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RESUMEN: 

El hinchamiento .celular ha sido descrito en protoplastos y en 

células completas de algunas especies bacterianas. Se ha reportado 

corno un fenómeno dependiente de glicólisis y de la concentración 

de potasio, reversible en protoplastos , que puede ser medido por 

el cambio de turbidez del cultivo y por el aumento del volumen -

celular. 

fu Salmonella ~vphlmuJú.um hemos encontrado que se presenta -

el hinchamiento celular en protoplastos y en células completas 

En las células se presentó en los primeros minutos posteriores a 

la adición de una mezcla de sacarosa- glucosa , fué parcialmente 

reversible y se mantuvo durante una hora. En protoplastos el fen§. 

meno fué similar , parcialmente reversible pero la recuperación e 

fué más lenta y se presentó lisis celular. 

Al igual que para otras especies, el hinchamiento varió de acuer

do a la concentración de potasio adicionado 

Con el objeto de relacionar este efecto de hinchamiento y -

contracción celular con la acumulación de potasio, hemos aislado 

mutantes con posibles alteraciones a nivel de transporte de este 

ión , las cuales son incapaces de crecer en concentraciones por -

debajo de 20 uM de potasio. 

A la fecha no se tiene ningOn reporte en la literatura en 



el cual se haya comprobado la capacidad de hinchamiento en células 

de Si:U'.mone.l'.út :typhi.mu:U.um por lo que en nuestro laboratorio nos 

hemos interesado en estudiar la posible ocurrencia de este evento, 

así como el tratar de establecer el papel de algunas proteínas de 

tipo contráctil en ésta bacteria y su relaci6n con el hinchamjento 

celular. 

Nuestros estudios nos han permitido establecer que en nuestro 

modelo de trabajo el hinchamiento ocurre cuando en el medio de -

ensayo se encuentran presentes glucosa (o algún intermediario de 

la vía glicolítica ) sacarosa y potasio. 



INTRODUCCION: 

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

completas de Sz~epzococcu6 6aeca~~6 estas eran susceptibles a per

der su pared celular (protoplastos). Subsecuentes investigaciones 

le permitieron observar que al preparar protoplastosde estos orga-

nismos era necesario a su vez el uso de una alta concentración de 

sacarosa, la cual actuaba como sustancia impermeable necesaria pa

ra la estabilización osmótica; tales investigaciones le llevaron a 

encontrar que al adicionar pequeñas cantidades de glucosa a la su~ 

pensión de protoplastos se producía un hinchamiento reversible 

(hinchamiento metabólico reversible) indicado por una caída progr~ 

siva .en la turbidez, la cual revertía espontáneamente regresando -

lentamente a su valor inicial, esto probablemente debido a que el 

número de protoplastos se mantenía constante. 

Este fenómeno fisiológico que ocurría en ~a células bacteria

nas se pensó que dependía de glicólisis, ya que durante la fase de 

hinchamiento, la turbidez del cultivo disminuyó paralelamente a la 

desaparición de la glucosa y la fase de reversi6n se inició, según 

Abrams (1959) al agotarse la glucosa por completo. Esto indicaba -

que ambos eventos (hinchamiento-contracción) eran subsecuentes a -

la conversión de glucosa a ácido láctico. 

La duración del hinchamiento fué proporcional a la concentra-
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ción de glucosa pues se encontró que cuando la concentración de -

glucosa se mantenía por arriba de 0.04 M el hinchamiento era irr~ 

versible lo que traía como consecuencia la lisis metabólica (esto 

se estableció por la aparición de fantasmas celulares y la eleva

da concentración de sustancias intracelulares que absorhia en el 

ultravioleta a 220 nm). 

Si bien dicho fenómeno fué dependiente de glicólisis también 

requirió de un adecuado suplemento de potasio para que se llevara 

a cabo; de ahí que las condiciones óptimas para dicho evento fue

ron las adiciones de sacarosa glucosa y potasio. 

Se sugirió el siguiente postulado para explicar este fenómeno 

(Abrams 1959): 

Los protoplastos inicialmente en equilibrio osmótico con el -

medio fueron impermeables a la elryvada concentraci6n de sacarosa y 

la adición de glucosa y de potasio favorecieron un cambio de per-

meabilidad de la membrana, permitiendo asi la entrada isoosmótica 

del azúcar impermeable en dirección de un gradiente de concentra-

ción; esto originó el hinchamiento de la célula y por tanto se pr~ 

sentó un cambio en el índice de refracción que se detectó por la 

caída de la densidad óptica; la membrana permaneció permeable ha~ 

ta que se agotó la glucosa, de ahí que un exceso de glucosa trajo 

como consecuencia su lisis; cuando la concentración de glucosa se 

agotó se originó la reversión de la membrana a su estado impermea~ 
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ble inicial. 

~lnkoff y Damadian (1976) encontraron también que este fen6-

meno ocurrió como una reacción concomitante a la acumulación de -

po~Rsio por la c6lula~ así mismo se sabe que las bacterias canee~ 

tran potasio del medio ambiente y en el caso de E~che~~ch~a ccCi 

la conccntraci6n intracelular est5 casi al mismo nivel que en e! 

lulas <le mamifero; se sabe que cuando las c61ulas se suspenden en 

un medio bajo en potasio la diferencia entre el potasio intra y -

el extracelular puede exceder de 1000 (Lubin y Kessel 1960). 

Minkoff y Domadian (1976) demostraron que durante la capta

ción de 85 mmoles de potasio por litro de agua celular el volumen 

de la cSlula se increment6 en un 12t. 

En otros cstudios9 se enconrr0 que 1~ ccpü sllvesrre de E.~o~¿ 

K~J2 present6 el hinchamic11to durante la captaci6z1 de potasio; p~ 

ro no lo presento una cepa mutante deficiente en la captaci611 de 

potasio obtenida por inducci6n con nitrosoguanidina. que :11 pcr-

dcr su sclectj.vidad a cationes alcali11os perdió tambi6n SLI capuc! 

dad de hinchamiento. En In mutante el hinchamiento ocurri6 lenta-

¡¡¡ente n bajas conccntracióncs del i5n y rfipi<la1ncntc en altas con

centraciones del mismc lo que dcmostr6 que en esta cepa el -----

"s\\·clllng" particulado o hinch.:imicuto celular fué dependiente de 

1'1 concentración de potasio (Lubli. y Kessel 1960, .llinkoff y Uama

dlan 1976). Tambi&n se han obtenido con luz ultra,·ioleta cepas d~ 
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ficientes en la liberación de este i6n (Damadian 1968). 

El fenómeno de hinchamiento de células intactas de E.co~¡ K-12 

fué también un evento reversible evidente por el retorno de la den 

sidad óptica a su valor inicial en un período de 30 a 40 minutos 

y a este evento se le refiri6 como un ciclo de hichamiento-con--

tracción (Minkoff y Damadian 1976). 

En trabajos realizados en E.co~¡ (Epstein y Laimins 1980) se 

ha podido establecer que esta bacteria utiliza el ión potasio prin 

cipalmente con dos finalidades: 

1 .- Regular su osmolaridad intracelular. 

2.- Activar enzimas intracelulares. 

Por su pared rígida, la bacteria mantiene una osmolaridad más 

al ta d"" tro de ella que la existente afuera. La diferencia entre 

las presiones osmóticas interna y externa es conocida como presión 

de turgencia, la cual se requiere para el crecimiento y div~sión 

celular. E.co~i para mantener la presión fisiológica de 3 atm. re

quiere de gran cantidad de potasio (Epstein y Laimins 1980). 

En las células la concentración de potasio se mide por la os

molaridad del medio y puede fluctuar de 0.15 ~en medios muy dilu! 

dos hasta 0.6 M en medios con 1200 mosN (Epstein y Schults 1965). 

Una concentración de potasio de 0.1 ~f parece ser suficiente para 

activar enzimas intracelulares, por lo que el papel del potasio en 

las condiciones arriba mencionadas satisface este requerimiento. 
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Solo alrededor de 88 de los 1027 genes conocidos de~ 

tienen relación con el metabolismo y 77 de estos 1027 están re

lacionados al transporte de pequeñas moléculas. Se estima que -

unos 150 genes están relacionados al transporte de aniones y -

cationes y que existen por lo menos dos sistemas de.transporte 

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

~ para regular su osmolaridad tiene la información "de 

aproximadamente 10 genes que aseguran la acumulación de potasio 

( Epstein y Davis 1971); estos genes se han podido identificar 

al aislar y seleccionar mutantes que requieren elevadas concen

traciones de potasio para crecer. Al analizar tales mutantes se 

han podido detectar dos tipos de sistemas de transporte de pot~ 

sio llamados ~ y :t1tKA (Rhoads D, Waters B, Epstein W, 1976; -

Rosen P.Barry 1978). 

El sistema ~ generalmente no se expresa en células que -

crecen en medios con potasio; es el típico sistema bacteriano -

constituido por cuatro genes que se agrupan y regulan coordina

damente • Presenta alta afinidad al ión potasio . 

El gen ~ codifica para un regulador positivo y ~ , 

~ y __ ~ son los genes estructurales del operón (Epstein W 

oavis 1970, Laimins y Epstein , Altendork y ~hoads 1978). Se ha 

logrado integrar el fago lambda e~ los cuatro genes estructura

les y se ha encontrado que este operón se lee de A a C y que V 

se encuentra al final del operador como una unidad transcripcio

nal separada que cuando se altera por mutación , la expresión de 

los genes ~ se vuelve parcialmente constitutiva (Epstein, 

Rhoads, Laimins 1978). 

Se han aislado fagos de transducción generalizada que han -

permitido identificar los productos del operón como proteinas de 
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membrana con pesos moleculares de 47 000 , 90 000 y 22 000 dalto

nes respectivamente (Laimins , Rhoads, Altendork y Epstein 1978) 

y se han identificado electroforéticamente al separar proteínas -

de membrana interna. 

La complementación intracistr6nica entre algunas mutaciones 

~ indicó que el producto del ~ es una proteina de 90 000 -

daltones unida a membrana , que actaa como un regulador positivo; 

se cree que es el sensor de la presió~ de turgencia y que recibe 

dicha presión a través de la membrana (Epstein, Laimins, Rhoads 

1981) . La presión de turgencia juega un papel importante al reg~ 

lar la función de las proteinas del sistema ~· En E.co¿~ cuando 

la presión de turgencia se reduce por un aumento en la osmolaridad 

del medio, los sistemas de transporte de potasio responden aumen

tando la captación neta de este i6n . Se cree que este es el pri 

mer evento en la osmoregulaci6n de bacterias como E.co~ en que -

el aumento de potasio acumulado incrementa la osmolaridad interna 

y restaura la presión de turgencia(Epstein, Laimins, Rhoads 1981). 

El operón ~ es un sistema reprimible , además presenta una ATPasa 

estimulada por potasio(Epstein, Whitelaw,Hessé 1978) es dependien

te de ATP e independiente de la fuerza motriz de protones (Mitchel 

1961). 

Se han aislado otras mutantes deficientes en su capacidad de 

transportar potasio contra un gradiente de concentración; estas m~ 

tantes obtenidas por el método de selección con penicilina de Lubin 
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(1962) además tenían alterada su capacidad para sintetizar metioni

na (Damadian y Solomons 1964). 

El sistema ;t1<K A es de baja afinidad a potasio pero con un al

to grado de transporte, por lo tanto se abastece la reserva de po

tasio en minutos;es el principal sistema en la cepa silvestre y es 

constitutivo. Es genéticami;;nte complejo pues consta.. de seis genes 

;t1<K A, ;t1<K B , ;t1<K C , t1<K V , ;t1<K E y ~ no unidos entre sí ; 

cualquier mutación en los genes A y E reduce la actividad del sis

tema(Epstein W, Laimins L. 1980). 

Se pensaba en la existencia de un tercer sistema de transpo.E_. 

te conocido como t1<K F pero· algunos estudios sugieren que todas las 

mutaciones ;t4K forman parte de un sistema Gnico el ;t4K A que re-

quiere tanto de ATP como de fuerza motriz de protones para acumu--

1ar potasio activamente(Rhoa<ls, Epstein 1977). En cuanto a la reg~ 

lución del sistema ;t1<K A los productos de los genes ;t1<K A y t1<K V 

se regulan por ATP y en ausencia de tal regulación solo es reteni

da una baja proporción del potasio transportado. 

Se sabe que la actina es una de las principales proteinas en 

las cElulas eucariónticas ~ se ha podido establecer su papel en el 

aparato contrác:t:il de músculo así como en motilidad, ci toquinesis, 

adhesión, fagocitosis y forma celular( Huxley 1969, Korn 1978). 

La detección de una proteína similar a actina en E.co~~ 

actin-like (A-L) (Ninkoff y Damadian 1976) sugiere que lsta es -

una molécula ancestral que tuvo su origen en los procariotes, los 
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autores sugieren que esta fracción ( A-L puede participar en --

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

de la membrana citoplásmica. 

Esta fracción A-L sufre agregación reversible en las mismas 

condiciones en que actina se polimeriza y depende de potasio para 

dicha polimerización. La fraéción A-L de la cepa silvestre de --

E. ca.U. fué comparada con la misma fracción de una mutante de tran~ 

porte de potasio y se encontró en esta última que la A-L no sufre 

polimerización, mientras que en la cepa silvestre esto si ocurre 

(Damadian 1968). 
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II.- OBJETIVOS: 

El objetivo general de esta investigación fué analizar el e

fecto de hinchamiento celular en Sa./'.mone.e.ea :typhí.mu/Úum LT-2 y -

su relación con el ión potasio. 

Para tal estud~o se plantearon los siguentes objetivos: 

a) Obtener mutantes el" Satmon.e./'..l'.a :typlúmu,"L-i.um LT-2 con posibles 

alteraciones en el transporte del ión potasio, utilizando nitro 

soguanidina como agente mutágeno y seleccionar las mutantes por el 

método de penicilina. 

b) Caracterizar cinéticamente el crecimiento de una de las mutan

tes obtenidas y su dependencia de potasio, en comparación con la 

cepa silvestre. 

c) Medir el hinchamiento celul.;ir y su tlcpernlt:¡1cia de glicólisis y 

de la concentración de potasio en ambas cepas. 
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III.- MATERIALES Y METODOS 

LT-2 

SM-13 

A.- Material.es. 

1. e Cepas de Sa..f.mone..f..f.a. .ty¡olúmu,~-i.um. 

Probable fenotipo kdp+, .t~K+; prot6crofa, obtenida de la 

colección del difunto Dr. M. Demerec. 

No crece a bajas concentraciones de potasio; obtenida a 

partir de LT-2 por tratamiento mutagénico con NG y sele~ 

ci6n con penicilina. 

2.-, Conservaci6n de las cepas bacterianas. 

Las cepas utilizadas en este trabajo se conservaron a 4°C en 

tubo con tapón de rosca, con el medio inclinado que contenía Davis 

normal, agar y casaminoácidos. Se resembraron en el mismo medio y 

se chocaron periódicamente en agar S·S para facilitar su manipula

ción. 

3.- Reactivos químicos. 

Nitrosoguanidina de K y K laboratories Inc. Plainview N. Y. EU.$.. 
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Dextrosa, sacarosa, fructosa, trisma base grado amortiguador y --

reactivo, sulfato de amonio y lisozima fueron de Sigma Chemical 

Co. St. Louis Mo. EUA. 

Sulfato de magnesio, cloruro de potasio y 2,4 dinitrofenol fueron 

de Merck. Darrnstadt. Rep. Fed. de Alemanja. 

Los fosfatos mono y dipotásicos y mono y dis6dicos, hidróxido de 

sodio, cloruro de sodio, ácido clorhídrico, alcohol etílico,acet~ 

to de sodio, citrato de sodio, glicerol, metoxiglucosa, cloruro -

de potasio fueron de J.T. Baker. Xalostoc, M6xico. 

Extracto de levaduras y casaminoácidos fueron de casa Di feo, Mi--

chigan EUA. 

Agar S-S, agar bacteriológico, Dextrosa y peptona de caseína fue-

ron de Bioxon de México. 

Penicilina G-s6clica fué de laboratorios :farmactfuticos Lo.kcside. 

4.- Medios de cultivo, soluciones isotónicas y soluci~ 

nes amortiguadoras. 

Todos los medios de cultivo se esterilizaron a 15 lbs/plg 2 de -

presión de vapor (121°C) por 15 min. 

La penicilina se esterilizó por filtración y se prepar6 en el 

momento de usarse. 

Las fuentes de carbono se prepararon en soluci6n aparte del 
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medio de cultivo y se esterilizaron en autoclave .adicionándose al 

final en concentraciones al 0.4i (p/v). Cuando se requirió de me

dios sólidos se adicionó agar al 1.5, (p/v). 

Para este trabajo se emplearon varios medios de cultivo cuya 

composición es la siguiente: 

Davis normal 

Tris Na 

Tris K 

Medio mínimo 

KHzP04 3.0 gr.' KzHP04 7.0 gr., MgS04. 1¡.z ~ 

0.1 gr.,(NH4 J 2 so 4 1.0 gr.; agua destilada 

JOOO ml y pH 7.0 (contiene aproximadamente 

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

NaH 2Po 4 3.0 gr., trisma base 6.78 gr., ~-

MgS04.7H2o 0.1 gr., urn4J 2so4 1.04 gr., a

gua bidestilada.a lUUU ml y pH 7.0 (con-

tiene aproximadamente 5 uM de potasio). A 

este medio se le adicionp KCl para ajustar 

a concentraclones de potasio de 5 a 1000 uM) 

KH 2Po4 3.0 gr, trisma base 6.78 gr., MgS04 

.7H 2o 0.1 gr., (:\H4 ) 2SO.¡ 1.0 gr.; agua de~ 

tilada a 1000 ml y pH 7.0 (contiene aprox! 

madamente 1 O mM de potasio). 

El Davis normal o tris ~a con la fuente de 

carbono al 0.4'1.. 



Medio rico 

Medio para 

evaluar el 

hinchamiento 

celular. 

Medio para 

cinética de 

crecimiento. 

Medio para 

pre-inóculo. 

13 

Davis N, glucosa y agar en las concentra

ciones al 0.4% y 1 .si respectivamente y -

0.2% de casaminoácidos y extractos de le

vadura. 

Sacarosa 0.4 ~~ glucosa 0.01 M o 0.02 M 

(u otras fuentes de carbono a la concentr~ 

ción de O. 02 M) K2HP04 2 mM y pH 7. 2. 

Cuando se midió el hinchamiento celular -

a diferentes concentraciones de potasio se 

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

Se utilizaron tres medios que difieren en 

la concentración de potasio; Davis normal, 

tris Na (ajustando con una solución patrón 

de KCl la diferentes concentraciones de 

potasio que se trabajan) y Tris K; en to

dos con la fuente de carbono que se espe~ 

cifique. 

Davis normal casaminoácidos al 0.21 (p/v) 

o el inedia mi11imo especificando lR fuente 

de carbono. 



Medio para 

reciclaje con 

penicilina. 

Regulador de 

fosfatos. 

Regulador de 

acetato de 

sodio. 

Solución sali-

na fisiológica. 

2,4 DNP. 

14 

CasaminQácidos al 0.04i; tris Na adicio-

nando KCl para ajustar a 20 uM de pota-

sio, glucosa 0.4~ y penicilina 1000 U/ml 

• (volumen final de 50 ml) en agua bidesti-

lada. 

K2HP04 13.2 g; se disuelven en 1000 ml de 

agua destilada, se ajusta con HCl a pH 7.2 

( contiene aproximadamente 2 mM de potasio) 

Se prepara una solución de acetato de so-

dio en concentración 0.2M y pH 5.0 y se --

esterilizA ~n autoclave. 

NaCl al 0.851 ( p/v), se Jistribuye en por-

cienes de 100 ml y se esteriliza en auto--

clave. 

Solución de 2,4 dinitrofenol en concentra-

ción 1 O mM en agua destilada y se conserva 

en frasco color 5mbar. 
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B. - Métodos. 

1.- Mutagénesis con NG y enriquecimiento en bacterias 

negativas para el transporte de potasio, por reci

claje con penicilina. 

La cepa silvestre se creció en un medio rico durante 16 -

horas a 37~C , la suspensión celular se cosechó por centrifuga•c 

ci6n a 5000 rpm por 15 minutos. 

Las células se resuspendieron en 0.5 ml de acetato de sodio 

0.2M est-ril con pH 5:0 y se adicionó el agente mutlgeno en 

concentración de 100 microgramos/ ml como lo reporta Adelberg et 

al ( 1965) . El paquete celular se incubó por 3.5 horas a 37°C M 

sin agitacl6n ; transcurrido este tiempo se cos~ch~ron las cé--

lulas por centrifugación y se resuspendieron en 0.6 ml de SSF ; 

o.3 ml de esta suspensión se adicionaron a 9.7 ml de medio rico 

dejlndose en agitación durante toda la noche para su recupera-

ción . Se volvieron a centrifugar, se lavaron con SSF dos veces 

y se resuspendieron en el medio para reciclaje con penicilina -

(Lub in M 1962 ; Kaufman H. Gor ini L. 1 960) .modificado por noso

tros. Se agitaron a 37ºC por dos horas ; se centrifugaron y re

suspendieron en medio rico por cinco hor~s para su recuperación. 

Se cosecharon y resuspendieron nuevamente en el medio con penic,i 

lina. Este tratamiento se repitió dos veces mis y después del -
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cuarto reciclaje con penicilina las células se cosecharon, se 

lavaron con solución salina y se prepararon diluciones hasta 

tener aproximadamente 10 3 células/ml. A partir de dicha dilución 

se sembró por espatulado en medio sólido mínimo( Davis normal). 

Las posibles mutantes de transporte de potasio se aisla-

ron de las cajas espatuladas tomándose cada colonia con un pali, 

llo estéril y se sembraron por picadura en el medio mínimo men

cionado anteriormente; se incubaron las cajas por 24-48 horas y 

se procesaron por la técnica de réplica en placa ( Lederberg y -

Lederberg 1952) en tres medios de composición diferente que 

fueron : 

a) Medio rico. 

b) Medio mínimo con glucosa utilizando Davis N. 

e) Medio mínimo con glucosa utilizando tris Na ajustando a 20 uM 

de potasio con KCl. 

Las colonias obtenidas de la réplica en placa se seleccion~ 

ron empleando criterios de su crecimiento en los tres medio, el! 

giéndose predominantemente aquellas cuyo crecimiento ~ra casi n~ 

lo en tris Na y abundante en Davis N; estas clonas se volvieron 

a aislar y replicar en idénticas condiciones encontrándose por -

segunda vez las mismas características de crecimiento. 

2.- Medición del hinchamiento celular. 
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a) En protaplastos de la cepa silvestre. 

Para probar la existencia del efecto de hinchamiento celu-

lar en Sa.l.mone.e..e.a. .typlU.muJU.um se preparó a partir de la cepa - -

silvestre una suspensión de protoplastos células sin pared) de 

acuerdo a la técnica de Abrams ( 1959). Para ello el paquete ce

lular obtenido de un crecimiento de 18 horas de incubación en 

medio rico se lavó y resuspendi6 en 5 volumenes de regula:br de -

fosfatos pH 7.2 ( 2mM de potasio), se adicionó sacarosa 0.4M -

se agregó lisozima cristalina en una concentTación final de 180 

ug/ml y se incubó a 37°C por 100 minutos. La suspensión se cen

trifugó y los protoplastos se resuspendieron ahora en regulador 

de fosfatos con sacarosa ; se inocularon entonces matraces nefe~ 

lométricos ajustando a 0.8 unidades do aLtiorbancia y finalmente 

se adicionó glucosa en concentración de Q02 M y se incubó en 

agitación a 37°C realizándose lecturas a 660 nm a intervalos -

de 1, 5, 1 O, 15, 20, 30, 40 y 60 minutos. 

b).- En células completas. 

Para analizar el hinchamiento en células completas de la -

cepa silvestre se inoculó ésta en medio rico dejándose crecer -

por 18 horas; transcurrido este tiempo las células se cosecha-

ron por centrifugación y el paquete celular se lavó tres veces 

con SSF y una con regulador de fosfatos. En matraces nefelomé--
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tricos previamente estériles se colocaron 50 ml del regulador -

sacarosa 0.4 M y se adicion6 un in6culo de células hasta ajus

tar a una densidad óptica de 0.8. Finalmente se adicionó gluco

sa en concentración 0.02 M en un volumen final de 60 ml y se -

leyó a 660 nm; se jncubaron los matraces y se hicieron lecturas 

a los intervalos de tiempo mencionados en el punto a). 

En todos los experimentos se colocaron 2 matraces control, 

uno conteniendo glucosa 0.02 M y regulador de fosfatos (sin sa

carosa) y otro conteniendo sacarosa O. 4 M y regulador de fosfa 

tos (sin glucosa). 

En la cepa SM-13 el ensayo se efectu6 en las mismas condi

ciones que para la cepa silvestre. 

El ensayo también se hizo sustituyendo la glucosa por 

metoxiglucosa, acetato, citrato, glicerol y fructuosa a la mis

ma concentración para ambas cepas (0.02 M) y con glucosa a di

ferentes concentraciones de potasio (20 a 23 000 micromolar). 

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

mento con glucosa y además se adicionó un control positivo con 

este carbohidrato. 

3.- Preparación de inóculos. 

En la mayoría de los casos las células se crecieron durante 

toda la noche a 37°C en agitación para tener un buen in6culo. 
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Para cinéticas de crecimiento los inóculos se prepararon en 

medio Davis N. con casaminoácidos, pero en ciertos experimentos 

se varió la fuente de carbono según se especifica. Las células 

se cosecharon por centrifugación a 4°C en una centrífuga Sorvall 

(rotor GSA) a 2600 x g durante 15 min.; se lavaron y resuspendie

ron en SSF antes de usarse. 

4.- Cinéticas de crecimiento bacteriano. 

Las condiciones que se utilizaron para las cinéticas de cre

cimiento son las indicadas por Parada y Ortega (1967) preparándo 

las células de acuerdo al experimento a realizar: 

La~ cSlulas lav~rlas se distribuyeron en matraces nefelomEtricos 

Bellco de 300 ml equipados con tubo lateral de 19 mm de diámetro 

con 50 ml de medio de cultivo, ajustándo la lectura! inicial a -

O.OS unidades de absorbancia. Las bacterias se incubaron aeróbi

camente a 37°C en un agitador rotatorio New Brunswick a una velo

cidad aproximada de 150 rpm. El crecimiento se determin6 cada ho

ra mediante la densidad 6ptica de 1os cultivos a 660 nm usando 

para ello un espectrofot6metro marca Coleman modelo Junior. 

5.- Efecto del lavado con 2,4 din{trofenol en el hincha

miento celular. 

Para estimular la captación neta de potasio por las célu-
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las estas deben ser sometidas a un tratamiento por medio del -

cual el potasio int:racelular sea eliminado por completo; esto -

puede efectuarse por medio de shock osmótico o por un tratamie~ 

to con 2,4 dinit:rofenol el cual extrae alrededor del 901 del p~ 

tasio celular en los primeros minutos( Davis et al 1976). 

Con objeto de tener células libres de potasio intracelular 

se trataron con DNP 10 JTu'I para lo cual el cultivo en fase expo

nencial se cosech6 por centrifugaci6n y se resuspendió en DNP 

por 5 min; las células se lavaron 3 veces con SSP para eliminar 

el compuesto lo mejor posible y entonces se resuspendieron en -

matraces nefelométricos conteniendo regulador de fosfatos y sac~ 

rosa , se ajustaron a 0.8 unidades de absorbancia, se adicionó -

glt1cnsR y se determin6 el hinchamiento celular n los diferentes 

tiempos ya est:ablecidos . En esta ocasión se probaron concentra

ciones de potasio por abajo de 20 micromolar tanto para la cepa 

silvestre como para la mutante. 
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IV. RESULTADOS. 

1 .- Mutagénesis y selecci6n de mutantes alteradas en el tran~ 

porte de potasio por reciclaje con penicilina. 

Para la mutagénesis se emple6 el agente alquilante nitroso

guanidina el cual actGa a nivel de la l1orq11illn de replicaci6n 

produciendo mutaciones puntu~les en las bases expuestas de las 

cadenas que habrán de replicarse; por lo tanto su acci6n es espe

cifica del sitio y momento de duplicaci6n del genoma bacteriano -

( Cerdá - Olmedo !lanawalt y Gucrol;i 1968 , Bolstein y Jorres 

1969 

La nitrosoguanidina hasta hace algunos aftas se le considera

ba como el mutigeno químico más potente debido a que es capaz de 

producir gran nnmero de alquilaciones que originan mutacion~ le

tales (Lee , Gold Mirvish 1977 ) . Esta característica ha favore

cido que se hayan localizado nuevas lesiones cromos6micas (te--

niendo otras marcas de referencia) pues es posible mediante un -

solo tratamiento obtener mutantes vicinales daftadas en dos o más 

genes. La cepa SM-13 fué obtenida mediante un solo tratamiento -

mutagénico con nitrosoguanidina. Con el sistema de selecci6n de -

mutantes por el método de reciclaje con penicilina se obtuvieron 

aproximadamente SO colonias por caja ( se prepararon 60 cajas ) 

a las 72 horas de incubaci6n. 
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Dichas colonias se aislaron y seleccionaron por la técnica 

de réplica en placa y se encontró que solo unas 20 colonias pr~ 

sentaron un crecimiento óptimo en un medio con alta concentra-

ción de potasio pero su creci•iento en baja concentración del -

ion era muy escaso; por tal motivo dichas colonias se aislaron y 

replicaron nuevamente en alta y baja concentración de potasio y -

se encontró que solo 7 colonias seguían manteniendo la caracterf~ 

tica de crecer lentamente en baja concentración de potasio para -

lo cual se caracterizaron por cinética de crecimiento en medio 

Hq.uido 

2.- Crecimiento en medio s6lido. 

Cuando las mutantes aisladas por el método de selección con 

penicilina se cultivaron en cajas utilizando como fuente de car

bono y energia a l.a glucosa, las colonias inoculadas en una con

centración de potasio aproximadamente 20 uM fueron visibles a -

las 72 horas de incubación aunque su crecimiento en medio rico y 

en medio Davis N fué rápido observándose las colonias a las 24 

horas de incubación al igual que la cepa silvestre que se emple6 

como control de crecimiento en estos medios de cultivo. 

En base a los resultados obtenidos se seleccionó para los -

subsecuentes experimentos la clona que mostró más estabilidad en 

cuanto a su incapacidad de crecimiento en medio con baja caneen• 
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tración de potasio a la cual denominamos SM-13 . 

3.- Cinéticas de crecimiento de los cultivos en medio li_ 

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

potasio. 

En la figura 1 se presenta la cinética de crecimiento de la 

cepa SM-13 que, como se dijo, parece presentar problemas en su -

capacidad de transportar el i6n potasio, para lo cual se probaron 

diferentes concentraciones del ión en el medio de cultivo que van 

desde 0.005 mM hasta 23 mM ; esto fué con la finalidad de deter-

minar en que rango de concentración dicha cepa es capaz de crecer. 

Nótese que en concentraciones de 0.020 mM el crecimiento es 

nulo y conforme se incrementa la concentración de potasio la ve-

locidad de crecimiento aumenta también. 

Con el fin de determinar si el crecimiento de esta cepa no -

es favorecido por la presencia de cloruros en vez de potasio( por 

el KCl adicionado ) se colocó un matraz control en el cual se 

sustituyó KCl por NaCl y puede observarse que el crecimiento es -

completamente nulo, lo cual nos indica que se requiere de la pre

sencia de potasio en el medio de ctiltivo para que la cepa crezca. 

El medio Davis N sin citrato ( Davis y Mingioli 1950)es 

aproximadamente 23 mM de potasio y es utilizado comúnmen"te como 

fuente de sales minerales pal".a el cultivo de Sa.C.mo11e.e..e.a :typh.i.mu-
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/Úum ; por tal motivo dicha concentración es óptima para el ere-

cimiento por lo cual quisimos probar medios con concentraciones 

bajas e intermedias del ión y para tal efecto se llevaron a cabo 

cinéticas de crecimiento probándose tres concentraciones diferen

tes. 

·En la figura 2 se presenta la cinética de crecimiento de la 

cepa silvestre ( LT-2 ) y la cepa mutante SM-13. Nótese que el ~ 

crecimiento de la cepa silvestre es similar en las tres concen-

traciones. En la misma gráfica encontramos que la cepa SM-·1 3 a - -

bajas concentraciones del ión ( 0.020 mM) presenta un crecimien-

to escaso y conforme se incrementa la concentr::.ciúu de potIBio se 

observa una mejoría considerable. 

Cabe mencio!'ar que el matraz can la cepa SM-13 que contenía 

potasio en baja concentración, antes de la tercera hora d~ incu

bación no presenta indicios de desarrollo, por lo tanto se divi

dió su contenido y a un matraz se le adicionó un pulso de KCl 

mientras que la fracción restante se mantuvo intacta. 

Puede observarse en la gráfica que transcurridas tres horas 

de incubación el matraz al que se adicionó KCl comienza a dispa-

rar su crecimiento en forma notable mientras que la segunda frac

ci6n de dicl1a concentraci6n se manticr1e sin crecer hasta finalizar 

las 8 horas de duración de la cinltica. 

4.--llinchamiento celular • 
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a) en protoplastos y en células completas de la cepa silves

tre. 

Cuando los protoplastos de la cepa silvestre se sometieron -

al procedimiento estableciJo por Abrams para evaluar el efecto de 

hinchamiento se observ6 que en el transcurso de los primero 10 min. 

se presentaba una muy brusca cafda en la densidad 6ptica del cul

tivo, esta baja se mantuvo aproximadamente 10 min. más y transcu

rrido este lapso la absorbancia comenz6 a incrementarse; en prot~ 

plastas el efecto de hinchamiento y recuperaci6n ocurri6 aproxim~ 

<lamente en 90 min. aunque la gráfica que se muestra es hasta los 

60 min. 

En células completas ce la cepa silvestre LT-2 se encontró -

el mismo comportamiento que en protoplastos, con excepci6n de que 

en este caso la recuperaci6n se presentó en forma parcial, es de

cir, la densidad óptica no retornó a su valor inicial. Estos re-

sultados contrastan con los obtenidos por los tres controles que 

se siguieron. Los resultados del hinchamiento para protoplastos 

y células completas de la cepa silvestre se muestran en la figu

ra 3_ 

b) En la cepa mutante SM-13. 

En la mutante que no creció en las bajas concentraciones de 

potasio encontramos que a una concentración de 20 micromolar fué 
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incapaz de presentar hinchamiento mientras que a 2000 micromolar. 

el hinchamiento ocurrió presentando un comportamiento similar al 

de la cepa LT-2 con recuperación parcial a los 60 min. de incuba

ción. En la figura 4 mostramos el hinchamiento celular para esta 

_cepa en comparación con la cepa silvestre. 

c) En células completas a diferentes concentraciones de pot~ 

sio. 

Una vez que comprobamos que S. ~yplúmu~~um es capaz de pre-

sentar hinchamiento celular quisimos conocer en que rango de con

centración de potasio tanto la cepa LT-2 como la SM-13 tenlan la 

posibilidad de presentarlo para lo cual trabajamos un rango de 

concentraciones de potasio que va desde 20 hasta 23 000 micromo-

lar. 

Ei_1 la figura 5 se muestran las gráficas representativas de -

cada concentración y puede verse que la cepa silvestre presenta -

hJ..nchamient:o aún en las concentraciones más bajas. Por su parte -

la cepa mutante se sometió al mismo tratamiento a diferentes con

centraciones y puede verse que en un rango de 20 a 100 micromolar 

no ocurrió el efecto y conforme se incrementó la concentración -

del ión el evento se favoreció notablemente (250, 500, 1000, 2000 

1 O 000 ,23 000 micromolar). 

d) En células completas con metoxiglucosa. 
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Con objeto de determinar si el hinchamiento celular depende 

directamente del metabolismo de glucosa probamos un análogo de e~ 

ta (metoxiglucosa) el cual es introducido a la célula pero no es 

utilizado por ella; en la figura ó podemos ver que tanto en la -

cepa LT-2 como en la mutante SM-13 con la substituci6n por metox,!. 

glucosa el evento no ocurri6 tal y como se presentó en el matraz 

con glucosa donde los primero 10 min. se observó la caída de tur

bidez del cultivo. 

e) En células completas en diferentes fuentes de carbono. 

Una vez que se probó que el hinchamiento es un evento dependie~ 

te de la presencia de glucosa en el medio probamos otras fuentes 

de carbono con ei fin de conocer el efecto de estos compuestos -

en el hinchamiento (algunos intermediarios de glicólisis y otros 

de ciclo de Krebs). 

Aparentemente en ambas cepas el hinchamiento fué más marcado cua~ 

do se usaron intermediarios de glic6lisis como fuente de carbono 

(fig :7) 

s.~ Efecto de 2,4 dinitrofenol en el hinchamiento celular. 

Si bien se esperaba que después del tratamiento con 2,4 DNP 

las c&lulas tuvieran una respuesta mis marcada con respecto a su 

acumulacl6n del ión potasio pudimos observar que tanto la cepa --
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silvestre como la mutante no presentan ningún efecto en cuanto a 

ser vaciadas de potasio intracelular, por el contrario parece ser 

que el tratamiento con este agente pudo afectar su viabilidad, -

pues al someter las células al hinchamiento celular estas no pre

sentan ninguna respuesta ( Fig. 8 ). 
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Cin6tica de crecimiento de s.~yplu.mu!U.um 

SM-13 en glucosa al 0.4~ y diferentes 

concentraciones de potasio. 

Tris Na ( s uM de K+ ) 

Tris Na 250 uM de K+) 

Tris Na 500 uM de K+) 

Tris Na ( 7 so uM de K+) 

Tl:'i::; Na 1000 uM de K+) 

Tris Na 1 zso uM de K+) 

Tris K+ 10 000 uM de K+) 

Tris Na 5 uM de K+ + 1500 uM de Na 

como NaCl ) . 
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Cinética de crecimiento de S.~!!phí.mulLi..um 

LT-2 y SM-13 en glucosa al 0.4i y varia~ 

do la concentración ·de potasio del medio 

de cultivo. 

Tris Na ( 20 uM de K+ ) 

Tris K+ ( 1 o 000 uM de K+) 

Davis N 23 ººº uM de K+) 

Adici6n de KCl a la tercera hora de in-

cubaci6n ( 2 000 uM de K;.de concentra--

ci6n final J. 
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Hinchamiento cel~lar en protoplastps 

y células completas de s.~yplt.lmu/t.lum 

LT-2. 

O Blanco ( regulador de fosfatos 2 000 uM de IC+) 

a Control sin s·acaros¡i. con glucosa o.oz M ) 

A Control sin glucosa con sacarosa 0.4 M 

o Glucosa O.OlM y sacarosa ¡l.4M + K+ (2 000 uM 

• Glucosa 0.02M y sacarosa 0.4M + K+ (2 000 uM 
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Fig. 4. Hinchamiento celular en S • .typlúmu.IÚ<Lm 

LT-2 y SM-13 en alta y baja concentra

ci6n de potasio. 

O Control con glucosa 0.02M sin sacarosa ) 

.6, Control con sacal;osa 0.4M sin gluco.sa ) 

O Tris Na 20 uM de K+ + glucosa 0.02M + sa-

carosa O. 4 M ) . 

e Tris Na ( 2 000 uM de K+ + glucosa 0.02M 

+sacarosa 0.4 M ). 
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Fig. 5. Hinchamiento celular en S. t:!l.¿h<.mu..U.u.m 

LT-~ y SM-13 en diferentes concentracio-

nes de potasio. 

o Control con glucosa sin sacarosa ) 

A Control con sacarosa sin glucosa ) 

• Regulador de fosfatos e 2 000 uM de K+) 

o Tris Na 5 uM de K+ + glucosa O. 02M + sac. 0.4M) 

o Tris Na (ZOuM de K+ + 0.02M + O. 4M) 

• Tris Na (lOOuM de K+ + O. 02M + .. 0.4M) 

.6. Tris Na (250 uM deK+ + O .OZM + .. 0.4M) 

• Tris Na (500 uM de K++ O. 02M + 0.4M) 

• Tris Na (l 000 uM de K+ O.OZM + .. O. 4M) 

V Da vis N e 23 000 uM de K++ .. O.OZM + .. 0.4M) 
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Hinchamiento celu1ar en S • .t:yph-i.muJúum 

LT-2 y SM-13 con metoxiglucosa. 

O Control con glucosa 0.02 M ( sin sacarosa 

O Metoxiglucosa 0.02 M,sacarosa 0.4 M y K+2 OOOuM 

e Glucosa 0.02 M , sacarosa 0.4 M y K+ 2 °000 uM 
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Hinchamiento celular en S.~yph~mulU'.um 

LT-2 y SM-13 en diferentes fuentes de 

carbono. 

Control con sacarosa 0.4M ( sin glucosa 

Citrato 0.02 M, sacarosa 0.4M y 2 OOOuM 

Acetato 0.02 M, sacarosa 0.4M y 2 OOOuM 

~ 

de K+ 

de K+ 

Glicerol O. 02M sacarosa 0.4M y 2 OOOuM deK+ 

Fructosa 0.02M sacarosa 0.4M y 2 OOOuM de K+ 

Glucosa 0.02 M . sacarosa 0.4 ... y 2 OOOu."! de K+ 
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Hinchamiento celular en S.~yph..(.muJU.um 

LT-2 y SM-13 a bajas concentraciónes 

de potasio utilizando 2,4 dinitrofenol 

(10 mM). 

e Regulador de fosfatos 2 000 uM de K+ 

A Control sin glucosa, con sacarosa 0.4M 

O Control sin sacarosa, con glucosa 0.02M 

O Tris Na 5 uM de K+ + sac. 0.4M + g1u.0-·02M) 

O Tris Na 1 OuM de KT + O. 4M + O. OZM) 

A Tris Na ( 20uM de K+ + 0.4M + O. 02M) 
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V.- DISCUSION. 

En el presente trabajo se trataron de dilucidar dos aspectos 

principales: la existencia del hinchamiento celular en Salmonella 

~yplú.muJÚ.um LT-2 y la relaci6n de este evento con la concentración 

del ión potasio. 

Para tal efecto se plante6 el aislamiento de mutantes de -

transporte de potasio, las· cuales fueron obtenidas mediante trat~ 

miento mutagénico con nitrosoguanidina. 

Nuestras mutantes se obtuvieron a partir de la cepa silves-

tre ( LT-2) en un medio líquido efectuándose un solo tratamiento 

mutagénico del cual obtuvimos alrededor de 7 cepas que presenta

ban la característica de no crecer en una baja concentraci6n de -

potasio; sin embargo ~or medio de cin~ticas de crecimiento en -

diferentes concentraciones del ión seleccionamos una sola cepa a 

la cual se le ha denominado SM-13 1a que present6 una mayor es

tabilidad en cuanto a su incapacidad de crecer en una baja con-

.centración de potasio. Estos resultados son similares a los obte

nidos por Lubin y Kessel ( 1960) al aislar mutantes de transporte 

de potasio en E.co.f.-i. B incapaces de crecer en una concentración 

por abajo de 40 uM, y a los de Damadian y Solomons (1964) donde 

sus cepas obtenidas por mutagénesis con luz UV seleccionadas con 

penicilina son incapaces del crecer en una concentración de 20 uM. 

En nuestro caso la mutante obtenida no creció en medio líqui 
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do en las primeras siete horas a una concentraci6n de 20 uM, -

sin embargo, después de este tiempo inici6 un lento crecimiento, 

esta característica es de considerarse deqido a que a su vez se 

corrieron otros dos matraces de prueba con c 0ncentraciones de 10 

mM y 23 mM respectivamente y en ambos casos el crecimiento s·e 

hil!¡o evidente a partir de la tercera horR de incubac'ión; lo mismo 

ocurrió para nuestra cepa control que fué la cepa silvestre en -

cuyo caso el crecimiento se inició en la tercera hora de incuba

ción pero en este caso para las tres ~oncentraciones, cabe menci~ 

nar que en este caso el crecimiento obtenido no es de colonias -

revertantes. 

El comportamiento de esta mutante nos hizo suponer que su -

crecimiento era dependiente de la concentración de potasio en el 

medio y para ello en un posterior experimento se probó adicionar 

potasio en forma de KCl al matraz de baja concentración del ión 

( 20 uM ) para ello el contenido de este se dividi6 en la tercera 

hora de incubaci6n en la cual no había indicios de crecimiento; a 

un matraz " A " se le adicionó el KCl mientras el otro " B " se -

dej6 intacto. Pudimos observar que a la cuarta hora de lectura -

mientras que las células de " B " seguían sin crecer, las del - - -

matraz " A " comenzaron a presentar creci_miento el cual se fué --

incrementando conforme transcurrió el tiempo. 

~ 
Esto nos sugiere que probablemente nuestra cepa mutante es-
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té presentando alteraciones a nivel de transporte del i6n , por 

lo que en baja concentraci6n no se acumula suficiente y ello --

\ , quizá resulte en su bajo crecimiento. Si bien hemos hablado del 

" \ 

"l.islamiento de mutantes de transporte debemos mencionar que el 

ob~etivo primordial de este trabajo fué el análisis de un posible 

efecto de hinchamiento celular en nuestro modelo bacteriano del 

cual no se tiene hasta la fecha ningún reporte como los ya exis-

tcntes de Abrams ( 1959 en protoplastos y células completas de 

S.tn.ep.tococ.c.uh 6a.eca..U.6 y por Minkoff y Damadian ( 1976) en cé--

lulas completas de E.e.o¿¿ 

En este trabajo planteamos probar la existencia de dicho --

evento para lo cual probamos reproducirlo como se ha reportado, 

esto fué tanto en células completas como en protop1astos de ---

S • .typ/U.mu!¡,{_um LT-2. 

Nosotros encontramos que en células completas el hinchamie~ 

to ocurrió como una caída brusca en la turbidez del cultivo en -

los primeros JO minutos de incubación ; la lectura mis baja a -

la que se llegó se mantuvo por lo general entre S y 8 minutos 

miz al cabo de los cuales comcnz6 a subir nuevamente aunque en -

ninguno de Jos c~sos logr6 3lcnnzar su valor inicial_ En cuanto 

al ensayo en protoplastos el efecto sucedió igualmente en los --

primeros 10 minutos de incubación , se mantuvo de S a 8 minutos, 

sin embargo en este caso la recuperación no fué muy buena, esto 

nos sugiere que probablemente debido a la fragilidad de la mem--
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brana de estas células haya ocurrido su lisis. 

De estos resultados pudimos comprobar que en sa.e.mone.e..e.a :t:ypl':{_ 

muirÁ.úm LT-2 el hinchamiento celular sí ocurre,esto en condiciones 

experimentales que involucran la presencia de una fuente de carb~ 

no y energía como es glucosa, de un· azúcar impermeable y qu~.ª su 

vez actúa como estabilizador osm6tico que es sacarosa y de un ad~ 

cuado suplemento de potasio. 

Si bien la ocurrencia del evento no es exactamente igual en 

protoplastos y en células completas sin embargo podemos ver que -

la aparición del fen6meno sucede en condiciones similares a las 

reportadas por Abr~s ( 1959} y por Minkoff y Damadian ( 1976) 

donde lo definen como un ciclo de hinchamiento y contracci6n deteE 

tado por la caída brUSCR en l~ D.O. uel cultivo en un período de 

30 a 40 minutos. 

Una vez que obtuvimos nuestra mutante de transporte probamos 

su capacidad de crecimiento en diferentes concentraciones de po•~ 

sio y encontramos que ésta es capaz de hacerlo solo en caneen tra -

cienes por arriba de J 00 uM . 

En la figura 4 se presenta la weJicióu dGl hinch;,1;nic.¡yto tnntc: 

para la cepa silvestre como para la mutante en altas y b~jas con· 

centraclo11es de potaslo; nGtese que l¿1 cepa silvestre presenta J1i~ 

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

pero no así en o. 020 mM. 
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Esto nos permite visualizar que su in9apacidad de crecer en 

baja concentraci6n de potasio y por lo tanto de acumularlo· está -

afectándo a su vez su capacidad de presentar hinchamiento celu-

lar, para ello probamos ensayar !ste para ambas cepas trabajando 

con un rango de concentraciones que van desde 20 uM hasta 23 000 

uM y en la figura 5 puede verse que la cepa silvestre presenta hi!!_ 

chamiento en cualquier concentraci6n del ión , pero en la mutante 

SM-13 el efecto no ocurre por abajo de 100 uJll . 

De esto podemos suponer que en nuestra mutante el hinchamien 

to es un evento que depende de la concentración de potasio prese~ 

te en el medio de cultivo. 

Por otra parte se ha postulado que el hinchamiento es un --

evento dependiente de glicólisis( esto en E.coL<: ~ Abrams 1959 ) 

y por tal mo·tivo estudiamos esta dependencia en S • .t:yph-i.mu.Júu.m , 

para ello se planteó utilizar un compuesto similar estructuralme~ 

te a glucosa que no fuera utilizado por esta bacteria; cncontra-

mos que tanto en la cepa silvestre como en la mutnnte de transpo!_ 

te de potasio el hinchamiento no ocurrió, mientras que en el con

trol positivo que contenía glucosa se observó la caída de la D.O. 

de inmediato. 

Se sabe que la célula es capaz de introducir este compuesto 

a su interior pero no es utilizado por ella como sustrato meta-

bólico, por lo que para que el hinchamiento se lleve a cabo se --
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requieren no solo de la entrada de glucosa a la célula sino tam-= 

bién de su degradación. 

Nos propusimos tratar de analizar si otros compuestos tenían 

el mismo efecto celular, para ello probamos varias fuentes de -

carbono algunas que se degradan por la vía glicolítica como son -

fructosa y glicerol y otras del ciclo de Krebs que fueron citrato 

y acetato; encontrarnos que en ambas cepas cuando se utilizan los 

sustratos del ciclo de Krebs el fenómeno ocurrió en menor grado 

que en presencia de fructosa, glicerol y la misma glucosa. 

Esto nos comprueba que para ser inducido el hinchamiento se 

requiere el aporte energético de los compuestos metabólicos de la 

vía glicolítica así como de un adecuado suplemento de potasio y de 

sacarosa . 

. Debe~os llencionar que en nuestro trabajo se empleó en forma 

especial el método de selección con penicilina debido a que por -

medio de este podemos obtener poblaciones muy selectivas en las -

cuales hemos eliminado co1npleta111e11tc a las bacterias prot6trofas 

pe~iti6ndo de esta manera que las cGlulas auxótrofas sobrevivie~ 

tes no se reproduzcan por faltarles el requerimiento. 

La modificación hecha por nosotros al método consistió en -

incubar las bacterias resultantes de la mutagénesis en presencia 

de bajas concentraciones de aminoácidos e para eliminar auxótro

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



VI.- CONCLUSIONES. 

1.- La cepa silvestre Salmonella ~yplu:mu!u'.um LT-2 es capaz de 

presentar el hinchamiento tanto en célul"as completas como en 

protoplastos. 

z.- En la cepa silvestre el hinchamiento puede ocurrir en cual-

quier concentraci6n de potasio, debido a que no presenta ni!!_ 

guna alteraci6n a nivel de transporte de este ión. 

3.- La cepa mutante es incapaz de crecer en concentraciones de po 

tasio por abajo de 100 uM . 

4.- Se requiere un solo tratamiento mutagénico para aislar este -

tipo de m~tantes, siendo además muy importante para ello uti

lizar el método de selecci6n con penicilina, con el cual se -

obtienen poblaciones muy selectivas. 

S.- El hinchamiento celular es un evento que requiere del aporte 

energético de cualquier intermediario de glicólisis. 

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

sufrió una mutación en el transporte.de potasio o es dependie!!_ 

te del i6n. 
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las mutantes defectuosas en el transporte de este ión e que no -

crecen a bajas concentraciones del mismo ) permanecen sin repro

ducirse y por tanto, no les afecta la penicilina. Con esta modif.!_ 

cación solo aquellas células protótrofas incapaces de acumular p~ 

tasio pueden permanecer viables y ser posteriormente recuperadas. 
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