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INTRODUCCION 

a) Caracteristicas generales de Salmonel!a typhl 

Salmonella typhl es el agente causal de la fiebre 

tifoidea. En México la fiebre tifoidea es un padecimiento 

endémico que alcanza tasas de mortalidad de 3 en 100,000 

habitantes, adem&s ha habido brotes epidémicos en los que 

la mortalidad alcanza 6 por 100,000 habitantes por lo que 

constituye un problema de salud pública (1). 

Uno de los brotes epidémicos mas severos se di6 en 

el año de 1973 en el que se alcanzaron a registrar tasas 

de mortalidad de 9.7 por 100,000 habitantes (2) 

De las cepas de Salmonelta typhl aisladas durante -

esta epidemia el 92% eran resistentes a altas concentrac!.o 

nes de cloranfenicol, el agente de elecci6n para el trata 

miento del padecimiento. Adem&s de la resistencia a este 

antibi6tico se encontró que estas cepas eran también re-

sistentes a estreptomicina, tetraciclina y sulfonamidas, y 

que estas resistencias estaban codificadas por un plásmido 

conjugativoque pertenecía al grupo de compatibilidad H 

(3, 4, S, 6). As! mismo se observó que el fagotipo de la 

mayoría de las' cepas multiresistentes aisladas durante 19.73 . 
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era un tipo Vi degradado, a diferencia del fagotipo E-1 

reportado para las cepas mexicanas en 1956 (7) • 

Con el fin de hacer un estudio epidemiologico de la 

fiebre tifoidea, en 1975 se fund6 en México el Centro Na 

cional de Referencia de Salmone.t'.la .typhi.. Martuscelli y 

colaboradores han logrado reunir en este Centro un gran 

número de cepas de S. .typhi: aisladas de pacientes con t!_ 

foidea, que ha permitido el estudio de los patrones de -

resistencia a antibi6ticos y el fagotipo de las cepas -

aisladas anualmente. Así mismo Alfare y Martuscelli {8) 

encontraron que en el año de 1978 el 92% de las cepas a!s 

ladas resultaron ser auxotrofas de cisteina. Posteriormente 

se encontr6 (9) , que un alto porcentaje de las cepas de -

S. .t:.yplt-i. aislaclas. en otros años ·presentaban esta misma 

auxotrofía. Sober6n y Martuscelli {9), realizaron un estu 

dio detallado de esta auxotrofía y encontraron que: 

1.-La auxotrofía para cisteina era parcial ya que estas 

cepas crecían en medio mínimo pero con un tiempo de du 

plicaci6n mayor; este fenotipo se llam6 Cym. 

2.-El fenotipo Cym en todas las cepas estudiadas se debía 

a mutaciones en la enzima sulfito reductasa. 

3.- Las cepas de Salmonella typhi. podían separarse en dos 

grupos de complementaci6n (9) . 
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Estudios posteriores, (Richell y Gama comunicación -

personal) mostraron que el fenotipo cym de Sdlmonella typh,(. 

era un fenotipo que depend!a de la temperatura, ya que a -

baja temperatura (30ºC) las cepas de Salmonel.t..a typhi eran 

prototrofas y a alta temperatura (42ºC) presentaban un re

querimiento absoluto por cisteina, metionina y tiosulfato 

de sodio. Estos datos explican el crecimiento residual de 

la cepa cym en medio minimo observado previamente a 37°C ~~ 

(9). 

La limitaci6n mas importante para el an~lisis genét! 

co de Sa.imonelld typlú ha sido el no contar con un sistema 

eficiente de transferencia g~nica. 

Sin embargo se han tratado de implementar diferentes 

sistenas de trasferencia génica como el aislamiento de ce

pas Hfr (.10) capaces de transferir material genético de -

origen cromosoma!. La manera como se aislaron fue transfe 

rir factores F de E. e.al,(. a S. :tyltpi. Estos factores 

poseen marcadores genéticos que permiten seleccionar su -

integración en el cromosoma bacteriano (Kanr) • Las diferentes 

cepas Hfr asi obtenidas fueron estudiadas respecto al sitio 

de integraci6n del factor F y su estabilidad como donado-

res; se encontr6 que todas las cepas aisladas eran muy ----
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inestables (10). 

Otro sistema de transferencia génica que se trato de 

implementar fue la transducci6n con el fago Pl (Gloria 

Sober6n cornunicaci6n personal) • Para esto se trataron de 

aislar cepas sensibles de S. ~yhp-l a Pl utilizando un fago 

Pl que confiere la resistencia a el antibi6tico cloranfe

nicol. De las cepas resistentes a cloranfenicol así obte

nidas no fue posible propagar el fago. 

b) El bacteriofago Mu como herramienta para la manipula-

ci6n genética de cepas sensibles al fago. 

El bacteriofago Mu es un fago temperado: Después de 

infectar a su huesped natural E~ c.he1r.-lc.h-ia c.ol-l, tiene dos -

posibilidades que son el ciclo lítico y el ciclo lisogé-

nico. En el ciclo lítico, las funciones de replicación y 

morfogenesis del fago Mu se expresan y la bacteria muere. 

Este proceso genera de 50 a 100 partículas f&gicas, por 

cada bacteria infectada.Durante el ciclo lisogénico las 

funciones necesarias para el crecimiento de Mu se reprimen. 

Durante este proceso el ADN fágico se integra linealmente 

(11) en el genoma del huesped permaneciendo inactivo como 
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profago. La represi6n de las funciones fágicas funciona 

en trans, cuando cepas lisogenas son infectadas el fago 

superinfectante no puede expresar sus funciones líticas. 

La integraci6n de Mu durante el ciclo lisogenico -

puede ocurrir en un gran número de sitios, originando m~ 

taciones en los sitios de integraci6n (por ejemplo auxo

trofías) • La frecuencia de reversi6n de mutaciones indu

cidas por Mu es menor a 10-10 (12). Esta integraci6n de 

Mu al genoma del huesped es independiente del sistema de 

recombinación de éste y genera una duplicaci6n de cinco 

pares de bases en el lugar de la inserci6n (13, 14, 15). 

Adem§.s se sabe que el ADN de Mu al extraerse de partícu

las virales esta covalentemente ligado en sus dos extre

mos a secuencias bacterianas de t 0.1 kb en el extremo -

c y de + 2 kb en el extremo S (v~r figura 1) por lo que 

se le considera un elemento transponible (16, 17). 

El bacteriófago Mu es un fago que realiza transdu.9_ 

ci6n generalizada como el fago Pl de E~che~ieh~a eoti -

(18), sin embargo la frecuencia de transducción de marca 

dores bacterianos por Mu es aproximadamente diez veces -

menor que la de Pl (19) • La frecuencia de transducción -

con I-tu puede elevarse de diez a cien veces si se uti 

lizan cepas previamente lisogenizadas por el fago Mucts 



Fig. 1 
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Estructura del ADN de Mu. Segmento G en sus dos rosiblcs 

orientaciones. 
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y mini Mu (éste último tiene una gran deleción interna que 

lo incapacita para lisar a la célula conservando, sin em-

bargo, su capacidad de transponer y de ser encapsidado) 

(20, 21). 

La razón por la que el rniniMu aumenta la frecuencia 

de transducción se explica en el mecanismo que tiene el 

fago Mu para encapsidar su DNA: 

1.- El DNA de Mu se empaca en las cabezas virales a par.

tir de precursores maduros covalentemente ligados a 

DNA del huesped. 

2.- El empacamiento comienza específicamente en el extremo 

c del DNA de Mu y procede unidireccionalmente al o

tro extremo del genoma del fago. 

3.- El genoma de Mu por sí solo no puede llenar las cabe 

zas virales y por ·10 .tanto algo del DNA del huesped 

se empaca (22). 

Como se dijo antes del mini.Mu no pierde su capaci

dad de transponer de manera que cuando se induce el ci-

clo lítico aumentan las copias de este fago, aumentando 

el número de sitios (extremos c) capaces de ser encapsi

dados (ver tipo de part!cula No.2 en la Figura 2) aumentan 

do de esta menera la frecuencia d~ transducción 

Este sistema permite la transducción de caracteres 



Figuro 2 ;-
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Tipos de particulas que se encuen~ran a la inducci6n de 

una cepa (Mucts) / mini-Mu: 

l} ADN· de Mu 

2) ADN de mini-Mu + ADN bacteriano (transducci6n generalizada) 

3) ADN bacteriano en cuyos extremos hay dos mici-Mu's con la -

misma orientación {mini-Muducci6~). 

4) Igual que las partículas de tipo 3 oero los mini-Mu's tic-

Of:n diferente orie:-:taci6n (tra~sducci6n generalizada) 

5) ADN bacteriano (~ransducci6n generalizada) 

Partículas tipo l) 90%: 2) y 3) +/- 10% 
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gen~ticos entre diferentes especies bacterianas sensibles 

a Mu ya que un tipo de partículas no requiere homolog!a -

entre la partícula transductante y el DNA del huésped pa-

ra su integración por tener intactos los dos extremos de 

Mu (partícula No. 3 en la figura 2) (23). La transducci6n 

con este tipo de partículas se llama miniMuducci6n (21). 

Otra característica del fago Mu es su capacidad de 

inducir rearreglos cromosomales de diferentes tipos duran 

te su ciclo l!tico ya sea por inducción del profago o por 

infección. r..os rearreglos incluyen: deleciones que siem--

pre están ligadas a un profago, inversiones donde el seg-

mento invertido esta entre dos copias de Mu con orienta-

ción opuesta, fusión de replicones en donde estos se fu-

sionan mediante la recombinación de dos profagos con la 

misma orientación y transposición de segmentos de DNA del 

huésped en donde el DNA que transpone esta entre dos pro

fagos con la misma orientación (20) • Este último re arre-- .· 

glo ha permitido la. transposición de diferentes genes ba:_> 
' : . ' 

terianos a plásrnidos conjugativos dando grandes posibh'i.:.. 

dades para el aislamiento y mapeo de genes (24). 

El bacteriofago Mu se aisló originalmente de la -

bacteria E. c.of..i., sin embargo P,uede infectar diferentes 

esp~cies de bacterias gram nega~ivas. Su esp~cificidad de 

.',' .. ;: 
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infecci6n esta controlada por lo menos por dos genes. 

Estos 'Jf!nes mapean en el genoma .de Mu en una regi6n de -

DNA llamada "regi6n invertible G". Esta región de DNAde 

Mu tiene la aaracterística de poderse encontrar en las 2 

orientaciones posibles con respecto al genoma de Mu (ver 

figura 1) • La inversi6n de este segmento esta contro~ada 

por genes propios del fago Mu. De esta manera la expre-

si6n de los genes que controlan la especificidad de in-

fe6ci6n esta controlada por la orientación del segmento 

G ( 25, 26}. E. coli K12 y una cepa de E1twlnia chyaan-

theml adsorben fagos que tengan la especificidad que co

rresponde a la orientación (+) del segmento G, mientras 

que otras cepas de E. coll, Clt1tobacte1t ~Jteundil, Se1t1ta

tia ma1tce11ce.n.&, E.1twú1ú1 ca.JtatovaJta, E1twin.ia. u1tedovo1ta. !f 

E1tt11.i.nla amiiCovona. adsorben Mu con la especificidad que -

c·orresponde a la orientación (-) del segmento G (27). 

El comportamiento del bacterio:Eago Mu se h.a estu-

di.ado casi exclus.ivamente. en su huesped natural E. C.p.U .• ·· 

Si1l embargo se ha reportado que el fago Mu tiene un com

portamiento diferente en otras especies bacterianas, en 

cuanto a su capaéidad de inducir mutaciones, replicación 

y ~orfogenesis del mismo. E. ctoacae adsorbe Mu G (-) y 

su comportamiento es parecido al que tiene en E. coti -
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K 12; en E. cloacae se encontró que Mu tiene, al igual

que en E. col¡, capacidad de inducir mutaciones en dife 

rentes sitios del cromosoma. Se aislaron 29 auxotrofos 

inducidos por Mu y se encontraron 5 diferentes requeri

mientos (28). 

En cuanto a la lisogensaci6n porMu en otras espe

cies bacterianas, se report6 que Se~~at¡a ma~cen6 permi

te el crecimiento de Mucts 62 a 40ºC pero no se puede -

lisogenisar a 30°C. En A. ~ume6acien6 no se han podido -

encontrar lisogenos a 30°C, sin embargo se observa lisis 

confluente a 42°C. La lisis que se observa no se debe al 

desarrollo de Mu, ya que al hacer diluciones de lisados -

de Mu para ver placas de lisis estas no se ven (28). 

Utilizando como criterio la lisis de una capa de -

bacterias por un lisado de Mu, se concluy6 que la mayoría 

de las enterobacterias son resistentes a Mu. No obstante 

se observ6 que el fago Mu, una vez introducido en las -

bacterias :resistentes ron m plásmido conjugativo en el cual 

esta integrado puede ser inducido y desarrollarse l!tica

mente en estas cepas (29). 

Entre las especies bacterians que son resistentes 
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a Mu se encuentra Kteb4.letta pneumoniae y Salmonetla ty

phimu~ium, de las cuales se han aislado cepas sensibles 

a Mu. 

En Kteb4.lelta pneumon.lae se aislaron cepas sensi

bles al fago Mu al aislar cepas que fueran resistentes 

a fagos n.aturales. La raz6n por la que estas cepas son 

sensibles al fago Mu es que ya lo pueden adsorber (31). 

La explicaci6n que dan los autores es que las cepas re

sistentes sufrieron una rnutaci6n que afect6 la estruc

tura de su pared celular y que por lo tanto cambi6 la 

adsorci6n de los fagos. La mutaci6n que confiere la sen 

sibilidad a Mu en K. pneumon~ae rnapea cerca de his 

l55% de contransducci6n) (31). Otro ejemplo de esto se 

encuentra en cepas de Satmonetta .typh.lmu~.lum que son re 

sistentes al fago P22 y sensibles al fago Pl (30). 

En Satmonetta .t!Jph.lmú.~.lum Faelen et.al encontra

ron fortuitamente una cepa sensible a Mu. El alelo que 

confería la sensibilidad a esta cepa se le llam6 rnusAl y 

se observó que estaba ligado al operen de histidina (4% 

de contransducci6n con his G). También se encontró que -

cepas que presentaban grandes deleciones en esa regi6n -

(his rfb) eran sensibles a Mu, por lo que se concluyó -

que la s.ensibilidad conferida por musAl era - - - - - -
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. . . 
>·,;. 

debido a la pérdida de una funci6n. A partir de esta mu

tante se aisl6 una cepa Hfr capáz de dondar el oper6n !!!=. 

tempranamente y que tiene una inserci6n en ~ G de un -

TnlO que ya no puede transponer (his G9224: :TnlOll4lll.ll. 

Esta cepR Hfr ha hecho posible la introducci6n del ca~

racter Musª otras cep~s (32). 

Los datos arriba mencionados muestran que existen 

diferentes estrategias experimentales que permiten el --

aislamiento de cepas sensibles a Mu como el aislamiento 

de cepas resistentes a fagos naturales, o la transferen-

cia génica de la sensibilidad por conjugaci6n con la ce-

pa Mus de S. typlt.imu-'L.lum arriba mencionada. 

El interés primordial de contar con un sistema ge

n~tico en Satm.011e.Lea. typh.<. es el poder identificar aque

llas funciones. involucradas en la patogenidad de este 

mic::roorganismo para poder hacer un anlilisis molecular 

del mis.mor para esto se plantearon los siguientes objeti

vos que nos permitirían utilizar el fago Mu para montar 

ün sistema de transferencia génica en s. :typh.<.. 

i._ !" 

•. 
,i,' 
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OBJETIVOS: 

Los objetivos del siguiente trabajo consisten en: 

1.- Determinar la sennibilidad de Salmonella typhi a Mu. 

2.- El aislamiento de cepas sensibles al fago 

3.- El estudio del comportamiento de Mu en esta especie 

bacteriana y la implernentaci6n de métodos que permi

tan la manipulación genética de Salmonella typhi. 

''.·.,· . 

. ; 
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MATERIAL Y METODOS 

Cepas Bacterianas y Bacteriófagos. 

Las cepas Bacterianas y los Bacteri6fagos utilizados 

en este trabajo se describen en la tabla l. 

Medios de cultivo. 

Los medios de cultivo usados en este trabajo fueron: 

Medio rico se utiliz6 medio Luria (triptona 1%, extracto 

de levadura .5% y NaCl 1%) salvo para la lisogenisaci6n 

y prueba de sensibilidad a Mu en que se utilizo medio Fry 

(extracto de carne 1%, Bacto-peptona de Bioxon .5%, NaCl 

1%); medio minimo 132 (Na HP04 .7%, KH 2 P04 .3% NH4 
-2 11.04%, Citrato de Na .05%, .MnC12 Sol 10 M .• lml, FeCL3 

Sol 10-2 M .lml, Vit B.1 sol 1 mg/ .05ml .05ml) glucosa -

como fuente decarbono 0.2%; todos los amino~cidos se 

agregaron a 40µg/ml salvo glutamina serina y prolina que 

se agregaron a 150µg/ml, tiosulfato de Na se agrego a 

lOOµg/ml. La concentraci6n de agar que se utilizó fue 

del 1.5% salvo para el agar suave se utilizo medio Luria 

con 0.7% de agar. Para detectar la presencia del plásmi-

do F' lac pro (Mu 18Al) en S. typhl se utiliz6 medio -



Tabla .1 

CEPAS 'i FAGOS 

E. COLI 

C600 
C600 (Mucts62) 

MXR (MuctspApl) 

MXR (MuctspApl) 

/F lac ~ (Mul8Al) 
HB94 

S. .typh.imu11..ium 
MA766 

ZJlOOl 

s • .typh.i 

JM1382 

ZJl 

ZJ2 

ZJl (Mucts62) 

ZJ2 (Mucts62) 
JM1382 (MucstspApl) 

ZJ (Mucts62) 

/F lac 2E2. (MulBAll 

ZJ2 (Mucts62) 

/F ~ pro (MulBAl l 

JM1382 (MuctspApl) 

/F lac ~ (MulBAl) 

ZJll 

FAGOS 

Mucts62 
MuctspApl 

MulBAl 

Mucts62~ 3452 

Genotipo 
leu thr gal lac supE 

liso 

a(lac l2!'.2,l ~E thiA 

.!:!!!'.. hisG::TnlOa4All 
musAl 
derivada Thr+ HA.766 

~ ~ Nalr 
JM1382 hisG::TnlOA4All 

:musAl 

.nU382 ~Al 

JM1382 ~ G S. .typhi.mu11..lwn 

represor ts 
derivado Mucts62 marcador 
Ap segmento G 
represor ts marcador Ap 
ti 24 .• 6 +/-0.B KB 

Modificación deficiente 

Referencia 

Appleyard, et al 

Faelen et al (1978) 
• " 

Guillermo Alfaro 

Faelen et al (1981) 

este trabajo 

Guillermo Alfaro 
Este trabajo 

" " 
n " 
" " 
n " 
n " 
" n 

" n 

.. ·" 

11 " 

Howe (1973) 

Leach (1979) 

Faelen et al (1978) 

Toussaint (1976) 
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Me Conkey lac (Me agar lactosa de Difco 5%) Las bacte-

rias sediluyeron en Ng so4 10-2 M, los fagos en Tris 

HCl 10-2 M pH7.5 

Los antibi6ticos se agregaron a las sigujentes con-

centraciones: ampicilina (amp) 25µg/ml, acido nalidíxico 

(nal) y tetraclina (Te) a lOOµg/ml 

El crecimiento celular se siguio por aumento en la 

densidad óptica del cultivo en un aparato Bausch and Lo;:tb 

a SSOrun. 

Aislamiento de cepas de S. typlz.l sensibles a Mu. 

Las cepas sensibles a Mu se aislaron de la manera -

reportada (32). Las cepas ZJlOOl y JM1382 se cultivaron 

hasta una concentración final de2x 108 celulas/rnl y se 

mezclaron en una proporción 11 l O, se incubaron 30 m'inu-~ 

tos a 37'°C sin agitaci6n, la conjugaci6n se interrumpio 

con agitaci6n violenta y se plateo la mezcla directamen

te. en ·placas de Luria Te Nal1 en las conjugantes resultan-

tes se exS:id.."liU;C.1 las resistencias a estos antibi6ticos' au-

xotrofi~ por histidina, fagótipo y sensibilidad a Mu. 



Preparaci6n de lisados de Mu. 

Se cultivo la cepa lisogenizada hasta saturación -

en medio Luria a 30°C y se diluyó 30. veces en 10 ml de 

medio Luria y se agit6 a 30°C hasta que alcanzó una den

s:~dad 6ptica de .22, se cambi6 a 42ºC con agitaci6n du--

rante 20 minutos y después a 37ºC hasta que se observó -

l:~sis bacteriana, el cultivo se mezcl6 con cloroformo y 

se centrifugaron los restos celulares. El ~obrenadante -

SH titul6 en la cepa de E. ca.U. HB94. Este método da li

sados con títulos de aproximadamente 1 x 109 fagos /ml. 

Aislamiento de cepa~ lisogenizadas por Mu. 

La cepa a lisogenizar se cultivó toda la noche en. -

Luria a 37°C y se diluy6 30 veces en medio Luria fresco, 

s·a creci6 a una densidad 6ptica de. O. 22, se sembró una 

capa de bacterias en una caja de medio Fry con agar 

· suave. Se le agreg6 una gota de un lis.ado fresco de Mu 

. y se incÜb6 ·a 30 ºe toda la noche; al d!a siguiente se 

estriaron las células que estuvieron en contacto con el --

fago y se les determinó la presencia del fago a 42°C usan

do una cepa indicadora. 

,• 

'· 
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Aislamiento y caracterización de cepas auxotrofas indu-

cidas por Mu 

Para aislar aux6trofos se probó el crecimiento de 

las cepas lisógenas en medio mínimo replicando las celu 

las en medio minimo y medio Luria. 

Las cepas auxótrofas se resuspendieron en .02 rol 

de Mgso4 10-2 M y se replicaron en 10 diferentes medios 

que tenían cada uno 5 aminoácidos en los que cada amin~ 

ácido esta presente en 2 medios, después de identificar 

el requerimiento, las auxótrofas se probaron en medios 

con el aminoácido que requerfan. 

Sensibilidad al Fago Mu 

Se crecio la cepa a probar hasta una densidad 6pti 
. -

ca de •. 02 y se sembró una capa de la misma con agar -

suave ~n medio solido Fry. Se infecto la capa con una -

gota de un lisado fresco de Mucts62 y se incubó a 42ºC 

toda la noche. Al día siguiente se observo si había 

lisis confluente. 



20 

Aislamiento de cepas lis6genas Mu/miniMu. 

La cepa MXR (MuctspApl) /F' lac nro (!·1ul8Al) se 

creci6 a una densidad 6ptica de .22 al igual que la cepa 

receptora y mezclaron .01 ml de cada cepa en placas de 

Luria, se incub6 la mezcla a 30ºC por toda la noche y se 

estriaron las c~lulas en L amp nal, las conjugantes se 

probaron en medio Me lac luria amp y luria nal. 

Transducci6n. 

La transducci6n se hizo de la manera descrita por -

Faelen et al (21) • 

Se infectaron 5 x 109 c~lulas con un lisado Mu/mi-

niMu previamente preparado de la cepa donadora a una -

multiplicidad entre 0.5 y 1 en presencia de cacl2 10-2 M 

y se sembraron sobre varias placas de medio selectivo. 

Las placas se incubaron a 30°C 48 a 72 horas. 

Fagotipos 

La fagotipia se hizo de la Manera descrita por - -

Anderson y Williams (37) . Los fagos fueron obtenidos por 
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medio del Dr. E. S. Anderson, International Reference 

Laboratory, Londres. Se infect6 una capa de bacterias de 

la cepa a probar con la colecci6n de 100 fagos, incuban

do las placas a 37°C 12 horas. Se observó el patr6n de 

lisis. 
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RESULTADOS 

1.- Sensibilidad 

Utilizando como criterio la lisís de una capa de -

bacterias por lisado de Mucts 62 a 42ºC encontramos que 

Salmonella :typhi es resistente a Mu. 

a) Aislamiento de cepas sensibles de S. typhi al fago Mu 

La cepa de S. typhi sensible a Mu (ZJl) se aislo -

al hacer una conjugación entre una cepa Hfr de Salmonella 

Typhimu~ium sensible al fago que confiere tempranamente 

la sensibilidad arm (32), y la cepa de Salman ella. :thypi re

sistente a Mu (JM1382). La manera en corno se seleccion

naron las transconjugantes esta ill1strado en la figura 3. 

Como se puede ver en esta figura la cepa Hfr de Sa.imonella 

:typhimu~ium confiere tempranamente la resistencia a te

traciclina que esta codificada por un transposon TnlO -

que esta insertado en el gene hisG, este transposon tie

ne una deleci6n que le impide transponer. Entre las trans 

conjugantes aisladas como Ter y Nalr (caracter receptora) 

se probo la sensibilidad al fago Mu de la manera descr! 

ta en material y metodos: entre estas cepas se aislo la 
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cepa ZJl cuyo fenotipo es Ter, Nalr, His- y Mu8
• 

Para hacer más simple la manipulaci6n de la cepa -

de S. typhi Mu 8 se aislo la cepa ZJ2 a partir dela cepa 

ZJl. La cepa ZJ2 ya no tiene el requerimiento por histi

dina por haber perdido el TnlO que tenía insertado en el 

gene hisG. La manera como se aisl6 esta cepa fue selec--

cionar aquellas ce~as que ya no requirieron histidina 

para crecer aislandolas en placas de medio mínimo. El fe 

notipo de la cepa ZJ2 es Tc 5
, Nalr , His+ y Mu 5 • 

Ya que en Kleb4lelta pneumoniae las cepas sensibles 

a Mu habian alterado la adsorci6n de fagos naturales, de 

bido probablemente a algun cambio en su pared celular 

(31), probamos el fagotipo de la cepa sensible a Mu de -

S . .tuphi (ZJ2) para establecer si la mutaci6n que confi

ere la sensibilidad al fago Mu había alterado la adsor-

ci6n de otros fac;os a S . .typhi. Se encontr6 que el fago

tipo de esta cepa es el mismo que el de la cepa Mur -

(JM13B2) de la cual se aisl6 (fagotipo Vi degradado). 

Este dato sugiere que la sensibil;idad a Mu de la -

cepa ZJ2 no se debe a cambios en su pared celular ya que 

esta cepa sigue siendo sensible a los mismos fagos que -

la cepa JM1382. 

Dado que la resistencia al fago Mu de la cepa 

¡,'1 
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JM1382 parecía no deberse a que los fagos no se adsorbi~ 

ran a su pared celular, decidimos medir la frecuencia de 

lisogenizaci6n en esta cepa y en la cepa sensible a Mu -

(ZJ2). Para medir la frecuencia de lisogenizaci6n utili-

za.mas un fago que confiere la resistencia al antibiotico 

ampicilina (MuctspApl) (33), de manera que las cepas re-

sistentes a este antibiótico a 30°C son lisogenas. Obse~ 

vamos que la frecuencia de lisogenización es 5 a 10 ve--

ces menor en la cepa resistente (JM1382) con respecto a 

la cepa sensible. Tambi~n observamos que al inducir las 

cepas lisógenas tenemos la misma producción de fagos en 

la cepa resistente y en la sensibl9¡aproximadaroente 1 x 

109 fagos/ml , ver tabla 2. 

Estos resultados indican que aunque las cepas re--

sistentes tienen una frecuencia de lisogenización menor, 

la frecuencia de transposición es la misma Sado que el -

mecanismo que se propone para la replicaci6n del fago es 

la transposición)en la cepa resistente y en la sensible 

ya que producen la misma cantidad de fagos a la induc--

ción. 

Además estos resultados indican que Salmonella - -

typhi al igual que E. ~oli K12 adsorbe fagos del tipo G 

(+) ya que el fago MuctspApl solo presenta esta orienta 

ción del segmento G (33). 

,¡ 



Tabla 2 

Infecci6n MuctspApl 

JM1382 (Mur) ZJ2 (Mu6
) 

No de lisogenas )Ap) 7.7 X 103 
9 X 104 

% inducci6n auxotrof!as 3% 3% 

No. de fagos 
Inducci6n de una 

1 X 109 108 Lisogena 9.5 X 
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b) Sensibilidad vs resistencia al fago Mu. 

Dado que la cepa JM1382 (Mur} tiene una frecuencia 

de lisogenización menor y la misma frecuencia de transp~ 

sición, decidimos comparar la adsorción del fago Mu en -

la cepa sensible vs la resistente, además de la mortali

dad de estas cepas a la infecci6n del fago, producción -

de centros infectivos (bacterias en donde se esta desa-

rrollando el fago) y producci6n de fagos a la infección. 

Para esto se siguió la siguiente estrategia: Se i~ 

fectaron la cepa resistente y la sensible con la misma -

multiplicidad, (número de particulas fonnadoras de placas

de lisis/ no. de bacterias) se incubaron 15 minutos a -

37°C con el fago y se centrifugaron las células, se titu 

laron los fagos en el sobrenadante para ver el número de 

fagos no adsorbidos, las células se lavaron y parte se -

dejaron incubando a 42ºC para ver producción de fagos a 

la hora y veinte minutos y en la otra ~arte de las celu

las se titularon los sobrevivientes a la infección a 3t:ll~c 

y los centros infectivos en una capa de bacterias a 42~c 

Para poder distinguir los centros infectivos de los 

fagos acarreados durante la centrifugación de la celula.:s 

se utilizó un fago Mucts62mom3452 crecido en la cepa de 
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E. coli C600. Este fago tiene una mutación en su sistema 

de modificaci6n de manera que los fagos producidos tie-

nen solamente la modificación del huesped, (34) así al -

titular los centros infectivos en una cepa de E. coli --

deficientes en su sistema de restricción (HB94} y en una 

cepa con el alele silvestre de restricci6n (C600) los -

podíamos distinguir ya que los fagos producidos por los 

centros infectivos estarían modificados por S. typhi y 

serían restringuidos por E. coli y los fagos acarreados 

no serían restringuidos por E. coli. 

En la tabla 3 se muestra el resultado de tal ex-

perimento en el aue se ve aue: 

1) La adsorci6n de los fagos por la cepa sensible y la -

resistente es la misma. Las dos cepa~ adsorbieron 6.9· 

x 108 fagos /ml. 

2) La cepa sensible produce mas centros infectivos que la 

cepa resistente. 

3) La cepa sensible produce mas fagos a la infecci6n que 

la cepa resistente; la diferencia que se observa co--

rresponde a la diferencia observada par.a los centros 

infectivos. 

4) La cepa resistente sobrevive mas a la infecci6n por -

el fago que la sensible. 

.,. ... , 



Tabla 3 

Desarrollo del bacteriofago Mucts62mon3452 en las cepas sensibles y 

resistentes. 

No de Bacterias 

Titulo del fago 

Multiplicidad 

No. de fagos no 
adsorbidos 

No de sobrevivientes 
a la infecci6n 

Centros inf ectivos 
titulados en R-M+ 

Centros infectivos 
titulados en R+M+ 

No de fagos producidos 
a la cepa 1°20' en: 
CEPA R-M+ 
CEPA RtM.+ * 

*R:::= restricción 
M= modificación 

JM1382 ("Mu~") 

4.4 X 108 

9 X 108 

2 

2.1 X 108 

2.25 X 108 

7.3 X 107 

l. 46 X 107 

1.2 X 10 9 

1.48 X 107 

ZJ2 (Mu 9
) 

3.6 X 108 

9 X 10 8 

2.5 

2.1 X 108 

4 X 107 

2.B X 108 

5 X 107 

4 X 10 9 
1 X 108 
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Para ver si la diferencia en muerte celular de la -

cepa ZJ2 y la cepa JM:1382 se debía a la expresi6n tempr~ 

na de algunas funciones de Mu, las 2 cepas se infectaron 

con el fago Mucts62 Bamb que no se puede replicar (34) y 

observamos que no hay muerte celular y que por lo tanto 

esta se debe a la replicaci6n y morfogénesis del fago. 

Nuestros datos muestran que las cepas "resistentes" 

aunque adsorben los fagos igual que las sensibles, tie-

nen una frecuencia de lisogenizaci6n, producci6n de cen

tros infectivos y producci6n de fagos a la infecci6n me

nor que las sensibles y que esta diferencia no se debe a 

que el ciclo lítico del fago este alterado ya que las -

cepas "resistentes" tienen la misma producci6n de fagos 

que las sensibles a la inducci6n de una lis6gena. 

Por otra parte muestran también que el criterio ge

neralmente utilizado para determinar si una cepa es sen

sible o resistente al bacteriofago Mu es inadecuado, ya 

que la cepa JM1382 en las condiciones descritas es sensi 

ble a Mu. 

II.- Comportamiento de Mu en Salmonella tifhpi 

a) Frecuencia de lisogenizaci6n y de inducci6n de auxo

trofías en Salmonella typhi 
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En E. coi~ se ha observado que al infectar esta -

bacteria con el bacteriofago Mucts en placa a 30°C alre

dedor del 40% de las células sobrevivientes a la infec-

ci6n son lis6genas. De estas lisógenas el 2% al 5% tienen 

algún requerimiento nutricional (no crecen en medio mini 

mo) (12) • 

Para establecer la frecuencia de lisogenisaci6n y 

la frecuencia de inducción de auxotrofías por Mu en S. 

typhi infectamos la cepa de S. typh~ con el fago Mucts 

62 o con el fago MuctspApI y observamos que la frecuen-

cia de lisogenizaci6n, esta entre el 30% y el 40% entre 

las células sobrevivientes, y de estas lisógenas la in-

ducci6n de auxotrofías esta entre el 2% y el 5%. En con

traste observamos que la cepa JM1382 al infectarla con 

el fago MuctspApI tiene una frecuencia de lisogeni.saci6n 

entre el 2% y el 4% y de éstas la proporción de inducci6n 

de auxotrofías es igual que la de la cepa ZJ2. 

b) Caracterización de auxotrofías 

Otro aspecto interesante en cuanto al comportami-

ento de Mu es la inespecif icidad de integración del fago 

al lisogenisar. Por esto decidimos buscar los requerimi-
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entos de las cepas auxotrofas que habiamos aislado para 

ver si Mu en S. typh¡ tenia algun sitio preferente para 

su integraci6n o si la integración de Mu ocurria en mu

chos sitios como en .E. col~. 

Para la caracterj.zaci6n de cepas aux6trofas se e~ 

racterizaron las aux6trofas aisladas de la cepa ZJ2 ya 

que como se mencionó antes tiene una frecuencia de liso 

genizaci6n mayor y por lo tanto es más fácil la obten--
..... -... 

ción de aux6trofos inducidos por Mu. 

Se aislaron 60 auxotrofos y se pudo establecer el 

requerimiento de 26 aux6trofos de la manera descrita en 

material y m~todos. Los resultados estan ilustrados en 

la tabla 4. De las 26 auxótrofas encontramos 11 requer! 

rnientos dif~rentes, lo que nos sugiere que la integra-

ci6n de1 DNA fágico se da en un gran número de sitios -

al igual que en E. col~. 

Una de las características de las mutaciones indu 

cidas por Mu en E. eoli es que tienen una frecuencia de 

reversión menor a 10-10 , esto se debe a que el fago Mu 

no se escinde de su sitio de integraci6n (12). Para estable 

cer si las mutaciones que ten!an las cepas auxotrof as -

estaban inducidas por el fago Mu, decidimos esta 

blecer la frecuencia de reversi6n de las veintiseis -



Tabla·4 

FAro FAOO 
CE:l?A l1l'ILI Z1IOO CEPA l1l'ILIZADO ~ 

MU M.Jcts62 FENI!AlANIN1\ l-514 l1ucts¡:llpl 'lmmlNI\. 

MS2 Mucts62 sm:m\ l-515 MuctspApl CIS'lEINA 

MS3 M.Jcts62 FmIIAIANlNA MS16 Muctsp!lpl .MErlamlA 

MS4 M.!cts62 CIS'IBINA Y ME MS17 l1uctspTlp1 Ml?rlcmNA 
TICNINA 

MSS Muct:spllpl ARGINJNA l-518 MJ.r::t:s?lpl MEI'IcmNA 

MS6 Muct:spllpl MEI'I<ENA MS19 Mllcts¡ilpl. BISTIDlNA 

MS7 MuctspApl TRJPICFl\NO M>20 Mucts¡:ilpl AIGINmA 

r.EB MuctspApl ARGINlNA MS21 Mucts¡:ilpl .MGININ1\ 

l-59 ~p.tipl MEI'ICMNA MS22 Muctsp!lpl UR1\CIIO 

r.ElO MuctspApl CIS'!EINA. Y ME l-523 MuctspApl MF:nCN!Nl\ 
TICMNA 

MSll MllctspApl I.EllCINA MS24 Muctsµl\p1 MEnCNJNA 

M>12 Muctsp.llp1 I.EllCINA MS25 Muctspl'\pl SfX[NI\ 

M:i13 M.lct:spl\pl 'mEXlmlA MS26 Muctsp1lp1 SERD1!\ 
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cepas aux6trofas, los resultados estan ilustrados en la 

tabla S. De las 26 aux6trofas hay 21 gue tienen una fr~ 

-10 cuencia de reversi6n menor a 10 , lo que sugiere que 

las mutaciones estan inducidas por Mu. Las otras 5 cepas 

que tienen frecuencia de reversi6n mayor a 10-10 , estan 

probablemente inducidas por el fago Mu ya que en E. c.ot.é. 

se ha reportado reversi6n de mutaciones inducidas por Mu 

por mutaciones que mapean en otro sitio del cromosoma -

(36) • 

IIl.- Transducci6n 

Para transducir marcadores g~nicos de Satmonetta -

tyhp.é. por el bacteriofago Mu se aislaron cepas donado

ras lisógenas por el fago Mucts62 (MupApl para la cepa 

JM1382) y el Mu18Al (miniMu), ya que este sistema au--

menta la frecuencia de transducción por Mu de 10 a 100 

veces (20,21). El fago Mu18Al se introdujo por medio -

de un plásmido conjugativo en el que esta insertado F' 

lac pro (Mu18Al). 

a) Transducci6n en S. t.yhp.é. Mus ----~ Mus 

Empezamos a estudiar la transferencia de dos marca 

dores: 



'I'abla 5 

CEPA 

MSl < 

MS2 < 

MS3 

MS4 < 

MSS 

MS6 < 

MS7 < 

MSB < 

MS9 

MSlO 

MSll < 

MS12 < 

MS13 < 

FRECUENCIA 
DE 

REVERSION 

3.6 X 10 -10 

3.6 X 10 -10 

3.5 X 10 -8 

1 X 10 -10 

2.6 X 10 -6 

4.3 X 10 -10 

1.2 X 10 -10 

1.3 X 10 -10 

1.4 X 10 -n 

6.6 X 10 -e 

1.3 X 10 -10 

4.6 X 10 -10 

9 X 10 -10 

CEPA 

~1514 < 

MS15 < 

MS16 

MS17 < 

MSlB < 

MS19 < 

MS20 < 

MS21 < 

MS22 < 

MS23 < 

MS24 < 

MS25 < 

MS26 < 

FRECUENCIA 
DE 

REVERSION 

4.3 X 10 -10 

4.8 X 10 -10 

1 X 10 -e 

4.1 X 10 -10 

2.8 X 10 -10 

4.7 X 10 -10 

4.8 X 10 -10 

5 X 10 -10 

5 X_ 10 -10 

4.1 X 10 -10 

1.1 X 10 -10 

5.2 X 10 -10 

4.7 X 10 -10 
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1.- El marcador que confiere la resistencia a tetracicl~ 

na de la cepa ZJl y la auxotrofía a histidina (his -

G:: Tnl064611) a la cepa protr6tofa ZJ2 aislando las 

colonias tetraciclina resistentes. 

2.- El caracter His+ de la cepa ZJ2 a la ZJl seleccionan 

do las colonias protr6tofas (medio mínimo) 

Los resultados de estas transducciones están ilus-

trados en la tabla 6. 

Encontrarnos que la mejor eficiencia de transducci6n 

la tenemos con multiplicidades que van de .5 a l. 

A partir de la tabla no. 6 se puede concluir: 

1) Que además de la transducci6n generalizada tenemos 

mini-Muducci6n, pues en la transducci6n No. 1 tenernos 

7 transductantes resistentes a Te que conservan el f ~ 

notipo His+ (carácter de la receptora) que además son 

lis6genas para el fago Mu18Al (el fago MulBAl confie-

re la resistencia a ampicilina). Esto sugiere que el 

marcador his G:: Tn1064611 no se integr6 por hornolo-

gía nucleotidica. 

2) La frecuencia de transducci6n con este sistema en - -
-6 Salmanelia thypi es bastante elevada (9 x 10 ), lo 

que indica que tenernos una buena probabilidad de po-
-

der transducir cualquier marcador de S. tyhpi. 
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b) Transducci6n en .S. typhi.. La cepa Jl-11382 ("Mur") como 

donadora y receptora. 

Otro aspecto interesante era ver si la cepa JM1382 

podría ser donadora y receptora en una transducci6n me

diada por Mu ya que como se mencion6 antes esta cepa ·es 

sensible a Mu 

1) JM1382 como donadora. Se hizo una transducci6n de la 

cepa JM1382 (MuctspApl) /F lac 2.E2 (MulBAl) a la cepa 

MS22 que es una aux6trofa de uracilio inducid& por Mu 

seleccionando las Ura+ (medio mínimo) 

Los resultados de esta transducci6n se muestranóen 

la tabla No. 7: ah! se ·puede ver que un porcentaje de -

los transductantes ya no tienen el fago lo que sugiere 

:iue la mutaci6n estaba inducida por Hu. Aparte se encon 

tr6 que la frecuencia de la transducci6n en la cepa - -

JM1382 es muy parecida a la frecuencia de transducci6n 

~e la cepa ZJ2 (1 x 10-5). 

2) JM1382 como receptora. Se transdujo el inarcador que 

confiere resistencia a tetraciclina de la cepi ZJl a 

la cepa J!U382. En esta transducci6n encontramos muy 

pocas transductantes debido probablemente a la poca 

homología nucleot!dica entre el marcador his G:: - -

·'.' :: . 



Tabla. 6 

Transducci6n en S, typh.l, 

CEPAS 
Donadoras 

Multiplicidad* 

Selecci6n 
Nº transductantes 
/O.lml 
NºLisogenas 

· (Mucts62) 

Nºr,isogenas 
(Mu18Al) A:r>r 
Cotransducción 

mini-.Muducción 
Frecuencia 
Transducciónº 

CEPAS RECEPTORAS 

1 

ZJ2 

ZJl (Mucts62) 
/F lac ~ro (MulBAl) 
o.s 
Ter 

135 

11/50 

13/50 
43/50 his-
7/50 TcrApr his+ 

~ X 10-G 

2 

ZJl 

ZJ2 (Mucts62l 
/F lac pro (Mu18A1} 

o.s 
his+ 

132 

18/20 

NI) 

-6 8.5 X 10 

*Número de particulas formadoras de placas de lisis/nfunero de bacterias 
ºNúmero de transductantes/1 particula formadora de lisis. 

·-·.,, ··,' 
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Tn10ó4óll de la ce9a ZJl y el gene his G de la cepa 

JM1382 ya que el primero proviene de S. tyhpimuk¡um 

(ver figura 3). Por ésto aislamos una ce~a de S. tyhpi 

que fuera resistente a Mu y que tuviera el gene silves

tre his G de S . .tyhpimuk-i..um (cepa ZJll) de la manera como 

se aisl6 la cepa ZJ2 solo que la cepa ZJll es "resisten 

te" a Mu. 

Utilizando la cepa ZJll como receptora se transdujo 

el marcador Ter de la cepa ZJl. Se seleccionaron las -

transductantes en medio Luria Te y las mini-r-tuductantes 

en medio Luria Te Amp. ver tabla B. 

Observarnos que la frecuencia de mini-muducci6n es 

7.1 veces menor en la cepa ZJll con respecto a la cepa 

ZJ2, dato que podemos relacionar con lo observado en -

cuanto a la frecuencia de lisogenisaci6n de esta cepa, 

observamos tambien que la frecuencia de transducci6n g~ 

neralizada en 7 veces menor en la cepa ZJll con respecto 

a la cepa ZJ2. 

e) Transducción interespec!fica. S. tyhpi ----•E. ca l.i 

Para demostrar que este sistema permite transferen 

cia interespec!fica utilizando S. tyhpi como donadora se 

hizo la transducci6n del marcador que da la resistencia 



Tabla 7 

Cer<l .:rM1382 (Mur) como donadora en una transducci6n mediada por Mu 

Cepa donadora 

Multiplicidad 
Selección 

Nºtransductantes 
/.1 ml 
NºLisÓgenas 
NºAnr 

Frecuencia Transducción 

Tabla 8 

Cena receritora, 

MS22 {ura- inducida por MuctspAo1) 

JM1382 (MuctsoApl) 
/F lac E!.2. (~ulBAl > 

0.5 

Ura + 

100 

7/20 

3/20 

1 X lt:\- 5 

Cepa ZJll (Mur) como· receptora en una transducci6nmediada por Mu 

Frecuenciá mini-Muducción 

Frecuencia transducci6n 
generalizada 

ZJll 

1.6 X 10-7 

1,1X.10-G 

ZJ2 

1.4 X 10-6 

7,8 X 10-6 
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a tetraciclina de la cepa de S. typhl ZJl a la cepa de 

E. col~ C600 (ver tabla 9). 

Como se puede observar la mayoría de las transduc

tantes son mini-Muductantes (90 de 100 colonias son te

traciclina y ampicilina resistentes) • El hecho de tener 

un porcentaje de mini-Muductantes más elevado que de -

transductantes es explicable ya que S. ~yhp~ y E. eoll 

tienen probablemente poca homología nucleot!dica. 



Tabla 9 

Transducci6n interespec!fica 
Cepa receptora (E, cot,l) 

Cepa donadora 
(S.Typh-l) 
Multiplicidad 

Selecci6n 
Nºtransductantes 
/.1 ml 
NºLisógenas (Mucts62} 

NºLisógenas 
(Mu18Al) Apr 

Mini-Muducci<Sn 
Frecuencia Transducci<Sn 

C600 

ZJ1(Mucts62) 
/F lac pro {MulBAll 
,5 
Ter 

10 

0/100 

97/100 
90/100 TcrAprhis+ 

3.3 X 10-7 
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DISCUSION 

En este trabajo reportarnos el aislamiento de cepas 

de S. :typlt-i. sensibles al bacteri6fago Mu al transferirles 

un alelo de S. :typh-i.muJt-i.um { DlllSAl.) · que confiere la sen

sibilidad al faqo- (32). Esto. significa,que la resistencia al 

bacteriofago Mu de S. :typh-l se debe al mismo mecanismo 

que opera en S. :typh-lmu1t-lum, además de que ofrece una rn~ 

nera para aislar cepas sensibles en otras especies bacte 

rianas que esten relacionadas a S. :typh-lmuJt-lum. 

La sensibilidad o resistencia a fagos generalmente 

se relaciona a la adsorci6n de los fagos, y esta adsorci6n 

depende de la estructura de la pared celular. En este tra 

bajo mostramos que la resistencia de S. :typh-i. al bacterio 

fago Mu no se debe a la estructura de la pared celular ya 

que la cepa resistente y la sensible siguen siendo sensi

bles a los mismos fagos y adsorben la misma cantidad de -

particulas Mu, además la cepa sensible y la resistente 

producen la misma cantidad de fagos a la inducción. La Q

nica diferencia observada entre estas cepas es la frecue~ 

cia de lisogenisaci6n que es 5 a 10 veces menor en la cepa 

resistente, esta diferencia no se debe a que en esta cepa 
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el mecanismo de integración de Hu al 9enoma de S: :typh.l 

este alterado ya que cuando se transduce algun marcador -

por Mu en esta ce:na, la frecuencia de transducci6n es tarn 

bién 5 a 10 veces menor y el mecanismo de integración del 

DNA transductante es diferente a la integración de Mu (el 

primero si reauiere el sistema de recombinación del hues

ped) • Esto sugiere . que la frecuencia de lisoqenisaci6n 

baja se debe a que alg~n rnecanísrno involucrado en la en-

trada del DNA infectante esta alterado en las cepas "resi ~ 

ten tes". Por otra parte mostramos también que la cena 11re-

sistente11 JM1382 se puede manipular genéticamente con Mu , 

estos datos ~lantean la reconsideraci6n de la resistencia 

a Mu de otras especies bacterianas donde es atractivo uti 

lizar este fago, para esto planteamos el utilizar como -

criterio de sensibilidad a Mu el aisla.~iento de cenas 11~6 

genas al fago utilizando un fago ~e confiere la resisten 

cia a am~icilina (MucstspApl) 

~or otra parte también mostramos C1Ue el com~artamien 

to de Mu en S • .typh.l con res:necto a su frecuencia de liso 

genisación, inducción de auxotrofías,integración nor todo 

el cromosoma bacteriano y de la frecuencia de reversión -

de mutaciones inducidas nor Mu es similar al comportami--·

ento de Mu en E. eol.l. 
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Por último se montó la transducci6n mediada por. Mu -

en S. tyrh~ utilizando el sistema Mu/miniMu (21), este -

sistena ofrece la posibilidad de aislar cualquier marca-

dor génico de S. typh~ com~lementando mutaciones de E.col~ 

por rniniMuducci6n, entre los genes atractivos para su ai~ 

lamiento se encuentran los relacionados con la ~atogenic~ 

dad de S. typh~ lo que abrir1a la ~osibilidad de un análi 

sis molecular de este fen6meno. 
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