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RESUftEN 

La Presente tesis .. ·ers::i sobre la Pn.:eb;i. de l11Jtagenicidad del 

Si.:,rbatc P~~as:::,, .:J:!n) ::1lnwnt1~io ;i.nli1ucrobiano de ,;,::plio 

U!>O, m11diante el ensayo Salmonelh. lyphi1111riumlrnicrosomal de 

111am!faro o prueba de Ames. La prueba r::o"slí~-~,c •Jn ir4todo 

relativamente rápido y Sl!ncillo .;on la delenn1na1:it.n d·? 

carcin~,genos corr..~ l!l'Jlágenos, sin <?r.!:iarg.J, .;;ta p·iJeb.:i se reali;:6 

en un ti•:rn;io ef.:r:lb·o de nueve meses poi· incluir dentro de sus 

objetivos o:!l est.ibleciriiento de la técnica, n~. S·'.)l,:• p-ira pr,~b-:i.r 

l.a i;utagenicidad del sorb!to potásico, sino tambi\in para la 

prueba posterior do: ol1<1.s susl::in·:ia;. La prueb::1 "' lle\'1 ;i. cabo 

i:n las ce;:;;i.s TA97~, TA-;s. TA!Oü 1 r.;10~ r.wdiante la t~cnica de 

prueba de incorporación en Pl?.ca con pr.;incuba-:i6n 1 oalegida t=or 

su mayor S>?nsibilid.id en el diagnóstico de 1•Jtagenieidad, 

resulland·:i en todas ~eg:itiva, esto es, el Sorbato Potásico Uo es 

r\Jtac;~nico para estas cepas de prueba. 



ABSTRACT 

The present thesis uurt is the Potassiurn Sorbate, a 1,1idely JJSed 

typhi11VJriu111/111ammalian microso~al assar or A~s l>?st. The test 

constitutes a relativeh Practica! and a short-term ~ethod for 

dete.:lin9 car·cinogens a~ ,r¡·1tagens, ho'-'oaver, this test uas 

performed in an actual nini: months Period, b.¡ocdu;e it included 

lhe #lelhods est.;blis~men! a; an i:.!ljective, not just for testing 

potassium sorba.te ¡.'.•1tag.:nicilr, but also, for testing oth<?r 

compounds lAter. The test Yas carri.:d out on !he bacteria! lester 

strains TA97.i. TA92, TAIOO and TAIO~ by the preincubalion pJate 

incorporal ion method, :.·hich 1.·as r:hosen because of its bel ter 

sensitivity for ~utagenicilY delection, The results uere 

n-:gath·e, that is: P~)t<1.ssiu111 Sorb3l~ i~ f¡.,1 H·;l<1.g~nic !e• theoseo 

tester strains. 

-2-



INTRODUCCIDN 

El uso de aditivos alimenticios se puede constatar fácilrr~nte en 

las eUquelas de Ja marorfa de Jos alh1entos procesados que se 

consuQen. El Sorbato Pot~sico, a.sunto de esta tesis, se utiliza 

principalmente comu conservador en m•ichos <l!írientos co~o se verá 

~4s .;i:lelante. 

Li S>lguridad de los aditivos :1!1menticios es un asunto, Por Jo 

!anto, de s1;m:i ill'p.:irfanci-1 ya :;•H los ccnsumidores pcdrf.:rn ver-se 

afi?ctados por ellos. E~ish!n J.;ye; par-a su control q•Je incluyen 

pruebas de carcinogenicidad Para que se eslable;:ca s•1 seguridad r 

uso. 

l"; pruebas r.iicrobiológica:; de r.:utagenic1dad, como S>.'.' verá en la 

siguiente sección, especialmente Ja prueba S-3.Jmonella/microsornal, 

constituyen hoy en dfa un m4lodo que proporciona información d¿ 

-3-



un aspecto i;uy relacionado con la carcinogénesis otras 

enfi!rm.:dades Gue apari!cen ccn la edad, apoyando a~f las 

investii;acicnes sr. i!Sli! aspecto. 

Estos preceptos son los que han consolidado la idea de establecer 

la rMtcdologta de la pru,;ba 1:1enchinadi, :c,r.o un a~c.r0 .;n la 

invesli9ao:icn, para lo c•Jal ;.: h;; elegido real1:3r la PfUeba de 

mutagenicidad del Sorbato Potásico. 

-Deter:iinar la posible r.;uta~tnicidad di!l Scrbato í'otáilco 

mo:diante el ensarc· S;l;:ionella trphi:i•Jri•~.1/r.iicrosomal de 

m.a!lffero o prueba do: Ar;.;;s, .;n Las cepa;, TA97, TA9S, TAlOO y 

TAl02. 

-Com·) objetiYO secundario: con .;;sta determinadtn y pafa Ja 

11isma, establecer las condiciones p~ra el cnsaro rnencion;¡do 

con el fin de cont,n r.on esta; herramicnla en la; invesli92ci6n 
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sobre tnulagenicidad ambiental, i:'!n el Centro de lnvest íga¡:ión 

en qu'! se realizó la les is tCIATEJ, A.C. l, 
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ANTECEDENTES 

SOOBATO POTASlaJ 

Para evitar la d.:sccmposición 11icrobiana de los alim¿ntos, se 

utilizan sustancias q•.ie recib.:n el nc:nbre qeneral de 

conservadores (Prh1,:i, 19$2), Entro? estos se enc•Jentran el 

ácido sórbico r sus sales !Sofos tl il·• 1979; Primo, 19S2: Rice 

Y Pierson, 1982: Earle y Put t, 1934: Oziezak, 1986}, 

conocidos en conjunto como serbales tEarle y Putt, 1984). 

El acido sórbico fue desc•.:bi>::rto en Londres por el qul"1ico ale1U.n 

A. W, Hofl~an en 1856, su nonbre deriva del nor.bre c1entifico del 

fresno de t1ontaña Sorb1Js .aucupari-l linn~. la pl<lnta parental del 

~ b€rrv porque se form:iba por la reacción d.:l a·:eite de~ 

berry ~ fuert-?s ~lcali <Sofos tl tl•• 1979), El descubruuento de 

sus propiedades anlimicrobi,onas se acredita a C. M. Gooding y 
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B"?st Food lnc. en 1945 (EarJie y Putt, t9S4; Dztezak, 19S6l, 

aunque Sofos tl.. i!.· l1979J, m.eni!ionan a E, Huller en Alemani.i en 

1939 r al mismo C. t1, Goodinq en los E, U. A. en 1940. 

Los sorbato!. líi:n.;n •Jn :!mplio espectro de inhibición sotire mohos 

'J levaduras ~ inclu'>o sobr¿ :!l<;11113s bacteria'i <Sofos tl fil., 

J979i Prir:iil 1982: Rice 'J Pí~rson, 19821 Earle y Putt, 1984; 

Dziezal:, 1S'S61, por !o que se le!. usa '::!íl qran varied~d d>? 

alimentos entre los c;ue s~ ~ncu.:ntr3ri ju;cs de fruta, esencias 'J 

bebidas sua·•es (Sofos tl tl., 197°; O~iez3l·, 1986); quesos, 

manleqiJi!l3s, milr9arinas r p3naderfil \Primo, l9S2; Earle 1 f'ull, 

19$4; Oz1ezal:, 1936): salsas, o?tt\l'Jlsione!. grasas, vegetales 

fen:1enlarlos, ?reductos de tomate, fr1.1tas sec.is, conserva<;, ;núcai

Y confiti:rfa !Scfos tl iJ... 1979: Earl~ y Putt. 1984: Dzi9za\:, 

1986); enlri? otros <T.ibli ll. 

El icido sórbico i?S la fcrmil trans-trans d~l ácido hex.a.-2,4-

dienoico lSOfos tl tl·• 1979l: thme l~ eslruct1Jr-! 

CK3CH=CHCH::CHCOOH !Sotos tl !!" 1979: f'ril'lo 19e2: Ear1e ~ Putt, 

-7-



Tabla t: APUCAC!OIES j lllVElES OE L!Sú Da AC!OO SORe1co j 

SOReATO POTAS!CO 

PROOOCTO NIVEL SUGERlOO OE USO !:t. en P!SOJ 

E=t.lidos par'.!. p;islel 
Men:anclas harnead'J.S. c,_"I(;¡,:. a~rosc.l OQ~j 

o adición dir~ct~ 
Cubiertas y relt.zno> de p~sl~les (frutas, 

h.;l~j.)S, o!to:-.) 
Behid'J.'i 1carbcn:it.1das i j1;;os "') espumosos) 
Pre<d._.,:tos de queso CH CFR 19.S00-19.7831 
Frutas s~cas la~rosol o sumergir ".!n 5-15!.) 

Pa!ilas 1 rell".!nos ;iara pay 
Conservas, jaJe<ls, compola'i <2l CFR 150.110, 

tSO.t~O. 150.141. 150.160, 1~0.Hll 
Margarina <2l CFR 166. t lOJ, como ~cid.:i 
Frod~ctos d.; C3rn~ (salsa 5€c,;Ho:: CFR jlS.i, 

2 1/2% resid1J'lll 
Encul"\iCos (p€Pinos. ~h•..::rula, 1,:eit1..1nas, 

condi~11nto~ l 
Ens,;!atf;is !r.:sc'.l.s 1p3pa, c:nsala:Ja d,:> toL 

cttricos, gelatina y 11ucarrones) 
Adorno de ensalada (no valori:'ldo) 
Co.:tel de !'Hríso:o;, 
Alim€nto seli'litY.Íl:'lo?:do para mascotas <ni·1.:-l 

1Jsual -0.3i:l 
Pesc:ado .:i.hJ~.'3.do y S'll'lr.10 ií1'!rosol 10i: o 

<oumo:r9ido 5%> 
Jarabes t.-:hocola\e, lech-¿1·!~> 

Jarabes (frutas 1 fu~ntes> 
Vinos t27 CfR 2~0. 1051> 
12u¿so c·:ilt:.ige cr>!r~s,:i (21 Cffi. 19,5·30¡ 

o.os-0.30 
o.os-o.to 

0.05-0.10 

0.025-0. !O 
o.os-0.20 
0.02-0.os 
0.02-0. !O 
0.()5-0.10 
0.10 t1ax. 

0.10 tfa~;. 

ó, 10 thx. 

o.os-0.10 

0.05-0.10 

o. to 11~~. 
0,075·0. IO 

0.20-0.50 

0.10 l'l<i.':<, 

o. !0-0.15 
o.os-0.10 
0,(12-0.10 
0.05-0,10 

CFR· Code of Fed.;r~l ReQ1Jl'!t ions U.S.A, lD:ie:al:, 19.86>. 
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1994). 

Las propiedades antif1ingic<1.s di! los sorbatos se pueden atribuir a 

su estructura lEarle y Putt, 1984). Dentro de la c4lula 

rr.icrobiana, los sorbalo'.i inhiben n1.imerosas enzimas importantes en 

el metabolismo de los carbohidratos, tales cOCIO la enolasa y la 

lactato d~shidr~;en;i.sa; los sorbatos tarc.bi~n inhrvienen con 

fuerza aunql.le no >?specificar:1ente en el ciclo del -ícido cltr1co, 

inhibiendo a la l!lalato deshidrogenasa, fumarasa y asparta'.iia, 

entre otras lEarle y F'utt. 198.\). Su ll'.o:canis:111) de acción sobre 

las bacterias no es adn wn d;:i.ro (Solos tl tl" 1979; Earle Y 

Pul\, 1934>. 

El sorbato potásico {CHX11=CHCH=CHCOO!~l. t'S favorecido sobre el 

.ácido s6rbico t!n su IJSO sobre m•.ict1•JS alimentos poi· su mucha mayor 

soli..:bihdad en a;u;i; lE.:Jf\e 1 Pull, 1984). La solubilidad del 

ácido sorbico a 20oC en agua es de 0.16g/1001!1l, mio::ntras que la 

de su sal pot-ásica 'i?S de 139.2gf100!ill lPrimo 1982; Earle y Putt, 

19B4l, 
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los sorbatos est!n entre los conservadores 11ás amplia~nlt! 

investigados y han demostrado, en ani11ales t!JCPerir.er,tales fl'JY 

baja to:dcidad aguda o crónica <Sofos tl !l .. 1979; E"rle y Pult, 

t9'34l. La idea de que pudiera l.:ner un efecto ~'Jtagenico proviene 

de que son inetabolizados de un modo si1:1ilar al de otr•:is acidos 

grasos <Solos tl !! .. 1979; Earle y Fult, 1984; [':iezal:, 192.6), 

de los cuales A:ne'.i !1?831, menciona, especialmente de lo'.i 

insaturados y de ta forna !.!:.ill• que t=JJeden dar origen a 

peróxidos, ep6xidos r otras sustancias iniciadoras y/o promotoras 

de cáncer. 

Es importante mencion;i,r que en la dieta humana existen gran 

variedad de ~'Jlá;enos ~ carcineigeno'.i tanto nal•Jrales co.ono 

artificiales lSugililura, 19$2; Ames, 1983, 1986: A:ries tl il" 

19871. La detección de tale; sustancia'.i pu<"de ser una parte 

importante de una e'.ilrategia para eiinimi:ar el cánco?r otras 

enferinedades relacionadas con la edad (Arn~s. 19B3J. 
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la prueba de mutagenicidad salmonella/Microsoma1 o prueba de Ames 

ha to?nidD !Jl'l gr.in de~.~rrcllo desde s•is lnicios cuarido Ames 

(1970, p1~blic6 la idea y n"~lodos para deteela1· mutJgenos con 

c:.apas derh•adas de Sa1rr.·:ineUa tyPhim11rium LT-2, li!.s cuales se 

eliqieron por 51..l incapacidad para sintetizar tnstidin<1, así como 

por ~u sensibilidad para re'Jertir tal m•llación. ya fuera de 

<:orrimiento dt estructt1ra o bien d.;i car.i~no de b<Jies, al sOll'l.eterie 

'1 algun:is sustancias de ai:ción rnutagéníca i:on~cida, de 111r:ido que 

tales cepas serf<ln capaces do? detectar en una prueba. si una 

sustancia >?ra 1:mtag~nica como un lllulágeno de o:orrimi'.!nto de 

eslruclura ylo de c21tlbio de bases, dependiendo de 1<1 cepa o cepas 

cuyo núm'!ro de colonias revP.rl.antes se viera aumentado al 

somelers\! -1 la acción de dicha sustancia, 

El in4lodo •:orisistf3 i!t1lo11ces en sembrar, 11wdianle 111 l4cnica 

rnicrobiológica de placa vertida, una ca;::a de b~t"terias de 1Jn 

cultívo nocturno en agar mfni~o glucosa con tra:as de hi~tidina, 
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esto último para pennitir la formación de una ligera capa di? 

colonias au::ótrofas lhis-l, de modo que cualquier inhibición 

provoi:ada por la sustancia a prueb3. ;:udit!ra observarst! y porque 

l!YJchas mutaciones requieren de l;¡, r.:plicación del AON para 

ocurrir lA~es, 1971; A:ie'.i tl !l .. 19751 thron r Am:~. l9S-3l. Se 

añadía entonct!s la sustan~1a ~ pr1Jo?ba en un punto alro:dedor do:l 

cual, debido a la difusión, habría difert!nles grados de 

concentración. En caso de una respuesta positiva se t!speraba ver 

un halo de inhibicion y m!s allá un anillo de colonias 

revt!rlanles de;pu4s de ~S h.Jras d~ incubación. Este m.ftodo se 

hab[a utilizado ya en otro trabajo lAmt!s y Whitfield, 1966), en 

el que se clasifican atg1mos rnulá3.inos d-i corrii:iento de 

estnJctura y del q1Je tal ve;: s1Jrgió la idea. 

Mes ll97ll, planteó entonces los siguienl;:s ra:onamienlos: 

El AOU tiene la misf.la estructura doble helicoidal y los 

mismos cuatro nucleótidos en todos los organis~·n por lo q1J.; 

una prueba de 111uta9enicidad en bacterias es válida. (además 
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de práctica por su velo-cidad de creci•ienlo y fácil manejo) 

pa1·a detectar mut4g"!nos que pued;i:n alter;i:r el 9enom:1 de 

otras es.oecie! incl'JSO el hombre. 

Otra razón es que existe una relación entre 11•Jta9enicid;id y 

carcinogenicid<1d, raz6n por la cu:it esta prueba se 

desarrolló principalmente Pilr:l detectar o:arc1no~enos coaio 

iootágenos. 

Cabe mencionar qut? un raut~geno puede ,ijern1s ;zjetcer o?fo?c!•:is 

teratog~nicos, causar 1111Jtacionl"!s e¡¡ células serm1n;i:les (Gentilt? y 

J9S2; Plewa y Gentile, 15'82J, inducir enfermedades 

c~rdiacas ((i.;;ntile Y Plew.;,, 1982: Plewa y Go:ntile, 19221 Ai:es, 

19S3J, o :ifectar el pro•:eso de envejeci11io:nto COentile y PJewa, 

19821 Plewa y Gentil-:, 1%"2; H::Jo?s, 1983; l:ada i.! "ª1·• !986), 

El siguiente Paso ful:! el uso de diferentes concentraciones do? la 

sustancia il pruebil disueltas en su correspondienti? placa de agiilf 

mínimo glucosa y la incorPoracion de un hMogenado de h(gado de 
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rata lu otros tejidos de mamffero), cooo representa·:íón de:l 

metabolisl'IO de un m!mlfero. resolviéndose as1 el Pr~bleDa de 

algunas sustancias q1Je requieren ser melabolizadas para dar lugar 

a un ID!Jt~geno, esto es activando un proll'lut~geno en un mutágeno. 

En este trabajo lM::-:es tl il·, !~73l, .;paro::·>?n tres de las cinco 

cepas de ~ tvphim•1riu.'ll qut> so: rr.>?ncionarf an dt>SPu4s en la 

m>?lodología general (Ames!!_ i1_ .. t~i5J, las c-:pas TAt5;5, iMt'337 

y la TA.1538. En el él timo articulo so: incluyen ademas las cepas 

TA9S 1A!S35 

ro~spectivamente, con la énica diferencia de que se les introdujo 

el Plásmido p!'.H101 para darles maror sensibiiidad a r,1,1la9enesis 

cono se explicará en la ai:>lodolog!a. 

Despu4s se construyeron por ciedio di? la ingenieria gen~tica otras 

cepas (Levin ~ ª1... 1ºS2a, tº82b, t?S4l, entre las qu~ d>?slaC'an 

la TA97 (Levin ~1 tl·• !''82al v la TA.102 !Le,.in tl tl•• l9S2b, 

1984), sensibles a otros tipers de !ll'Jláqeno:¡ antes no detectados, 

Estas dos cepas se incli.nen y.;. en la rai!lodoloqfa g~neral r-e'.'isada 

para -esta prueba (Ha.ron y A¡:"¡¿S, 19$3), 
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Las caracter!sticas gen#licas de las cepas incluren ademís de la 

mutación en el gen marcador (el gen correspondiente en el cperón 

histidinal, caracterfo;.ticas que perrnitan a los mutágenos llegar 

al ADN de h bacteria r asegurar que el dañ•J persistd ~ entonces 

se exprese (Maron r Am-?s, 1983). Estas características as! corno 

la ~utación correspondiente aJ gen marcador de cada cepa se 

explic:ir4n en Ja sección de materiales y r.i~todos, 

Entre las pruebas a corto pla~·J en b.;.cterias para la detección de 

de carcin,jgenos r rnu!~genos, la prueba de A1:1es es la m~s 

utilizada r se ha validado en gran escala (fi.Jfnung r Quillardel, 

1986: Kier tl ª1_,, 1986: Venitt tl .!!" 1986), en un inicio 

probando carcin6genos COJ!IO mut49enos desde los prime/°os trabajos 

lv.9, Ames tl fil.. !973: McCann tl :!!.. 1975), as! cotao al 

desarrollar otras cepas ILevin tl. tl·, 19B2a, 19S2b, 1984l. 

Los trabajos de validacióri a gran o?scala c·~r.io priJeba de 

can:inogenicidad, consisten en tomar a consideración tres valores 

O:ier tltl·• 198ó; Venitt tl tl" J9$6J: 
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-Sensibilidad; porcentaje de carcir.jqenos det~ctados en la 

prueba. 

-Especificidad~ porcentaje de no-carein69enos correctamo?nte 

id~mtifico.do; en la pru.:ba \resultan r.e9:;.tívo;.l. 

-Ex<tctitud: Por'centaJe de resultados corr'<:>cto;. 

encontrando una super~osición entre carcino9e11ictdad 

1111.Jl.agenicidad de ap,o:dm"Jd1n:enle un SO'r: tTabl~ 2:!. Esti' análisis 

to111a en cuent<t datos de hasta 1931. 

M<lron Y Alllo?s 0983), m-incionan una .:orr.zlacíén de cerc<l del 83'.{ 

fall.arido le prueba i!n la deteccic-n de pocas cl.Jses d~ 

carcinégi:no~ tales CCri'l los i:iesticidai policlorinados, acl41'ando 

q:J.e al91Jnos can:in6genos no detectados antes, pueden ~erlo hoy, 

va sea con las n11evas c~pas tver v,g, Le11in tl tl" 1~$2;, 19S2b, 

19S4), ~/o o:on modificaciones do:I ~todo de pru>?ba. A esto '.ie le 

Pu@d>? a9re9~r el uso d.::: hon:oq.enadeis do:o plantas vo?rde-s en ta 

activación de prom1Jt~qenos en 1111.it~g':?rios \G~ntile y Piev;¡, 19S2; 
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Tabla 2: FUNC!ONAH!ENTO DEL ENSAYO DE SALllONELLA EN LA 
IDENTIFICACIO:I DE CARCHIOGEllOS 

CARCll/OGEllro 110-CARC!llOGEllOS SEllSI81L!D~O ESPECIFICIDAD EXACTITUD 

123/154 4/6 79. 9'l. ~6. 61. 79.4% 

La figura anol-3 el nrJmero de carc1n~genos r no-c:ircinógenos 
correctamente identificados. El o?scaso m'.mero de no-carcinógenos 
probados contil1Jye un problema pafa este c~lculo. Los dos no
carcinogenos q1Je dieron resultados Positivos son r.i•JY discutidos 
como inequivocar11ente no-carcinógenos y para aclararlo se 
necesitan mayores estt.:dios <J<ier tl fil_,, 198 .. ;.J, 

Plewa r Oentile, 19821 PIE1,1a tl .tl·• 1983; Gentil>? tl :!!·• 19S5, 

19861. 

Otro aspecto importante por añadir es que en la carcinogenesis se 

reconocen varios pas·~s. entre los que destacan Ja iniciación r la 

promoción (Sugi1111Jra, 1982: Ames .tl il·• 1937), 

La iniciación consiste en el daño al AOf~ ($1.J9iriura, !?82i A:r.es tl 

!.!_., t987J¡ este daño puede ser un<1 mutación puntual o un 

rearreglo extenso del Al1'l, estos ca!Wios genilicos <lfectan la 
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estructura de un gen noraal, un proto-oncogén, para dar lugar a 

un gen canceroso, un onc:ol]én (Quillardet tl !!·• 19S5l. 

La promoción no esta necesaria~nte ligada a ca:nbios en el AOll 

<Sugimura, 19$2), y parece involucrar prolifera.:ión celular, o 

ciertos tipos de proliferación celular (/tm.:s tl il·• 1987), Si 

las células animales han sido iniciada;; por m·Jtagenos o:!ndO<Jenos o 

a11bientales. la aolic<ición de tJn prom,Jtor incrementará l<t 

incidencia do: h:r:t'1res: as!, ccm~uestos con actividad promotora y 

sin actividad nula;~nica pueden clasificarse ci:•mo c:arcinógenos 

<Sugi1'•1ra, 19B2l. 

Asf p•1es, Ja<,; prueb;is de 9en·~toxicidad en bacterias son útiles 

para la identificación de posibles carcin69enos del tipo 

iniciador {v,9, Aries, !971: Haron y Ames. 1982; Quillardet y 

Hofnung, 198.5¡ 0.uillardet tl il·· l~SS; ,;rr.aise tl tl .. 1986: 

HQfn•1n9 y Guillard€!, 1986; Venitt i! il·• 19'".::6}, 011nque Si1gimura 

<19'Q21, s•..1giere incluir pruebas de ·:arcinogenicidad utilizando 

algunas veces promotores de tu1:1ores, para identificar compuestos 
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co.no carcirrlgenos. 
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MATERIALES V KETODOS 

CEPAS 

P'!ra h.;cer la prueba de !""ilagenicidad del scrb.;lo .cot~sico, se 

eliqieron las cepas suserida~ para Pru~ba general por Maron 

Atries (1983>, co~,.:;, ~.:.n l~ TM97, TA':;_;, Tt.100 ~ la TA102. Las c-:pas 

se adq!Jirieron directa:ient<? del Dr. B. ti. A~es de la Universidad 

el sitio de 1" TM97, i::or la raz~n d-o que la (:llir.-::o prese¡¡taba 

prc~le~as do;> Cr"ecir.iiento Pür lo que se lT"~ t;11e recanstru1r 

asign~nd•Jse a la cepa ;i,;f Gblenida la •:lasificacú5n de TM?7il., 

teniendo 4sta las misrn;¡s c~ra 1:ter!:ticas ~e la TA97. pero r.on 

mejor cro.?cimi..:nto {k:es, C!'.''!" .. micación personal). 

LH car;;cleristic~s g.:néti•:a; d~ esta; co:¡:as se resumen ~n l! 

tabla 3: 
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Tabla 3: CARAf:TEl!IST!CAS üE!IHICAS DE LAS C!:PAS DE PRUéBA 

Cfp~ ~ trphim1Jrium Hutaci6n lli Tipo di' l!!Utación rl! uvrB p!31101 

TA97a 
TA9B 
TA!OO 
Tr\102 

06.é10 Corri!!l:hnto +4 .;. 
D30S2 Corrini~nlo -1 + 
G46 c~~bio AT~ + 
G42B lpMIJ Cambio GC-AT t 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

Ve.r la explicací6n en el ti'xto. 

~fotaci6n !J3: Est~ tr.utación ~ausa una pfrdida parcial de la 

barrera lipopolisacárida que c1Jbre la sl!p;;rficie di' la 

que no P'!'ílo?lr~n la pared celular notmal Hhron y to.mes, 

1903!. 
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19$3), La cepa TAI02 no contiene esta r.ulación pues fue 

construida Primariacente para detectar ll'Jl~9enos que 

requieren un sistemi de reparación por escicion~s intacto 

para actuar (Levin !! & .. t9S2b: Marcin y Ames, 1903). 

Pl!sraido FIJ1101: El plás!ftido incre!llenta la riuta9énesis 

química r espontánea real::~ndo un sistema de reFaraci6n del 

Aml propi!nso al errcr n,~rr;3lrnente presente en estos 

organismos <WaHer y Dobscn, 1979; Shan'1.bru::h y l·h!H:er, 

19SO: Maron y A~es, 1983>. 

A ~ontinu'!ci(n se er.plic.in l'1s ~·il.J.ciones específicas en el qen 

marcador de las cuatro cepas mencionadas: 

TA97 (TA97al: Esta cepa lleva la r.utación b.llM.§lQ tlevin .tl 

tl·• 19$2;¡; l11r•:,'l ) ;.,:'les, 1933), l:i c·~al e;t! -:n el gen hisD 

que codifica par.i 1'1 histidi'1t·l d::hi'J,.,:;en~;.;, Clh!,:·~ 1 

Ames, 19831, cvnsiste en una mutaci(n de corrimiento de 

estructura PAi r~s·Jlt:i.nd:i en una corrida de seis citosinas 
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COll'IO •punto caliente• para reversión por mulá9enos qu! 

raui!van la estructura de modo que se restablezca la lectura 

correcta del gen llevin tl :tl·• l9S2aJ. La cep-3 tiene un 

se9un.10 punto caliente de p.;res alternos -GC-, por lo que 

l.;irtbi~n pui:de r.:vertir por alsunc.s d.; los mut~sen·:Js q•J;; 

reviert.;in a la c.;pa TA98 tl1ar0n t ;.. .. ,;;s, t>·Q-3;, l: r.:lt;;·:itr. 

de conslitutividad his01242, presente tar,bién en esta cepa, 

solo es consecuencia del ~todo de 1n9enit!r!a gen4tica 

utilizado para si; cbl~nción por L.:vin tl tl· (19'.32a). 

TA93: L3 c..:pa acatrea Ja Mulacién hi s03052 U1aron y ;..ite~. 

19$3), Esta es un3 r:;1Jh,:i.:n d.; corrimi>?nto de estructura 

(-JJ cercana a la secu~n-:ia -CC.CDCC:CG- (H;;ron y Ar . .:s, 19$3; 

H·:Jfn1;ng r 11,Jill.;rdet, 1?8t.; Venitl tl il·• 1~!.l, !1 cu;ol 

sirve cofr:l punto caliente para detectar las r::. 1Jtaciones de 

corrimiento de estructura que puedan restablecer la lectura 

c.:irrecta para la sfnlesis de hi~ti~ina (Harcn t Ar:e~, 19'B3J, 

TA!OO: La mutación hisG46 en la -:epa TA!OO. est~ en el c;~n 
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lliQ que codifica para la primera i!nzi!!H 2r. la bicsfntesis 

de histidinil. IAmes. 1971: M~rcn y A~.;s, 19831. E;;ta m•Jtación 

consiste en un3. sustituci:!n d.:: pares de bases AT-CC, 

·~ambíando 1.a leucina <CTC> do? la cepa tipo silvestre por 

prolina CCCCJ en la cep"i mutante IHarcn r Ar,:esr 19S3: 

Hofnung r Quillardel, J?86i Venitt .tli!.·• J9B6). Es!a cep= 

det.:cla rr.ul4;enos que ca1J;;;r1 ;u~lituci6n do: pares do: bases 

íNaron y A.:ies, l~J), 

TA102~ Esta cep1 derha de olr3. con l-1 del-?t:ción his1Gl8476 

Y lleva la ~uldcil5n hí~G.:23 .,, e~ plás~id:i d~ ~uJ!tio:·~pia 

pt.Ql ll.:vin tl. tl·• 1982.bl. E~t" n.Jt;icié1n .:s un canbio de 

pares do? bases GC-AT d~ndo lugar a la secu-:ncia -TAH- tocre) 

-?n el gen :".:.Jlante Clevin tl il·, !9B:!i, ¡q:~4: M1ron y Ames. 

19S3l. Esta c.:o:: d-:t-:ct~ principa!r·.::nte r..i.:t~g~nos oxid!livoi 

fle\'in f.!..!!·, 1~22h, t·~84i. 

las cep;i.s t!er.;;n un r.:in90 rJ-: r;;versi·:'·n -:spont~nea car.;.ct;;r!stico 

para cada una, el cu!l se expr-:sa cc.mo el n~~ro d~ colc•nias 
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revertantes que a?arecen de manera espont..fnea por placa lN:!ron y 

Ames, J983; J:ier tl tl•i J'9S6J. Este rango debe ser raás o menos 

constante en un mis~o laboratorio y debe revisarse rutinarianent~ 

!Naron y Ames, J9S'ZJ, los rangos que s~ citan .J. conlinu3ción se 

obluvi~ron de varias fuenles: TA97 CTA97aJ, 90-ISO (/'1aron y A':!eS, 

f9S3J: TA98, 15-60: TAIOO, 75-200 (/:ier tl il·• 198~); TA102, 

2~0-360 <Ames, comunicación personan. Eslos sc·n rarigcs d.:: 

reversión -:spon!án.:a sin hornogenado de h!gad•) d-: rata 

cofaclores lr" . .:::cla $91, los r.;ngc·s p·~eden .,,3riar 1.in P·=-~c· al 

añadirse la r.;¿zcla it:;,.on y t.!l>2s, l9S3). Las C•)lonias reYertantes 

resaltan por su lam;¡f;.;. scibre la c0ipe d"! -::oloni·H au~ótrof,H 

Cvisibl~s solo en el r.iicro~cópio ester·ec.scópico "ce·~.;. •JIE! cierla 

opacidad en la pJacaJ(Har·:in y A.'!!es, 19831. 

SOO&ITO POTAS!Cll 

El sorbato pot.ísico -;;:: cbtuvo -?n Ahiactn de Drvgas S. A. l?n 

GiJadaJ aj ara, Ja li seo. 
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RATAS 

Las ratas para la Prep~ración d~ ta fracción S9, se adquirieron 

en el bioteric de ta Uni~ersidad de Gu~d~laja(a y d~ la Unidad d~ 

lnvestiqaeiones Sio~dicas de Oceidente (U!OO), Er-!n ratas d! loi 

r.aza Wistar d.; qproximada:r.ente 200g d~ P>?so. 

tETOIXlOG!A 

lll prep~ra~ión de las :;cJu.:ivr.as y medios que se mtnciOn!.n a 

<:ontin1Jaci(,n se indica '!n un a~r.dice sep~1-~do. La melodologfa se 

basa ;iríntipalrente en t'h.ron r A~es tt9S3J, e~:cepto dond~ 'ie 

indica. 

Confir1111cldn de genotipos de las cepas de prueba 

lQs qenotipos cte las cepas de prueba se deben cenf trnar tal 

in1Mdiata!ente desp1J~S de r.:.::ibír Jr,~ i:utli'<'l-~, lbl C(.1:::-:jo se 

prepata t;f\'l nrJev::\ dote d.: pe1'ft",,nente~ con:;el~'!·JS '! plat:a'i 
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11aeslras, le) cuando el n111ero de re\·ert;¡,11\i's espontáneas por 

placa cae fuera del rango nor~al, o (d) cuando ha.t una p4rdida de 

sensibilidad a mutágeno~ generales. 

Se utilizan cultivos nocturnos len caldo nutritivo) frescos pata 

estas ptuebas. Todos los reacli'los, r,aterial de vidrio, cajas di' 

petri, puntas de inoculación, )' puntas de a.lgo:ión se 

esterili:aron 

Resuel'il"lientn de histidina: Con palillos Cllbiertos con algod~n en 

la punta se toro una muestra del cut l ivo noclurnr, de lo\ cepa y se 

hizo un trazo linear '> lr;¡,.,..fs d~ \;¡, placa conlrol-biotina 

despu4;., a lrav~i de la p\:;,.:a histidina-bictina. !lespu~s de 

incubarse a '.37o(: dur<1nte la no.~ht> se observó el ·:re·:iniento en \:;, 

placa hü.lidina-biclina, ast>i;uránd·:i~e d.: q·.i~ n·:- lo hubi~ra en la 

placa .::eont ro 1. 

~ r_f_~: Esta mutaci,~n se comproM añ:i.diendo O. lml del 

cultivo n0<::lufno d~ la ·:~p:i. ~ u:1 l·~t:·~ de agar superficial 12m\} 
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fundido r 111antenido en un baño a 45oC, ;e rw::c16 y \'!Ció en una 

placa de agar nutritivo procurando distribuir eJ agar superficial 

de manera uniforme, se dejó sobre un-3. superficie plan;i hasta q~ie 

solidificó. Se afü1dieron entonces O.Otml de una solu·:ión de 

lmg/ml de cristal violeta. fkspués de 12h de incubación ;i .37.:.C la 

apariciCn de una ::ona de inhibición -llredo:dor del punto de 

apJic;ición indicó la presencia de la mutaci~n ili que Permito,: a 

la5 l!lO!éculas grand-.:s tales cerno el cristal violeta, penetrar y 

matar a la bacteria, 

~ ID'.d: Se lc·rr.:i IJTil l'l'Jeslra d.:l ·:•Jllt.·.1 no·:turno de (;i; 

cepa como se des.:ribi6 para !J prtieba del requerimienf.) de 

histidina, :-.: se•"brf en ui•-~ placa de agar nutritivo en l!neas 

par-1lelas, :e tap.~ la ~itad d-: ¡.,placa C.: ;;i.:dc i;::e la mit.;:f r1e 

la lfnea de cada cepa se cubri.:ra. S·: irradió la placa C·~n una 

lA"rePar;i germicid;i; C-? 15..: 1 una dist3ncia de 33c11 dl_Jranle 8s. l'l 

cepa TAl02 (qu.: no tiene esta m>JtaciónJ, sirvi·~ como control, Se 

incubó por 12-2~h ~ 27cC. las cepa: con la d<?leccion ~ 

cr~ci~rvn solo en la parte sin irradiar de la placa. 



Plásmido pr.11101: La presencia d.;J plásl'lído se probo rn~diante la 

resistencia a ampicilina que confiere. Las cepas se sembraron en 

una placa de a:npicilina en lfneas cerno se ditscribi6 

anteriormente. La cepa TAIS35 <la cual no conlien~ este 

pl~si;iidol, sirvi6 CC':1., control de la actividad d.; la ampicilina. 

Se incubt· por 12-2~h. despt•és de lo ~ual solo crecieron las cepas 

que contienen el plá:;mido. 

~E.M.!: Esto? pJásmid·:i lli!v~ tm gen 1:11r.:ador de re;ist-:-ncí;i 

4 l~ tetr1·:i·:lin.i, rrr ¡,, c¡Je !~ .:ep~ TM102 •Jebe prob;;.-se también 

en plac.is de ;impicilina-tetraciclina. L.i cepa TA97a <con el 

p!ásl'lid.;i pl'.11101 nas no el pAOl) sirvió coJnO control de la 

actilridad de 1.1 t~ti·acio::lina. 

Prueba de reversidn esponl4nea 

la prueba d<' reversión esp.,nt~n"a so? llev1 a e.abo de !.a si911iente 

!!lanera: $! te~~ 0.11'11 de un c•1ltivo de 12h en c1ldo nutritivo de 

cada cepa reais!Jda. se va1:i6 ~n 2r.l de ~gar superfi-:ial 
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enríquecidll con solución de hístidina-biotinil, se ~:cló ., vaci6 

en placas de agar a!ni~<:i i;l1,1c:osa y so: dejó !olidificar. Se incubó 

i 37,,c durante 48h procediendo aJ conteo d~ reverlantes 

espont4neas !ras la confirmación de la present:ia de la ca;ia de 

mícr~olc·íli.;s ~n 21 ~st~reoic6pio, 

AlaacenaDienlo de las cepas de prueba 

C1J3ndo ~¿ r'?cibi•!r0n la1 c,;pas, se cre1:i.,ron en caldo nutritivo 

tHerk), enriq·~ecídi:i con s~les l/ogelwSorin¿r E 'I glu•:.:,~~ en l.¡¡,s 

concentr>l~ianes que se ulili:'1n en lai;, ?lacas de ag~r. Esto se 

reati:6 previo 11 us0 del ~alctr~ ni..:tt'i t i•J•) D~oid t2. !e m>?zclaYon 

con qlicerol a un 15% y ~e almacenaron a -7íl~C. 

Pt.;.c:a~ '!ill.!ill: Se !1J11di·j un ccn9elaó·:J pern1nente, S.'! aplicó 1Jn:; 

9ol<1. ::i. 1<1. :,.;pirft·~ie de la plac-1 i;.:-rr~s.~or,dierite para Pl:l,~\i!i 

mJ~s.tras., <;~ ~ :t.:!ndió r -<s!rí.:1 •:r.n t.Jíl \iSJ ti;ctl!riol~9ita pa1·a el 

aisl21iento d-: coloniis. !>? in:i.:!:-~ i8h a 37oC. Cr:-r: un as.a 
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aisladas {por separado), resusp~ndiéndos~ cada una en ó.Jml de 

.amorti9t1ador de foifato salino c-Jnteníd-:i EO un pequeño tubo de 

cuitivo, 'ie il!lpre9n6 una p1Jnta de algod.~n .:on l~ 'i'J~P-in,:itn r se 

hicieron de 4 a 5 tlneas P-1rale!~s cru:il'ldll 13 sup.,;rlii:ie do:: ?i 

placa agar apropiad3. So? incub:'i a 3ioC rti..1ranle una n0o:hf, 

La1 plac3s tl1~.;.>?stras at' ~t.;;iid-is s~ alir;..:.zna1·,:in a 401=. Se 1-?!i 

sor.et i6 a confir"l!'!aci~n d¿ 9en-:it ¡pos as! co::io -i priJeba de 

reversí(m ~spontánea o?l i-;i~ndose hs plai:as con el aisladv q·1~ 

presentó las i:-?r-a·~terfsticas corr<:?ct.?.s de la cepa corresp~•ndient~ 

para hacer las pruebas de 11'11.Jtagenir.ió:id r los ;~(1':13.0>!nt!:'s 

congelados. 

las placas ll'aeslras se desC'.artan rl~~p11~s d-? dos ro::s<?s o 3nt~s si 

el r'JrHJO de r<?ver~i1n espon!.tnea s~l<! d¿I r3n;o esp-:cffico fl'..r3 

1'1 cepa. Lols ¡:d.af:'aS r.i,?,estrols do? íAlü.2. :-: ¡j"¿;c~:-t.;.n 1fo:;pu~~ ¡j¿ 

dVS Sel'lOlíl~S POYll'J~ }~ 1'-?',·~r·~iOn ~~~>:Oll!-3.ri¿i e.o. in:r~r·~tlf! CC'r.'O 

-31-



el tiempo. Por esli? proble;ria t1aron y Ames (19$3), ri!CO!liiendan 

u\ilizar la; copias peri=anentes congeladas como fuente de 

inoculacién de cultivos Jti:;·Jidos- ~;: TAt02. 

Coei.o!S congeladas per~anentes: A partir de las placas ciaestras, 

se obtuvieron colonias aisladas por la lécnic1 de estriado con 

asa b!cterioló9ica en placas de a.'f~icilina o arr.picilina

lelraciclina de acuerdo a t'!. i:epa, Se iri.:-::•1ll!i con estas un 

cultivo no-:turno para cada cepa. Ya crecido el cultivo len caldo 

n11lrilivo), se 11tez::l6 con 9\icerot a un \S't. CO!:'l<J crioproteclo1· 

ttlanialis tl.11·• 19221, ·:cngel~nd~;e en pe.::;11eña; n'1.:slra; llmll 

a -2.~C y posteriorr.ent.: a -70oC. E~~.;s cc;i;;:; ;:i1:.,den jrJrar 

apro:-<imadareenle tre~ aiivs sin ninq~n problema de caf.'bic~ 

g.?néticos ni gran pérdida de viabilidad U1aron y Am.:s, 19$3), 

Preparación de la fracción S9 

~ ~ n2 ~: F:··~ (~l~n!'r l-! fra·:ci6n S9, s~ 

:i.r.:osturo°'Jra util i:ar alguna su~t,inci'!. G~;.: ind1r:ca 1~na ?:>ayo!" 
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concentración de enzi~as ~icrosomales en el h!gado de lai ratas 

<tkron y Aries, 1983), tal sustancia es generalrnenl.; .:l Ar.xlor 

1254, el cual es un carcinógeno de gran estabilidad r diff-:il 

m.inejo, por ello puede ser de un gran peliqro para 1.:-s 

trabajadores de lab•:-ralorio (f1a.tsushirea, 1976; Haron y An:es, 

19S3l. por esto se prefiri·:, no usar .:st1 sustancie y e~lr;i.:r la 

fracción S? con la cc.nc.;ntraci6n norral de en:1rr.as. 

Rel!OCión d~l higado tk fil t:.illi: Para -:.segurar una Pro:"par~ción 

lir•1?i.a do: s·?, les hig,;dos se deben rem,)';er a<;~plic:anente, <;;e 

s.a.::rificó a l·JS -3.nimales por dislccación .:¿rvical ~oni~ridolos 

despu~s sobre su dorso. :e h•Jt-'~dec:ió la piel cr;n etanol al 70-

95'6, Se corló con escalpelo sos\enio:"r.do los bo;-r,jes ct:·fl pin:i; de 

cirugf::1 -:vitando a~i q1J':' :;e ·::.rd~11irar.1 la •:-i,.,.idad abdc:'ún:it. Se 

mojó la ·:apa 1r,.Js·:11!ar· ~on .. tanc•l pr·)~ediendo .al •:Crt°' d~ 1-3; nisrna 

cuidando de no cortar e! est.f'tgo o los int~slinc:::. pues esto 

resultar{,; o:n c.:·rita·.ünEi·~;, ~~1 h-~~;)3enad<:1 d~ htgad•:i. 
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pasos se llevaron a cabo en hielo, utilizando eaterial 

soluciones frfos y est~riles. los hf9ados reci~n extrafdos se 

pusieron en recipientes ya pesa;fos cún aoroi:i~~dacente 1ral d¿ KCl 

O. ISM por q d.z hfsado h:1medo lun hfgado d¿ rata pesa entre 

10·15g). Oespu4s de pesar, s<! lavaron los hf9ados varias veces en 

la soh.:ció:i de l'.CI. los lavados sucesivos son es-:ncial~s para 

:tse9urar 1Jna preparación est.fril 'f para rema·•er la hem.,qlobina 

que puede inhibir la actividad de las >!n~im~s del citocrci~ P450. 

cortar ·:on tijefai e~t4rli";, .3e h<'.·cieog-:neizó en h·~m·:i'3eneizadores 

de vidrio ':ori mano de teflóri. El h0!r'•j;¡;>nado se o:?ntriftJ;ó pnr 

!Omin a 9000~ (8700rp.':'I en r,:itor SS-34 de Sof'-'"tl Instn1:-¿r,t;J y el 

sobrenadante O<! fr1ccitn :?:. :;e decan!~- 1 ;;.ln:ac¿r/, -=n porcion-:s 

de 2!01 a -70t;J:.. 

Prueba de ttulagenicidad con preincubación 

la l4cnica utiliz.;ida par.; la prueba de mutagenicidad dt!I sorbato 
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pot~sico es la. lla.mada prueba. o técnica con preincubaci6n. Esta. 

técnica se eligió por reportarse como rt~s sensible o al inenos 

ic;ual que la técnica general de vaciado directo en placa tHaron l 

Amó's, 19S3; Levin tl tl·• 19841, adi!r;ás de c,ue m•J·:has sustancias 

h;i.n resultado positivas solo con el paso de la preincubaci6n 

(Sugilf!llra, 19821 Ami!s, comunicación p.;rsonal l, 

las pruebas se realizaron de acuerdo con Maron y Ar.~s t t?S?I, con 

cultivos frescos (10.'!ltl de las r.epa;. de prueb1 de 12h con una 

población do: t-2 E8 c~l·Jlas FOr :ni en calo:!·) nutritivo tinc•Jbados 

a 37oC, 250fpri, en l1;bc:. do: 25X150rrir.i incl ir;.:do: ;i1ra a)eg•Jl"lf la 

~tilica de t, a 600nm, eq•Jival~ apro~ir.:ida!f'u1to: a SES células/rnl 

111anialis tl il·· 1~:1. 

cor.centracir.nes c11brii:r .. jo al l'lo?n,:.:; un fango tri lc.garflrnico (11aron 

y Ames, tmi !'.i-:r tl tl·• t·?"B6J. La; dosis no:i deb-:n s1?pararse 
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por m~s de un factor de cinco l~ dos dosis por intervalo 

JogaritmicoJO:i>?r U tl·• 19061, En caso de en-:cntrars>? 1Jr, 

rtsultado posilivo o cuer.tionable, dete confirmarsi d;::ioslrand'o 

una relación dosis respuesta 1.itili:ando un rango Pás estrei:ho 

Utaron y A~s. 19$3), 

Las distintas diluciones de seirbüo po\asico se pr..:pararc-n 

frescas para cada ensayo de la sig•liente mJnera: Se preparo una 

solución :r.adri de lOOm.9/ml de sorbato potásico en agua destilada, 

se esterilizó por filtración a lrav~s de una '"e.':'.brana Nillipore 

de 0.04Smm. A continuaci;n se prepar;rc-n Cil1~:i"1n;:~ .:n <is..ia 

destilada .:slé:ril tpc1· at!l~·cla· .. ~l a oarlir d.? la soh:•:i~n madre 

ccn concentr;cione> de 50, 1(1, '5, 1 y C. h:ig/ai.l, p.;.ra incorporAr 

en l),t,11 ji), 5, !, 0,5, 0,1 y 0.0tr~;!pla<:a de S1:>(t.\tO p1:il:i.si,~o 

resP.?ct iva~.?nte. 

f'nJi:?b.i lli ~ .!!!. ;i.c:tiv1.:i~n: L~ prueba de r.iutagenicidad del 

sorbato potásic:o s.in sis1.en1 do? ai:liva<:i(,n f!!;.:?Z•":la S9), se 

rea.ti;:·~· di! ac:u;1·d1 con Harcn y r\r:·o?s ll~83l, y Lo?·,in U tl· 
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(1904), añadiendo en tubos est4riles de 13X100:t:;i, 0.5mt de 

ainorliguador fosfato <0,0211, pH 7.4), 0.1Dll de la dilucien de 

sorbato potásico correspondiente y 0, tml de la c.:pa de prueb1. Se 

me:cl6 y S!? incubó a 37oC por 20r::iin a 120rpr.. Despu~s de esto se 

agregaron 2ri1l de a;ar superficial .anriquecida con soluci6n d-o 

histidina-biotina 0.511, cor.io se indica en la sección de 

preparación de soluciones y ~edios, mantenido hasta el m~mento en 

un baño a 45oC para evit;ir -;¡ue se selifique. Se vació en la placa 

c0rresFondii<nt~ é: ag3r mlrnr.:. glu·:Gsl pro.:1Jrando una 

distribución uniforme s.:-br.: la s1ipo:rficie, ~ perrniti~. 

solidifkar p-:ra in·1~rtir las pla·:a; e in.:1~bar 7 -;.7c·S d11rante 4Bh 

protegidas de l~ 111::. Desp,,~s de as.ag1.Jrarse de la presencia de la 

c;ip.'I de rolonias a•1::~.trr:ifa; ~~ r:rc .. :.,djó ~l cnnteo de las colonias 

revi<rtantes. 

~·:::.!!...~.:>:•:!~ s:::_ Est-1 pr•Hb-i so? llo?v~. a e.abo d.:>l mismo modo 

i:::¡ue la 3nterior, sustituren.:!o el ar.·or!iguador fosf.ato por O.S!lll 

de la ~o?:?:cla ~ pro?parad'! frese'! r '"intenid'! o?n hiel::. hast~ >!l 

rnonento de la prueba. l3. concentración d.::: fra4ci.~n S?, se basó en 
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Jos ro!sullados de la prueba de actividad de la 111isrna que se 

describe a continuación. 

~ !k actividad !!! !! fracción~: la t4cnica do! prueba de 

actividad· de la fracción 59 es básicamente la mi-.111;i prueba con 

preincubación descrita antericr~ente ya que estas son las 

condicic-nes en que se habrf;i de utilizar. Se prC'baron 

conc.:ntr~cione> di! la fr.11:ci6n 59 de O.OS, O. LO. 0.1'5 y 

0.20ml/0,5ral :1e ¡¡,ezcla er. bas.: a lo; antecedentes bibliogr4fi,:•:.s 

fM~rc·n y ~~es, 192?1. ir.':'l•nendci posteriorriente la concentracién 

de o.c:mt de fracción S9/0,Sml d.: tiezch. La sustancia a activar 

fue la ben:idina a razén de O.OSr:ig/placa de agar nifnimo glucosa 1 

la c.:opa 'Jtili:ada ¡,, r;.9s ((.~:€$ tl .tl .. 10::·7; (la r-iferenci,l 

que la TA98, solo que carece del plismido pl'.MIOIJl. La mejor 

concentraci·~n de ff,;cci~n 59 se eligió en base al rdr:ier•) di? 

re\.'ertantes/placa con ben:idina contra s1J respectivo control (con 

agu.1 el solv>?nte de la benzidina t!n estas pruebasl. En esta 

Pl'IJ~ba, al iguil que en todis las pruebas de mutagenicidad, se 
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prepararon tres placas para cada e~nto (concentración de prueba, 

controles, etc. l. 
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RESULTADOS 

COHFIRl!ACIOH DE GEOOT!ro5 DE LAS CEPAS DE ~ 

Oespu~s de c·bleni.?r vari3s pla.:as ;t~estras de cada cepa, se 

procedió a esta confirmación cuyos resultados fueron 

sali.sfactorios. La tabla 4 i::ontiene lo; result:i.dos de estas 

Pruebas solai::ent.;: para las cuatro pla.:as nneslras elegidas 

despuis de la pn.:eb;i. de revers1ón e;ponlánea. Estas pruebas, sin 

e111.barg.1, resultaron positivas O?n to:fos los casos. 

En esta prueba se Qbservaron ;i.\g1mos reaisladoo les decir, en las 

placas maestr.asl, con tendenci.i a sobrepasar el rango norr...il de 

reversión espontánea reportado en la literatura. ~entre la-; 

placas cuyo rango estaba dentro de lo esperado se eligieron 1.is 

cuatro luna por cepa) GUe se anotan en la tabla 4. 
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Tabla 4: RESUL.TAr-OS DE LAS P'RUEE'AS DE COt/Fil\11ACJ(IN OE GENOTIFO"S V 
~E REVERSION ESPOfHNEA EN LAS PLACAS ELEGIDAS p,;p,; LA 
PRUEBA DE 11UTAGENICIDAD Dfl SúRBATO POTASICO 

CEPA HUTACION: RESISTEfl':IA: 
his- ría iJvrB AMP TET 

TA97a ' ' ' ' TA98 ' ' ' 
TAIM ' TAl02 ' ' ' ' 

REvtP.r ANTES 
OBSERVADAS 

155 16ó m 
29 Z-2 34 

124 !'' ,, 112 
304 303 275 

RE:VfRTANTES 
ESPERADAS 

9V-t80• 
!5-60i> 
75-200•<t 

240-360*•• 
-----~----------------------------------------------------------
AHP-Resistencia a la ampicilina. <plás11111do pf:/1101J. 
TET-Ri!sistencia a la tetrach~lina Cpl~smido pM(!ll, en esta prueba 

la cepa TA97a sirYi~ como control. 
La cepa TAl02 n,J acarrea la do?lecci.:in !.NrB, el sfmbolo (+J 

siqnifica un resultado correcto 
il'Haron y ;.~o?s, 1923. 
,~l:ier tl 11·, 1986. 
l!ititAir.es, coaunica·:i,~n personal, 

P!11DA DE ACTIVIOAfl DE U. fRACCl(Jj 51 

Si! reali.::aron pruebas d,,: a.:tivid;;,d d,,: la fr;;,cción S9 en dos 

prepara.:fos d,,: Ja mise~. para !.a prir:i-?ra se uti!i:ó 

diclorobo?ntidina cor:io promutágeno a a-:tivar, para la álti"a. s'i 

utilizo ben:idina. la cantidad do? prc::iut.lqeno por placa fui en 

y 6, en qi.:e pi.:~d~ n,Jlarse un aumento en el número de colonias 
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1 

' i . 
' 
; 
1. 
! 

tabla 5: P!lMOtO DE rot.ON!AS REVERTAflTES POR PlACA EH LA PRUEDA 
DE ACTIVIDAD DE LA FRACC!Otl S9 COH LA CEPA TA98 Y 
O!CLOOO!l(Nl!O!NA CúMO Pro11JTA091J 

o.os 0.10 o. is 0.20 

COllTRCI. 34.7 24.0 27.3 24,3 

D!QOOOBEllZ !OJ!lA 72.7 71.0 72.0 

El n(¡!l'!ero d>? colonias revartantes que <1q1Ji se presenta es eJ 
resultado del promedio de tres placas para C<ld~ eve~to. 

Tabla 6: PfKlt<!DlO DE COLO!l!AS REVERTAllTES POR PLACA EN LA PIUSA 
OE MCT!V!OAO DE LA FRACClOtl S9 CQU BBll!OHlA COMO 
PF10'1Uí{\'JEJ~') t'(!N LA CEPA TA9$ 

MUESrnA 

CO!ITRú!. 

!l(Nl!O!NA 

0.00 

48. 7 

56.0 

ml de $9 por plac; 

o.os 

37.7 

243.3 

O.to 

4'3. 7 

3.5?. 7 

0.15 

52.0 

2$3.7 

El nf.ll!l9l"O de colonias reverl-inles que se pres'!nla es el result-3dO 
del promedio de tres plac.is Por evento. 
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revertantes inducidas por el promutd:geni:. al ser activado por la 

mezcla S9, con respecto a su respectivo control. El efecto es 

mayor en el caso de la concentración de O.lmJ de S9 por placa en 

aribos experim>?ntos, lo que se aprecia mejor en las figura:s 1 r 2, 

en que se gra:fican los resultados. 

l'Rl.EBA DE llUTAGENICIDAD SIN 5151™ DE ACTIVACICJI 

Los resultados do? la prueba de mutag>?nicidad del sorbato potd:sico 

sin n:e:d3 2:i Liist.;."la do? ad1v.:,:ionJ se ,.,.1-?stran en la tabla 7, 

en Ja quo: puede apreciarso? ..:?n 0:11anto al n1mer.:• de colonias 

revertantes por plao:a, ccur,parad~s •:r·n el nár:,ero en el control 

<cor.centración Ol, sola:".lente 11na disriinucion en el ndll'lero de 

colonias re~·ertantes ¿j a•1r..er.tar la c.?;1:enlri!::ion de l<l sustancia 

concentración de 5.'!lg/placa en las cepas TA 0 7a, Tl,100 y TM!02; 

en h. concentraci~·n de 10n9/placa en la C'ilP<l TA98. 

PRl6A CON IEZCl.A 59 

Los resultados de est-1 Prueba se m•Jestran en la l<lbla e. Cotll<) en 
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Figura 1 
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Figura 2 
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Tabla 7: NUMERO DE COLO!HAS fiEVERTMtlTES PilR FLACA OBTEtl!0"6 EN LA 
PRUE8/, OE M'JTAGEtl!CIDAD DEL S'lREATO FmAS!CO tSl:J SIN 
S!STEHA DE ACT!VAC!Oll ENZ!HAT!CA 

--------------------------------------------------------------
CEfA CONCENTRAClOU <mg de SK/placal 

----------------------------------------------------
o.oo 0.01 0.10 0.00 1.00 s.oo 10.00 

----------------------------------------------------------
TA97a m 114 tZO 124 90 27 o 

109 120 ISO 123 143 11 o 
99 m 127 l!S 103 !O o 

TA9S 27 24 30 22 19 9 9 
30 27 31 19 19 22 14 
28 30 • 27 23 29 12 

TA!OO 94 66 75 76 72 30 24 
78 76 73 77 68 67 30 
97 98 82 $6 72 50 41 

TA102 266 298 '" •OJ 18? 222 97 14 
293 330 239 122 257 SS 3 
252 300 22S 193 l 91 60 19 

-----------------------------------------------------------------
i':La placa presenl6 deformaciones qui? dificultaron et conteo. 

el caso .;.nt-:ric.r, se tbs.:rv.a q1Je el niim..:ro e!-: colonias 

revertantes por placa hend~ a dismin1Jir con el aum¿nlo en la 

concentración de la sustancia. :i pnJeba, en las co:incenlraci6n de 

5rn~/placa en las cepas TA?7a y TA102, con l111g/ph.ca en la cepa 
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tabla 8: RESULTADD5 DE LA PRUEBA DE ~JTAGEfl!ClDAD DEL SORBATO 
POTr\StCO COtl MEZCLA S9 <SISTEMA DE ACTP.1ACIOU 
ENZIMATICAl Ell Nll1<'ll0 DE COLOlllAS REVERTAllTES f1J11 
PLACA 

CEPA CONCENTRACION li::; d~ St'./placa) 

0.00 0.01 0.10 0.50 1.0-0 5.00 I0.00 

TA97a 

TA9S 

TAIOO 

TA102 

!SS 
160 
164 

35 
20 
31 

SS 
78 
91 

204 
205 
22"2 

169 
137 
164 

24 
23 
2B 

81 
81 
72 

172. 
144 
166 

145 
148 
168 

26 
25 
23 

58 
74 
70 

163 
175 
177 

TAlOO, rr..is n.:i así en la .:epa r:sa. 
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137 
126 
137 

25 
25 
27 

60 
78 
75 

320 
20.; 
3"20 

125 
141 
131 

26 
26 
31 

53 
65 
68 

m 
264 
252 

41 
33 
42 

69 
43 
27 

e 
6 
3 

o 
2 
o 

50 
52 
50 

26 
27 
30 

6 
4 
o 



D l S C U S l O N 

Los resultados obtenido~ en las pr1Jebis de confirmación de 

genotipos, as[ cc:n·:i en la de rev~rsi·~!'l -:spontanea, den·Jestran que 

las cepas elegidas para li prueba de ll'l'Jlag.,.nicid<ld del Sorbalo 

Pot~sico, m;i.ntienen lod1s sus caracterfsticas c¡en~ticas y se 

encuentran dentro del ringo de revt!rsi~,n esp.:intinea reportado en 

la bibliograffa <ver L1 ta!JJ.3 4l. Ci:r. estos resultad.:.: fue 

posible p.;;ar a la prueba primeramente de <lClivid<ld de la 

fra.:C"ión S9 y posteriormente a las de autai;enicid1d. 

Est~ reportado q•Je a1n no se cuenta con un m4todo estad!stico 

conveniente para estas pruebas de r.iiJlagenio:iddd H1aron y A:i>.?s. 

1983; t:ier tl ª1·• 19'06i, sin em!Jargo, el 1111todo 1:11.s us•1a! es el 

de considerar que un nG:nero dcble o triple de colonias 

revertantes en un~ o d·:-s ~e l~s •:cnc('ntraciones de prueba, i;on 
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respecto .al control, se considera como un resultado positivo 

<Kier tl ª1_., J9UJ, Bajo este precepto es que se consideraron 

los resultados de la prueba de actívid.ad de Ja mezcla S9, en que 

Ja concentración de o. JmJ de fracción S9 Por placa se el igi6 p.;r 

ser Ja que resultó ~n uni mayor cantidad do: colonias reverla.nles 

por placa, contra s1J respectivo control (•·~.,- fi;•Jl":iS J ·, 2J. 

En cuanto a las pruebas de ri•Jtag:onicidad, se pueden discutir los 

resultados b.:ijo el ~isr.i~ Prt?cePto, Se fl!enciona en a:"'.bos casos, 

con r ;jn a.:tivi.:lón nelab~llc~ ('!'.'?:el~ S?l, que se presenta. un 

n(imero ll!>!nor de colonias reverta.ntt?s pcr placa con el a1J:o-ento en 

Ja coni:etr~ci6r: c!e 2·ji"bato Pot4sico; de Seg/placa en las c-:>pas 

TA97a, TAIOO y TAJ02:, y de JOir.g/placa en la cepa TA9B en la 

prueb3 sin activa::1on metabólica: de e:rng/plac~ en las cepa¡ TA97a 

TAl02, d; lC:::;/¡:laca ¿n la .:ep.J TAlOO, .-i~s no asf en Ja cepa 

se alcan:6 una conc~ntraci~·n d-? to~i·:idad de Ja sustancia a 

prueba para la bacteri-1 en cida caso, Jo que se r.ian1fiesta en el 

menor nú::erc. d.; coloni¿¡s revertanto:s ¡:or Pl<3ca, aunque no se 
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observe en la capa de micrcco!cnias a1Jxótrofas (11aron y A~s. 

19$3). En el caso de la cepa TA9S, -in la prueb.;. con me:cla S9, no 

se observa to:dcidad, sin eP.bari,o, se alcan!ó 1Jna ~oncenlración 

aiaror al mfnimo aceptable de acuerdo con Kier tl fil.. U9SóJ, el 

cu.il es de lmg/placa. La mayorfa de las sustancias ~1Jlag4nicas se 

dilectan en concentr1cicnes ~en.:,r-::. lo 111.ie puedo: constatarse en 

la lit-?rato.;ra <Ar:-·:s. tl ;!1_., 1973. t?75: HcC,;nn tl tl·• 1975; 

Maron y A'l'li!S, 19$3). En ninguna concenlraciln de pru-:b:i se 

observo tJfl au'lli!nlo considerable en el ném.:ro de colonias 

reverlant.;s pür pla~1, p·:-r lo tant•' s.;i pu>?de desc.irtar un efecto 

mulag4nico del sorbalo potásico sobre cualquier cepa, en las 

condiciones en que se reali~aron las Pruebas. 
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CONCLUSIONES 

Despues de observar los d:ttos y disc1Jtirlos, se pueden establecer 

las siguientes conclusiones: 

1.- Las placas r.iaeslras, cbtenid3.s a partir de colonias 

aisladas de cada cepa, se encontraron en buen estado 

genolfpico para realizar la prueba de mrJtagenicidad del 

Sorbato Potásico. 

2.- La prl!eba de acti'.'idad de la 1r.Jcci~n 51, aseguró la 

utilización de un.a conci:?nlracion d~ l:t 1usma que 

era eficiente para realizar dicha activación. 

3.- La pru-:ba de ir.cor¡:or.ación en pl.:.ca con preincubación, 

elegida por S'J facilid::d de flinejo y mejores resultados de 
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<1cuerdo con !<1 biblio9raffa, uti!izadi t<1nto .;n !<1 prueb;i, 

sin activación melab61ica o enzi~~tica <labor d~ la ~:cla 

S9), como en 1<1 prueba c-or. t.al activación m•Jstr.~ to~icidad 

para la maror!a de los casos, no Hf un n1~.;ro 

considerable~ento? r.iuor d.; coloni,;s r>?vertantes por placi 

en cualq•Jier conl'.'entr.,;c1Gn de la sustancia a Pru~!J,;, por 

lo que se p11ede concluir que el 2orbaL• Pot4sico n•) ~s 

rul<19~nico, en las condiciones ée pru.;b,; a ,,Je se so::i-:lió, 

p<1ra las l.'llJtaqeni e i dad 

Salroonell:i/microsomal TA97-l, TA98, TAIOO r TAl02. 

4.- Quedan de este m·:>do est.ablecidas las l~cnicas de esta 

prueba, para realiz<1rse con otras sust<1n.:ias. 
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PREPARACIOH DE SOlUCIONES Y 

KEDIOS 

lledio Yogel·Bonner E l25Xl 

A9u~ d~stila1~ t~SoCJ 

'2<.Jl h.to d~ 1r,<qnesi') CtlgS04. 7H20.1 
A·:ido ..:-fttici:- ;,~,nchidr::.l.;.:l.) 

f1nf.ito ~¿ ;:.:ita~i~ dibáiic'' t3.t>hidrc.Ji!'.2HP04l 
Fo:.f..\b' :le> sujio iao:in·:b4ii~o Ol;iH2f'Q~.H?Oi 

Hüft-é)::'ido O:: ~:;.Jnio UlH-tlJH 2'3',; d25/25=0. 9) 

670 nl 
5 9 

';:'() 9 
2'50 9 
57. 76 9 
58,2 l"l 

las s.;1.:s s~ ~ñ;:dio?rcn en el orden indicado en un m~tra~ de da~ 

-52· 



solución, una vez disueltas las sales se aforó a un litro con 

agua destilada. Hay dos modificaciones al fl4todo reccMendado por 

11aron y Ame5 (19S3}t Las dos dltimas sustancias iusli!uy,;r. al 

fosfato de sodio y e.l'!Cnio UhHt-lH.;PQ4,4HZO 87,Sgl original de rodo 

que den la rnisn:i concentración de n1ltrientes ra que la sal 

sustituida no se pud•) adquirir. L:i otra r .. ~dificaciC:n ccnsiste 2n 

que la solución está concentrada 25 veces en lugar de 50 pue1t 

esta última tendfa a cristalizarse. La preparación d~ l•)S lfledios 

de cultivo se modificó de ri~o que 1'1 concenlraci6n de sales 

!l!enc:ionada <esto es concentración 1Xl. La solución se esterilizó 

en a•Jtoclave a !Slb/20~in. 

Solución O.SmH histidina-biotina 

Oso: Prueba de mulao;enicidad <se añ;;.den tO:il al ag;ir si.:perficiall 

Ingrediente 

D-biotina <Pl1 247.3.\ 
l-histidina <FM 155.2l 
Agua destilad:i 

30.? t:'l~ 

19,44 mg 
250 l!ll 

-S.f-
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La biolina se disolvió calentando el agua a punto de ebullición. 

Se esterili:ó en autoclave a 1Slb/20min almacenándose 

Fosteriormente a 4oC, 

Agar superficial 

Uso: Pru.iba de rtut!9enicidad r de genotipos 

Agar agar 
Cloruro de sodio 
Agua destilada 

0.6 ' 
0.5' 

100 mi 

Se eslerili:ó en ,;•Jtoclave a 1Slb/20r.iin. S-: permitió enfriar un 

poco en un baño a 45oC añadiendo di?spu~s <Fara la PrtJeba de 

mutag~nicidadl !Oml de soluci1n d~ hislidina-biotina 0.5ül para a 

con!inuación hacer la prueba. El al.'!lacen-1je de porciones de 1001111 

conveniente por la dificultad para fundir bien el medio para 

usarlo recién preparado. 
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Solución de sales 1.6SH de KCI + 0.4N de NgCJ2 

Cloruro de potasio O:Cll 
Cloruro d"! rtagn"?sio <N;Cl2.é.H20) 
Agu.:; d"?stil.;.d~ 

61.5 9 
.;o, 1 g 
.aforar 3 500 r91 

Artorliguador de fosfato de sodio 0.2t1 pH7,4 

Uso: H~;:cla S9 

0.2H Fosfato monob1si·:o de so'1io <tla.H2P0·1.H20J 60 flll 
(13.Sg/5001111 

l),2i1 Fosf.;to dib3sico d~ sodio Hh?HP04J 440 nl 
<14.2g/50(),ilJ 

Las .:antid3des de ~.;d3 solución son :i;iro:drr,.;d.:;;, si el pH era muy 

b:ijo, 5e ::gt""!gó f"á:; 0.2'1 d~ f,~sf.:;to dibásico de sodio hasta 
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Solución NAOP 0,1t1 tNicolin Aclenin Oinucleólido Fosfato> 

U:o: M':!zcla S9 

I:icr>?1iente ~ ~ 

NADP <PH 765,4) 383 mg 
A;'.l:i. des! i lad! est~ri 1 5 ml 

u., fu,oo nei:esario ~st':!rili:ar ¡::u,?sto ~ue la solución se preparó en 

un medio esli!ril (Las soh:cior.,~~ de tl~DP se runti.:nen l?Slablo:?s o?n 

refriqeración a -20c..G por lo ~>?n.:-s So?ÍS 111es-!'>), 

Solución glucosa 6 fosfato 1t1 

Uso: H<:!:<:la S9 

Inarediente 

Glu~.:,:a 6 fosf:lo (Q-6-P) 
Aqua destilada est~ril 

2.S2 9 
10 nl 

Al ig•H.1 o;;ue con 1~ solu·:ion de llAllP, no se nec.;siló esterilizar. 

L:i. solu·:ión e~ est.1!:}¿ ¿ -~Oc·C por seis e¿ses. 
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Mezcla S9 lsobrenadanle de hott09enado de htgado centrifugado a 

90001 + cofacloresl 

lnqrediente 

.'..-)ttigi.Etfor fo;fat.) 1\~M 
u:.r¡p o. ttt 
G-6-f· ltt 
Solu-:i6n \'.Cl-t:;C\;i 

7.00~1 

0,56 rnl 
(), ()7 r.il 
0.28 mi 

TOTAL 7.91 ml 

Lf)s ingrediento:s se añadieron en e! otden indicad·) ~ se aforó ;:i. 

la fracción S9 1 ;ig•1:i en las porciones de pru~ba de ~el ividad-

ingrediente 

Ffaccion s·; 
Agua 

Concenltacit.n de fracci(,n ::-:: .:~.l/pl1cal 

o.os 

(r.$5nl 
1.15;;:1 

0.10 

O. 70n1 
0.BO;:it 

-SS-

o. t~ 

1.05111 
0.<5.,\ 

0.20 

1. 40rtl 
r,..,¡r,.:;1 



ya se esperaba la mejor actividad con 0,10 ml de fracción S9 les 

la rracción 59 que se añade en O.S;;il de ee:cla $9 a cada placa>, 

se prepararon las concentracione; de O.OS, 0.10 y 0.1Sml/placa, 

añadiendo un.; cuarta de con·:entra=i6n O.OOml/placa (1.50111 de 

agua solamente>, la cual inició la curva de actividad !ver 

resul lados). 

Agua des! i lada t!st4ri1 
A:r.ortiguador fosfato 0.211 
NADP O. !M 
G-6-P IH 
Sal-?: i'.Cl-M~l'.:12 

Fracción S9 

11. 75 flll 
25.0 mi 
2.0 1!11 
0.25 11<1 
l. o ::il 

10.0 mi ((l,1ml/p!.1.:al 

l·~s ingredienl.:-; se añ3dieron en el orden indicado de modo que la 

prueba de a.:tividad). Las :.oh:·:i,:i:ies deben estar frf:3.s, es por 

59 o de la me;:cJa se dese.arló. 
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Solución de ampicllina lSmg/111> 

Uso: Placas ~aestras para 1.v; cepas con el pl~s:t.ido pt3110t y para 

prueba de resistencia a ampicilina. 

lncirediente 

A~?icilina trihidratada 
Hidrb~ido de sodio 0.02tl 

o.e , 
100 ol 

medio Y can solución de hidr6'(ido de so1io est~riles. 

Solución de lelracicllna lSrng/111) 

liso: Placas mae~tras para TA102 1 pr1.1eba de resistencia a la 

telraciclina. 

Ingrediente 

Tetracicl:rH 
,;cido clcrh!drico 0.02U 

Q,03 g 

!O ni 

se almar.eni::i posteriormante a -20.~c. 



-~ ..... ~ . .-.,. 

Solución cristal violeta CO. 1%) 

Uso: COO'.?re>baci6n d¿ la /1':1Jtici6n r..f! 

Cristal violeta 
Agua destilada estéril 

Se almacen.j a 4oC. 

0.1 9 
100 ml 

Glucosa 40% {peso/volueenJ 

Uso: Agar ~!ni~·) 9l•Jcosa y placas mai!stras 

Ingrediente 

0-9lt..:~.;sa "nhidra 
ttg1Ja d.asliliida 

200 g 
.200 ml 

";e ,..1l~ntó ~! ~g·a p1r-3 disolv>:r la glucosa. se aforó entonces a 

!5lb/20min. Se almJcer.6 a lerriperal1.;ra ambiente. 
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Placas dt agar 1fnlmo glucosa 

Uso: Pru:ba da rr.utagenicidad 

t.gar 3.gar 
Agua destilad2 

$;1les VE E 2'5X 
Glucosa 404 

15 g 
910 mi 

40 fil) 

SO mi 

So? agriag6 i!l agar al agua di!slilada y se esl>?riliz6 ian autoclave 

Para la cepa TA97a, se ro?d1Jjo la cantid3.d do? gluo:os;i 40Z a lOml 

r:oncenlración de glu·:osa. 
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Placas hislidina-biotina 

U;o: Pru:ba de requ~ri~iento de histidina 

Aqar agar 
Agua destilada 

Sal.:s VB E 25't 
Glcc:osa ~O'/, 

Solución de histidina esl~ril 
(1.62.ql400:nt d.; ai;'.la) 

Solución o.?stéT"i! de biotina 0.5::.H 

-6~-

15 o 
S94 1111 

40 r..1 
50 •l 
10 ml 

b o! 



Placas de aapicilina y ampicilina-lelraciclina 

Uso: Placas maestras para las cepas con el pl4smid.) pKH101 y con 

los pl~s~idc•s pl".M101 y pr\QJ t F'ru~bas d.¡o re~istencia a 

ampicilina y ampicilina-letraciclina. 

Ingrediente 

.;g:!r .;;,gar 
Agua destilada 

Sales VS E 2SX 
Glucosa 40t: 
Soluci6n de hislidina est4ril 

t1.62g/400ml de agua! 
Solucién estéril de biotina ú.5mH 
Solución de ampicilina (8~g/~ll 

:;'.;luc:ión d¿ t~tr.i.::iclin-1 (8::,~/¡c,lJ 

15 • 
:?;90 l'll 

40 r.il 
50 mi 
10 ml 

6 mi 
3.15 ~1 
0.2: ml 

Se esterilizó el agar con el l;ua en ,iulo•:lave a 15lb120t~in Para 

despu~s agreg'1r el restn de los in~r.:dientes r ·.•-tciar' el r:.-?dio .:n 

cajas pelri. La soluci,~n do? tetraciclina Súlo se agreg~. a las 

a.::lividad d.¡o los anlibi6licos. 
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Placas de agar nutritivo 

Uso: Pruo?bas de 9.Jnol ipos ill y !:!ill 

lncredio?nte 

Caldo nutritivo o~oid ~2 
~g~r <1:¡ar 
Agua destilada 

25' 
15 ' 

1000 mi 

$e esterili:ó en autc·:l-lve a 1'5lb/2C'ilin. D>Jspu4s se vaci6 en 

Amortiguador fosfato salino y amortiguador fosfato 0.02H pH 7.4 

Prueba de ll'ut~genicidad C·~n preinc1..baci6n sin S9 

O.i'.'12~ F-c;:f~l·' ,,.,r;.:b4;ü·o de sodio nh~?F'fl;.H10l 60 nl 
( 1.38g.'500r.! l 

0.0211 Fosfato dib~sic<J de sodio HhH2P0~) 440 ol 
(1, ~2g/500mll 



Los vollÍ.'!!?PeS de las solucicnei son .;¡:roximidos, si .¿} pH de la 

sodio y 'IÍCe\'o!r"Sa hasta obt>?ner un pH de 7.4, cbteni4ndos~ así la 

solución aoorti9uidora de fosfa!o 0.02/'t par:.: la pru>?ba d~ 

(0.02H fo~fa1o, 0.1511 lfaCll, tas soluciones de i:ad~ fvsf.1to se 

15lb/2ó1.in. 

Caldo nulr i ti vo 

' -70,C. 

tnsredienll! 

C~!tio nutritivo o~rnid lt2 
AS!J! d>?stilad;; 
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recomendado por Haron y Ames ( J9S3), la prepoiracJón corresponde a 

las instrucciones del paq•J<i!le. 

\ 
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GLOSARIO 

AUXOTROFO: En este caso, bacteria q•Je depende de .:ilguna sustancia 

o 11etabolito en el medio para crecer FOr ser incapaz de 

sintetizarla. 

CARClNOGEtlO: Fa,:tor f!sico o químico G!le es capaz de producir 

tumores. 

CARCINOGENlCtDAD: Adjetivo qqe denot.:i la capacidad de producir un 

cáncer. 

COflSTITUTIVIDAO (mutación del: Tipo de m•Jl<1".:16n o:n los genes de 

regulacié-n que permite la transcripción contin1Ja de los qenes 

b:ijo su control. 

DELECCION: Traducción q•~e se h;i otorgado a l:i p:i,\abra inglesa 

~· i:;1ie podría tr·adi..:cirse ccrr·) S1J::iresién 1 lo que no se 

utili~a por s-.?r esta última palahra la adecrJada para suePr':!ssion, 

la c•Jal en bilogía molecular denota un ca!!'.bio en el ADU que 

SUPRIHE la lect.Jra de un codón, Pl1f esto, algunos ~utores 
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,, ESTA TESIS 
!1'1\UR OE LA 

traducen c!eletion como detección, o como dehción, par.; referirse 

a una parte del AON que ha sido eliminada del c;enc-rn. 

GE:NOTOXlCIDAO: Toxicidad al geno:ra o AON; es una palabra bastant-: 

general que puede incluir, m•Jtagenicidad, integracién viral, 

elcélira. 

el AON {r.:Jtaciónl. En este trabajo se 1Jtiliz.;. prin·:ipalmente para 

aquellos q1Je p1H?den C<l~biar una base por otra, o causar por 

adición o delecci6n de algún nucleólido, un caMbio en la 

i:istructura de la l>::ctura de un gen durante la traducciCn. 

FU!ll'O CñllEtJTE: Traducción del término itigl4s hot le..Q.!., 

utilL:ado para designar a aquellas regiones del ADN riás propensas 

a la n•Jtagénesi s. 

REVERSION: En biol·~gfa rnol.;c•Jlar deno-ta a la mutación reversa, 

TERATOGENICJD.;D: "Cre.;,ción d~ ri·::instruos•, r>?ferente a l;i;s 

malfor~aciones r.on~énitas, 
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