-gl1cerolfos!a~o cás extracto de levadura (crecen todas las 

(! .. auxót.rofas y (?• prot.Ct.ro.!'as}; ~-glicerolfosfato ciás casartinoá-. . 
cidos ícrecen ¡? auxótrofas a a~ir:..::::;á:.i.::::L::s '/ 1"1 ¡::-.::;:.:::.~roías). 

?ara calcular la frecuencia de ~utación. se dividiC el nú~ero 

de Célu:as que aparecieron en ~-glicerolfcsfato co~o única ~uente 

de carbono, entre el nú~e~o de células en cedio rico .Lo misQo se 

hi~o para ~-glicerolfcsfa~o-req~erimiento. 

Los resultados se ~ues~~an en las tablas II y III. 

La frecuencia de ~u:acion espontAnea para la utili:ación de 

~-glicerolfosfato al o ~~ es del orden de 6 expvnen~es cenor que 

para la mutación inducija. La !recuenc1a de ~utaci6n tantc espon

tánea como inducida para la utilización de n-glicerolfosfato más 

requerimiento, varia con respec~o a la de ~-gl:cerolfosfato sólo 

siendo sie~pre ~ayor la de n-glicer~lfcs!ato con casaQinoAcidos. 

estas variaciones son c•s evide~~es en la :utación inducida, 
siendo alrededor de 2.~ veces rn3Yor la frecu~~si~ pa~~ f-&:i~crol

fosfato con extracto de levadur3s, ~ de 2.S veces mayor la d~ 

n-glicerolfcs:a~o con casaminoacidos {a~bas con respecto a n-gli
cerolfosfato sólo). 
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TASLA !I. FRECUENCIA OE MUTACIGN E.S?Cr;rANEñ FARA LA U!!t.IZAC!CN 

DE ~-GLICEROLFOSFATO AL o.~x 

Hedio 

Rico 
Glucosa 

Auxo~rof as 

{l-solo 

/1-ext.. lev. 

11-cas _ 

No.C•lulas 

1.38 . tOu 

1.25 . to01 

58.5 

70 

so 

( /ml l Frecuencia 

.9·_ 42 • 10-• 

·4.24-. l.0712
' 

s.i4 • 10-u 

S-. 79- • l.0-u 

;ABLA III. FRECUENCIA DE HUTACION INDUCIDA PARA LA UT!LIZACION 

DE ~-GLICEROLFOSFATO AL O.~~ 

Medie 

Rico 

Glucosa 

Auxo~rofas 

/1-s6 lo 

/1-ex:.. !ev 

(J-cas. 

No.Células (/.el} 

3. 07 X 10º 

2.98 • 101.1 

S.40 X 10, 

1.02.,.. :.oº 
l.SO • 10-

0 

Frecuencia 

*2.93 ,. 10-z .... 
1.76. 10 

3.91 X 10-6 .... 
4.89 • 10 

ª es~e v~lor fue calculado di~idiendo la diferencia de c•lulas 

crecidas e~ :edio ríco y de glucosa. entre el nümero de c•lulas 
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2.-Cinécicas de crecimiento. 

2.1.Cin&tica de crecimiento en ~-glicerolfosfato y glicerol. 
La cín&tica de crecimiento de las cepas SH-Rl <~· lenta) y 

SH-Rll {~· rapida). en ~-glícerol!osfato y en glicerol. se muestra 

en la figura 3A: comparando con la cepa silvestre LT.2.. que no uti

liza el ~-glicerolfosfato. Las fuentes de carbono estaban al 0.4~ 

en el medio. 

En la figura 3B se muestra la cinetica de crecimiento de las 

cepas SH-F4 {~· lenta) y SH-F41 <~· rápida) en ~-glicerolfosfato y 

en glicerol, comparado con la cepa SA-540. que no utiliza f'-glice

rolfcsfato. En este caso las fuentes de carbono estaban al 0.4~ V 

al 0.2~ respectiva=ente en el medio. 

Como se observa, en r-glicerolfosfato.la cepa SM-Rl (~· lental 

tiene un ¡:•erlo..:!0 de irvj"Jcción ~ayer q,ue el Ce la cepa SM-Rll 

en· rápida>. y un crecimiento lento que se manifiesta en un aumen

to aproximado de 0.015 a 0.02 unidades de absorbancia por hora; en 

un tiempo de 8 horas no na completado su cin&tica. En cambio. la 

cepa SM-F4 {lenta), muestra una cinética de crecimiento mucho mas 

lenta que la de la cepa SM-Rl; en este caso manifiesta un aumento 

aproximado de o.oos unidades de absorbancia por hora. 

A difere~:ia de lo observado en las cepas lentas, las ce?as 

rApidas SM-Rll y SH-F41 tienen una fase de inducción menor. mani

fiestan una cinética de franca utilización y en s horas va han 

completado su cinética. 

El crecimiento de las mutantes en glicerol. fue normal para 

ambos tipos de células. 
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2.2.Cinética de crecimiento en ~-gliceroliosfato a diferentes 

concentraciones . 

Se observó que las cepas lentas tienden con el tiempo a 

volverse rApidas; la cepa S~-Rl. con la que se trabajó al 

principio demostró un cocportamiento as1. dando cultivos mixtos de 

colonias lentas v r~pidas para la utili:aci6n de ~-~licerolfosfato 

co~o se =uestra en la figura ~; de igual forma. las cepas lentas 

que se tenlan guardaaas en el cepario se probaron Y ya se habian 

seleccionado outan~es rapid3s. Por lo que se decidiO ver si también 

la concentraci6n de la fuente cte carbono tiene una influencia en el 

co~porta~iento je las cutantes. 

se trabaJo a diferen~es concentraciones de ~-glicerolfosfato 

e 0.1~. 0.2~. O.~~. 0.6~. l.O~. 2.0~ } posteriormente. después de 

que la cepa lenta co~pletó su cinética, se cosecharon de las con-

centraciones o.::.~ v 2.u~. se pusiero~ a c:--ecer en rr1edio rico por 2 

horas: se cosechó, lavo. e inoculo nueva=ente cada una al 0.2~ Y 

al 2.0~. 

Las mutantes :-~pidas no ~ostraron ningún cacbio debido a la 

concentracion de la !uente de carbono: su cinética fue del mismo 
tipo para todas las concentraciones. sin ecbargo. parecer1a ser 

que a una concentracion del 2.0~ ya estan un poco intoxicadas, ya 

que al 1.0~ fue ~eJor su cinética.inc!~sive al o 6~ fue ~ejor para 

la cepa SH-Fl.l. ésto se observa en las figuras 58 ,,. 6B. 

?ara las cepas lentas. a wedida que se acmen~a la c~ncen~ra

ci~n de la fuente de carbono. se observa un ligero auoento en la 

pendiente de la c'.lrva de la c1nét!.ca, este aurr.ent.o se ve más 

clarara:ente en la cepa SH-Fl., svbre to~o en las ulti~as horas de 

cinética 1f1gura 0A1. ~u~~~ !3 ~c~a ~~-?~. l~ cual. aunoue tiene 

una !ase de inducción ~avo:- que la cepa r~p1~a S~-Rll a las ~lti

cas concentraciones pare~erla ~ener ur.a pendiente de ~utante r~pi

da {fig'.lra 5A). Cabe ::.en::ionar que puede ser que el cul'tivo de la 

cepa SH-Rl va era u~a Qe=cla de ~u~antes len~as v rapidas. 
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Fra .... BACTERIAS SM-R1 

LOt~ c:~tYlo.~ de- to c~po. SM-Rf '(ttento.e> :se- eist.uvl."'ron ree"mbrcmdo por 

estnado en rneod\.o e~lido Davi.-s - N/Ú) Y -/3'--Slie;-;..otrosÍ-~f.o e~-. 4~>. . , 
S• observo que a.par&ci•ron cult.\.voa m\.xt.os- de mu.t..o.nle-:a ~ tO!"tt..C.S y ro-

pi.do.a. lo..s coloni.c.a gro.ndee qU.• •• obs~rvo..n eo~. mulanl•• ~· rci'.pi.das qu• . . 
o.par&c:i..eron ci po.rhr de lo. SN-Ri c(3 Lonlo.>; et .eroe\.mienlo de fondo e-o 

t.a SM-Ai. /i•'t.nt.ci. 
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En la figura 7A se observa que para la cepa SM-f"<. aquellos 

inóculos provenientes de una concentración de 2.0~ tienen un 
ligero aumento en su curva con respecte a los provenientes de la 

concentraci6n al 0.2~. Sin embargo, en la figura 78 se observa co

mo para la cepa SM-F4, va sea que provenga de la concentración al 

0.2% o ~ O~. al reínvcula~l3s a estas concentraciones. al 0.2~ 

vuelve a dis~1nuir la pendiente. y al 2.0~ a aumentar. 

Cuando se prepararon los extractos para los geles. se ~ooo una 

nueva clona de la :e~a SA-5~0. la cual se observó que en aerobio

sis (medio liquido) crecia :uy lentamente en ~-glicerolfcsfato, 

similar a la cepa SH-F4: sin e~bargo en anaerobiosis (medio sóli

do, caja} no erecta. A esta cepa se le llamó 5A-540b y su cínética 

a diferentes concentr~ciones de ~-glicerolfosfato se mues~¡3 en la 

figura s. Podernos observar que se comporta de manera cuy similar a 

la cepa SH-F4 v dependiendo de la concentracion de la fuen~e de 

carbono. tiene una mejor pendien~e. 
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3.-Elec~roforesis unidimensional en Placa. 

Con el fin de observar si habia inducción de algunas protelnas 

cuando las células eran crecidas en ~-glicerolfosfato. se corrie

ron los tres tipos de cepas <~-.~·lentas y~· rápidas} en geles 

de poliacrilamida al 12.57.: para lo cual se obtuvieron extractos 

to~ales de las cepas SA-540b, SM-F4 y SM-F41, tal como se indicó 

en el capitulo de cateriales y métodos. Las cepas fueron cultiva

das en medio rico, n-glicerolfosfato (0.4~} y con glicerol C0.4~) 

alrededor de 12 horas hasta llegar a una absorbancia aproximada de 

0.6 unidades (a 660 n~}. Las cepas SA-540b v SM-F4 e~· lentas) no 

alcanzaron ese valor de absorbancia en n-glicerolfosf ato aún en 24 

horas, por lo que se ajustó concentrando por centrifugación. 

Los carriles se cargaron en el siguiente orden: 

ll Marcadores de peso molecular <MPH)s 

2l SH-F.:. crecida en medio rico 

31 SM-F4 

4) SM-F4 

Sl SM-F4l 

61 SM-F41 
7) SH-t41 

Bl SA-540b 

9) SA-S40b 

10) SA-540b 

glicerol 

~-glicerolfosfaco 

medio rico 

glicerol 

~-glicerolfosfato 

medio rico 

glicerol 

~-glicerolfosfato 

•ttPH (miosina 205 kDa. ~-galactosidasa 116 kDa. fosforilasa b 

97.~ kDa, albúmina bovina ~5 kDa. albúmina de huevo 45 kDa y 

~nhidrasa carb6nica :9 kDal. 

En la figura 9A vecos el gel terido con azul de coomassie. Con 

el fin de poder detectar más proteinas, se recurrió a una tinci6n 

más sensible como es la tecnica de la doble tinciOn (azul de Coo

massie y nitra~o de plata), esto se observa en la figura 98. 

Primeracente, se observa que todas las cepas ca:bian la 
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expresicn de sus proteinas en glicerol y en ~-glicerolfosfato 

respecto a su crecimiento en medio rico. 

Efectivacente con nitrato de plata se detectan mucho mas ban

das que con la tincion de azul de Coomassie sOla. sin embargo. la 

tinci6n no fue uniíor=e. por lo que no todas las bandas resultan 

muy claras ves dificil hacer el analisis en este gel; pero dentro 

de lo que podemos r.otar es que se observa mayor cantidad de pr~

teina en los carriles correspondientes al glicerol (carriles 3. 6 

y 9). 

Se observa una proteina de aprcxi~ada=ente 93 kDa. cuyo patrón 

es el siguiente: 

Cepa silvestre 

lent.a 

rápida 

rico glicerol 

+ (81' + {9) 

• ( 31 

+ {6} 

n-glicerolfosfa~o 

+ (4) 

en la tincion de Coomassie s6lo se observa esta, en la doble 

tinci6n se observan las demas. 

Es~a proteina. pode~os observar que se encuentra presente en 

glicerol para las tres ~epas. Si~ e:ba~go, en r-glicerclfosfa~o 

parecerla ser que sOlo la requiere la cepa len~a. 

Por otra ?arte. encontra~os ~ proteinas de inducción para gli

cerol !carriles 3, 6, Sen la figura 9ñ), las cuales se encuentran 

~a~biQn presen~es en el cu¡~ivv de la cepa rapida en ~-glicerol

fos!~:o :carril '': estas Prvteinas tienen aproximadacente 7ó, 70. 
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FlO. P. PATJl.OS EL.ECTROFOl'ETICO DE EXTRACTOS TOTALES DE LAS CEPAS SA-:l•Ob. 

SSE y •• po..o.ron o 1'>0\ro..;:::e• eon 

l.:a..s 1.:! hor~~ •• :i¡us\o..ron lodot1 los l"l'!(J.\rG.C:•s o. o. O un\d.3dos de o.bsorbor<:\Q. 

~e.., ssc. S• \orn.¡U'on 3 m\., •• c..:.a•..::hc.:-o.., d. º'"'{ lesa e~lulo.e, •• les o.grego 

o..,...orh9,..~or de -..iestro. y \.n9-HCl o. Od2':JW pH 8, :l 1'ft0,9 \T'lh\.b\.dQros de pro\cto.

tlo..9 y we ce..,hnuo con el proced\'"\.en\.o de•cr\.lo en •\ eCLp(\ulo de ~o.\er\.o.l•• y 

SI MPW 

.. on 9\\.eero\ 

en fl-90\-P ,., 
., SM-F·U on '"•dt.o r\.CO 

"' •n 9lt.eero\ 

,. on /3-901-P .. SA-540b on ,...d\O f"\C:O 

on gl\.C:ero\ 

'º' •n (l-90\-P ,.,. 

"º 
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kDa'·· 

116 
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45 
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VI. OISCUSION 

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo, 
podemos decir que la frecuencia de mutación espontánea en SaLmo~e-

lta typhtmurtwn para la utilización lenta de ~-glicerol fosfato 

es muv baja {4.24 ~ 10-12
), si tomamos en cuenta que en general 

las frecuencias de mutación por generación en bacterias es de l x 

10-d o menor. aunque bajo ciertas condiciones y con ciertos tipos 

de caracteres se pueden observar frecuencias mucho más altas. Ade-

más, las mutantes ~· tardan muchos dlas en aparecer 

francamente esta fuente de carbono. Simon y Silverman 

y utilizar 

! l983 > han 

presentado una lista parcial de caracteres bacterianos en donde se 

han reportado cambios genéticos rápidos; esta lista incluye anti

genos de superficie. variación en la fase flagelar. morfologia de 

la colonia. variación en la pigcentación. bioluminiscencia y sen

sibilidad a fagos. La más estudiada es la variación en la fase 

flagelar, que es debida a una región en el genoma que sufre inver

sión con una alta frecuencia. de 10-
3 

a 10-
5 

por generación celu

lar íBrock. 1990). 

Volviendo a la frecuencia para la utilización de n-glicerol

fosfato, es posible aumentar en gran medida esta frecuencia hasta 

l. 76 l'( 10-o con la ayuda de un agente mutagénicc. como es la NG. 

Se repitió varias veces la mutación y selección de mutantes 

~· <al 0.4~) obteniéndose de una sóla mutación exclusivamente 

mutantes de tipo ~· lento; siendo siempre necesaria una se~ur.da 

mutación, inducida o espont~nea. a partir de una mutante n· lenta 

para la obtención de una mutante (1• rápida; esto ya habla sido 

reportado por De la Garza !1981). Quizás, sea necesario modificar 

ciertas condiciones como la concentración de la fuente de carbono 

para poder obtener de una sola mutación mutantes ~· rápidas. 

Nos propusimos localizar la marca de utilización de ~-glice

rolfosfato buscando cepas auxótrofas que además fueran n·. Esto lo 
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hicimos agregando al medio extracto de levaduras o casaminoacidos 

en muy baja cantidad. En ambos tipos de mutación, tanto espontánea 

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 mutantes para extracto de levaduras y el tri

ple para casamino~cidos); esto no podría ser porque las células de 

alguna forma esten utilizando estos compuestos como fuente de car

bono y energia, ya que se encuentran en muv bajas ccncentracicnes. 

además de que ae ser as!. crecer1an todas y se verla un crecimien

to hornogeneo en la caja. No nos es posible, en base a nuestros ex
perimentos saber a que se deba esto; lo que podr!amos suponer es 

que quiz.as existan mutantes /1• que son inestables y que .:::e alguna 

forma se es~en ayudando con el requeri~iento. Por otro lado puede 

ser que sea mavor el crecimiento en casarninoAcidos que en extracto 

de levaduras porque. aunque en es~e se ~ncuentren ~ás ~ampuestos 

<vita=inas dminoacidos, pequeros póptidos y bases> que en casami

noá.cidos f aminoácidos y pequeros pé'ptidcs J qui zas en la solución 

esten más disponibles a la bac~eria los aminoácidos v los pequeros 

péptidos provenientes de casaoinoácidos. 

Utilizamos la NG como agente QU~agénico ya que se conoce 

puede provocar mutaciones ve~inas con una alta fre~uencia, 

que 

sufi-

ciente para poder encontrar mutantes multi-auxótrofas (Eisenstark 

y col. 1965J, v mavor que la repor~ada para mutacion espontanea de 

dos ~arcas vecinas. la cual se encuentra en el orden 10-
12 

<Le~in, 1977); por lo que el uso de este agente alquilante nos 

pernii~ir1a obtener una r:iut.ante que fuera /'?• v que además tuviera 

alguna auxotrofla, lo cual nos seria Util para tener idea de donde 

pudiera encontrarse el gen responsable de la utili:aci¿n ae 1i-gli

cerol!':.sf dto en SaLm.on~lla typ>Hrii.i...:..rn.1.17\. 'ia en el laboratorio se ha 

utilizado este agente ~a~a obtener mutantes vecinas; por ejemplo 

R. Bautista (comunicación personal> obtuvo una mutante de S. typ"ii

mt.1rit.Ul\ Kdp-Gal que una vez es<:udiada se concluv6 que les genes 



del sistema Kdp en S. t~~l~urtum. se encuentran muv cercanos al 

operon de galactosa situado en el minuto 18 <Garcia Cuellar 1990>. 

Posteriormente. R. Bautista confirmó la cercania de ambos genes 

por experimentos de conjugacion y de transducción. 

A pesar de haberse realizado 14 mutaciones. v par~~ad~ 4333 

colonias para la obtención de una mutante ~· con a:guna aux~tro

fia, no se obtuvo alguna con estas caracterlsticas. Obtener una 

mutant.e que ader.i.is de ser rt. requiera de algo para su crecicie::-.t.':' 

es mucho más co~plicado que obtener una mutante~·. por lo que se 

requieren Qucho t:1.ás ?:.utaciones y parchar gran cantidad de ·:::!..:ni.as 

y, probablemente. utili~ar la tecníca Ce enriqueciciento con pe~i

cilina propuesto por Davis <1948) y por Lederberg y Zinder <!9~8l 

con la cual se enriquece enorme=ente el cultiv~ de :u~an~es a~xc-

trofas. 

Analí~ando las cinéticas de creci:ientc que se presenta~ en 

este trabajo. pojemos observar claracente que exis~en des tipos de 

mutantes para la utilización de ~-glicerolfcsfatc. las que le uti-

lizan lentarnente v las de :-~oida utili=ació!I. Ya De la 

C1981) describio la pos1tle v!a de utili=aciOn para las outantes 

o· lentas. que seria la ::isca que en !'. coh. es decir. c.r1.::~:-~ 

convirtiéndose a glicerc-l p.::r a.:.:ió:; de una fosfa~asa y 11..:ego a 

L-o-glicerclfosfatc pQr accion de una cinasa. siguiendo después la 

ruta normal del L-~-glicerolfosfato. Aunque a:bas :utan~es e~tran 

a la célula peo el siste~a ae transporte del L-o-glicerolf~sfatc 

íDe la Gar::a 1991 \. r'.o se sabe cual es la via de utili.:.acion que 

siguen las ~utantes r~pidas. 

Coc:parando las cepas SH-P.l y SM-F.:.. ambas rt lentas. tacbién 

pode:cs obse~va:- que no t~enen el :iSQO patrón. de 

siendo t.odav!a ::ucho .::ás lenta la cepa SH-F4. Esto nos lleva a 

pensar que también es Cife~en~e el ~1po de ccQporta=ien~c depen

diendo de la cepa de la que prevengan, quizas hav alg~n fac:~r que 

este t:ediandc :!.a e:-:.!.:-3.d.a ..::el sus":ra~;). o q;.;e reg:Jle -::::=.o se '.'a 



cerolfosfat.o. aunque sólo se observa cuando se crecen en 

biosis o bajo ciert.as condiciones especificas. 
aero-

Analizando los geles de electroforesis, pode~os de~ir que to-

das las cepas cambian la expresión de sus prote1nas en glicerol y 

en ~-glicerolfosfato. ?ara la cepa rápida. pode~os observar que se 

encuentran 4 prote!nas de inducciOn en P,-glicerolfosfatc que tie

nen aproxirnada=ente 76. 70, ~o v 26 kDa de peso molecular. sin 

embargo estas prote1nas se encuen~ran presentes en las 3 cepas 

en glicerol, por lo que sabe~os que son proteinas de inducción del 

glicerol y que c!e alguna manera también se expresan en /1-glicerol

fosfato sólo para la cepa rápida, o que en esta se e~~uen~ren en 

mayor concentración ven las otras no sea ~osible detectarlas. AUn 

utili=ando la téo.:.~i~3 ~e la ~cble tinción ne nos fue posible en

contrar alguna proteina que solaoente se encontrara in~~~i=~ en 

/1-glicerolfosfatc, para :ogr-ar esto seria r.ecesario correr geles 

de dos di:aensiones. va que en una diro.ensión se llegan a observar 

bandas gruesa.s en las cuales podr1a haber varias pro-:e1nas junt.as. 

de igual peso molecular. 
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VH. CONCLUSIONES 

De acuerdo a los resultados presentados en este ~rabajo 

podemos concluir lo siguiente: 

1.- La mutacion para la utilización de ~-glicerolfcsfatc por 

Salmonel la· [yp'üm:urlum. LT2 tiene una frecuencia espontánea de 

~.2~ x 10-
12

: induciendo la mutaci6n con nitrosoguanidina se 
aumenta esta la frecuencia a l.76 • 10-4

. 

2.- Existen dos tipos de mutantes~·. las de lenta utilización y 

las que lo utilizan rápidacente. Sólo se han podido obtener de 

una sóla mu~ación mutantes n· lentas testo es utilizando el 
~-glicerolfosfato al 0.4~); es ~e:esaria una segunda ~u~a:iOn 

espontanea o inducida a partir de estas mutantes lentas para 

poder obtener una mutante ,'?· rApida. 

3.- Aparentemente es muy fácil que se seleccionen mutantes rápidas 

a partir de mut.antes rt por lo que se pierden en muchas oca

eiones las mutant.es lentas. 

4.- Bajo nuestras condiciones experimentales, y con la cantidad de 

mutantes empleadas, no nos fue posible obtener un mutantes ~· 

aux6trofas. Sin embargo, se pudo observar que se aumanta al 

doble el nücero de mutantes ~· obtenidas al agregar al medio 

extracto de levaduras coco requerimiento y, el triple si se 

utiliz~ c~sa~in~~~id~s. 

S.- Existe una presion selectiva del medio que puede observarse en 

las cinéticas de crecimiento al aumentar la concentracion del 

~-glicerolfosfato. siendo favorecido el creciciento de las 

mutantes n· lentas. 
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6.- Por elec~roforesis unidimensional no se encontr= una prote:na 

especifica de inducción de n-glicerolfosfato. Sin embargo, se 

observaron 4 pro~einas de inducción del glicerol que también 

se encuentran inducidas en ~-glicerolfosfato para la cepa ~· 
rapida y cuyos pesos coleculares son 76, 70, 40 y 26 kDa. 
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utili=ar. Sin embargo con les estudios que realizamos no lo pode
mos saber. 

Por otro lado. ambos tipos de mu~antes no presentan ning~na 

modificacion en su cinética de crecimiento en glicerol. con 
respecto a la cepa silvestre. 

Se ha visto que una vez obt.enida una mutante ('• lenta, apa

ren~emente es rnuv facil obtener una ~- rápida; al estar rese~bran

dc las mut3.nt.es ,, .... lent..as en (}-glicerolfosfato hemos encentrado 

que aparecen de pronto cutantes ~·rápidas. En base a ésto va los 

resultadcs observados. sobre todo en la cepa SH-f4 crecida a dife

rentes concentraciones de ~-glícerolfosfat~. podeocs pensar que 

exís~e una fuerte presión selectiva del c.edic que esttJ. ayudando a 

nuestras cutantes lentas a volverse rápidas. Aunque existe desde 

los ares 19::.os una fuer":e di~ct..:si!·~'1 s::. !a :a..1taciCn v la sele:ci6n 

so:1 eventos independientes. de acuerc.c- a les experi:::entos des.:r.i-

tos por Cairns y colaboradores (1969> v por Hall (199€, 1990 y 

19911 en los que nos muestran vari~s casos en los cuales existe 

una pres ion selectiva del ~eche para favorecer ciert.as ::::utacior.es, 

nosotros estamos casi ccnvencidcs c;:ue e!1 :¡uest.ras ou':.ar.t.es esta 

ocurriendo lo m1st:to; é-Sto sólo es posible observarlo en las t:iu

tantes len:as. donde la pres1on selec:~·:a fue mas clara. pues en 

las rápidas su cre~ir.1entc fue ~uy b~eno desde un inicie. Para 

cocple~en~ar nuestro~ estud:os de la participaciOn del :edio de 

cultivo en la obtenc1on de un :avo~ n~mero ~e ~utantes. serla ne

eesa:-10 re::.li:.ar varios experir:::e:-:tcs. por eje.oplo modif!cando las 

concen~racicnes de la fuen~e de carbono en es~udic v trabajando 

con un numero cayor de ~u~antes. 

~~ ~epa SA-540 no cre:e en ~-glicerolfosfato, sin e~oargo. 

una clona que se ~c~o cre~io solaaente en ~edio liquido iaerobio

sis> v ~uv lencamente, de raanera ~uv si~ilar a la cepa SH-F4; se 

probo varias veces en ~icroaercbiosis 1medio s6lidoJ v no se 

cbserv6 creci:tientc. ?r~.table=ente algunas cepas silvestres de 
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