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INTRODUCC16

El fenomen de l'heterogene'itat colonial a Citrobacter intermedium C,

fou estudiat d'antuvi per R. PARES, J. GUINEA i R. CLOTET 5, 13, els quals

formularen la hipotesi d'una poblaci6 barrejada en equilibri de formes

segregadores sg+ i no segregadores sg- de glutamat. Horn pot obtenir co-

lonies que no acumulen aquest aminoacid al seu entorn (colonies C), cons-

tituYdes per una majoria d'elements no segregadors sg-. Prenent corn a

punt de partida petites fractions d'aquestes poblacions, els autors esmentats

establiren el canvi sg-- - sg+, per analisi de la fluctuaci6 dels tipus

colonials derivats d'elles ". L'examen dels resultats fou coherent amb les

seguents hipotesis: el canvi sg--±sg+ to lloc amb una alta probabilitat

per individu i generaci6; el canvi es transmet a la descendencia i no es

aparentment afectat pel medi; i la probabilitat d'aquest canvi no es igual

per a tots els cultius, com passa en les mutations classiques, sin6 que en

difereix perque alli on es produeix, el canvi sembla que afecta una gran

part dels elements de la poblaci6 1-6, 13

La transformaci6 sg--* sg+ es un fenomen genetic particular, i aquest

treball to per objecte mostrar-ne alguns aspectes quantitatius. Horn esta-

bleix el fonament d'uns experiments que permeten de determinar el pas

d'una forma a 1'altra i horn analitza el resultat d'aquests experiments.

Tambe es palesat con el taronja d'acridina (OA) i 1'agitaci6 mecanica

poden reprimir la transformaci6.

Els experiments aci referits constitueixen un suport important pel fet de

considerar el fenomen de la segregaci6 de glutamat per Citrobacter inter-

medium C, corn el resultat de la presencia d'un material de tipus episomic.

MATERIAL I METODES

La soca C, de Citrobacter intermedium fou aIllada i estudiada per

R. CLOTET, R. PARES i J. GUINEA 2, 3. S. Horn la cultiva en un medi de

glucosa i sals minerals. L'analisi de les colonies obtingudes sobre medi

solid es duta a terme utilitzant la soca auxotrofica glutamat-dependent
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Leuconostoc mesenteroides P-6o (ATCC 8042). Hom esten curosament una
suspensi6 d'aquest organisme en Glutainic Assay Medium (Difco) damunt
el medi solid on es fa C. intermedium C,. Despres d'incubaci6, el creixe-
ment de Leuconostoc permet de diferenciar tres menes de colonies de
C. intermedium: colonies A, amb un abundant creixement de Leuconostoc
al seu entorn; colonies B, amb molt poc creixement; i colonies C, sense
desenvolupament de Leuconostoc al seu entorn. L'analisi colonial ha d'es
ser practicada sota condicions rigorosament controlades, les quals han estat
establertes i discutides meticulosament 5, 6

Una soluci6 aquosa de taronja d'acridina (Schuchardt) cs estcrilitzada
a part, a i io° C durant io minuts, i es afegida en quantitats adients en els
medis indicats en els experiments descrits a 1'apartat de resultats. Hom to
cura d'incubar els tubs d'OA fora de la Hum, dins fundes metal-liques.

Els cultius, amb agitaci6, han estat realitzats en un bany ((Gallenkamp)),
a una frequencia de 150 sacsejades per minut i a la maxima amplitud de
1'aparell. Dins el cultiu hom situa dues barretes de vidre de 2 i 5 mm
de diametre respectivament i d'una longitud justa per a no sobreeixir del
medi. En aquestes condicions l'agitaci6 no produeix incorporaci6 tur-
bulenta d'aire ni es redueix a un moviment circular del medi.

La frequencia dels elements sg+ en una determinada poblaci6 no pot
esser determinada directament per diversos motius: les colonies de tipus A
no contenen unicament elements sg+; les colonies de tipus A poden esser
derivades d'individus sg-6; hi ha una fracci6 de colonies B, l'origen de
les quals no queda definit; horn no coneix cap medi de cultiu selectiu per
a una de les dues formes.

Si la velocitat del canvi sg--->- sg+ fos de 1'ordre de magnitud de les
mutations conegudes als bacteris no tindria lloc el segon d'aquests condi-
cionaments, i partint de poblacions constitufdes fonamentalment pel tipus
sg- f6ra practicament impossible de trobar colonies A en un medi que
tambe pot permetre el creixement de les colonies C.

La frequencia:

F
n.° mitja de colonies A per placa

n.° total mitja de colonies per placa (N)

sera molt mes gran que:

n.° d'elements sg +- (x)
F =

N
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Per a petits inoculs constituits de fraccions de la poblaci6 d'una colbnia
de tipus C, hom pot considerar que F = o. Aixo pressuposa que en esten-
dre o,i ml d'una suspensi6 molt diluida d'una coldnia C, totes les colo-
nies A que surtin despres de revelar amb Leuconostoc seran originades per
cellules sg-. Per tant, la determinaci6 d'aquesta frequencia en un elevat
nombre de plaques i sota unes condicions uniformes de treball ens per-
metra de determinar la probabilitat P que una cellula sg- doni una
colonia A (P = NA/N).

Per a una poblaci6 mixta tindrem

NA x + A
F = _

N N

A = P (N - x) (II)

essent A el nombre de cellules sg- que han donat hoc a colonies de tipus A.

D'altra banda

Hom pot suposar en primera aproximaci6 que la frequencia F creix
linealment en funci6 del nombre de generacions n, com la frequencia de
la mutaci6. Si considerem dos temps de generaci6 n, i na relativament
petits i poc diferents, la velocitat a del canvi sg--- sg+ sera:

F2 - F, x
a-

n2 - n, Nn

Dels valors de F horn pot obtenir un quocient

(I)

(III)

F'2 - F1
a' = 1 (IV)

n2-n,

Substituint en (IV) el valor de F de (I) tindrem:

X2 + '^'2 X, + A,

a'
N2 N,

n2 - n,
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i fent operacions obtenim tambe:

Si fem N, = N2, resta :

Pero aplicant (II) resta :

a' = a
N (n2 - n,)

Pero de (III) podem obtenir la transformacid:

a'=a(i-P) (V)

L'expressib (V) dona la velocitat real del canvi sg - --- sg+ a partir del

quotient a' i del valor P, ambdos determinables experimentalmcnt. Cal

nomes partir d'inoculs adients per tal que despres de n,, i n2 generations

donin poblacions identiques en nombre total d'individus per unitat de

volum.

Cal tenir en compte que la igualtat de les dues poblacions esmentades

es mantindra durant tota la fase logaritmica de llur creixement en tant

que el temps de generacid sigui el mateix.

Si a es molt gran, com es de preveure, cal el canvi invers sg+-*sg- per a

poder arribar a 1'equilibri de formes sg- i sg + a la poblacib. Per tant, amb

un temps prou gran, F , - F,, = 0, i F'4 - F'3 = 0. Aixd permet d'estimar

la velocitat b d'aquest canvi invers. Efectivament, quan la poblacid hagi

arribat a 1'equilibri :

NA
P

x N
(VI)

N i-P

N, A 2 - N2 A,
a' = a

N1N2 (n2 - n,)

A2 - A,

N (n2 - n,)
a' = a

P(N-x2)-P(N- x,)
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Amb (VI), i amb el valor d'a pot esser determinat el nombre de gene-
racions necessaries per a arribar a 1'equilibri, i amb aixo trobar tambe el
valor de b:

x
b = a

N
(VII)

-x

El nombre minim de generacions per a arribar a 1'equilibri pot esser

determinat graficament o analiticament a partir dels valors en 1'equilibri

de x/N i a o b (fig. 1).

N

N

h

Fin. I. Equilibri sg-±sg+ a partir de pobla-

cions sg- i sg+

RESULTATS

A la taula I hom mostra els resultats obtinguts en tres experiments
reiteratius i fonamentats en 1'exposici6 teorica precedent.

TAULA I

Velocitat del canvi sg- -* sg+, segons a -

a'

1 - P

Prova P F'1 nl F'2 n2 a' a

1 0,55 11,51 0.6 0,615 6,7 0,017 3,8.10-2

2 0,275 0,45 0.2 0,61 6,7 0,02 3,0-10--2
3 0,223 0,225 0,25 0,54 10,1 0,02 4,1 10-2
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La probabilitat que una cellula sg- doni una colonia A es la fraccio

de colonies A d'una poblacio procedent d'una colonia C, tot prenent-ne

una part prou petita perque no calgui considerar les cellules sg+ que

puguin contenir. Cada valor de P ha estat obtingut d'ii, 23 i 20 plaques

amb un nombre de colonies de 25 per terme mitja. Les diferencies han

estat cercades expressament fent el revelat de Leuconostoc en temps cada

cop mes petits.

Hom parteix d'una colonia de tipus C suspesa en io ml de Ringer 1/4;

horn prepara dilutions 1o-2, io-4, 10-6 i io-6 i hom esten volums de

o,r ml sobre plaques de la dilucio 10-4 per tal de determinar el valor

de P. Hom inocula tubs de ro ml de medi de cultiu amb o,1 ml de la

dilucio io-2, la qual cs incubada durant 3 bores a 30 °C; amb aquesta

serie hom troba F'1 i n1. Hom dun a terme una operacio parallela amb

inoculs de o,r ml de la dilucio ro-6 i 1 i 2 ml de la dilucio ro-$. Aquesta

ultima serie es incubada 12 hores a 30 °C i serveix per a determinar F'2

i n2. En tots els casos el revelat amb Leuconostoc es obtingut per extensio

directa de o, r ml, i en surt un nombre de colonies que varia de io a 35,

la qual cosa indica que, efectivament, N1 = N.,. Els resultats de F'1 i n1

corresponents a cada experiment, es basen en l'analisi colonial de 10, 19 i

18 plaques. El de F'2 i n2 en 17, 21 i 15 plaques.

Per a calcular n, i n2 segons la llei logaritmica del creixement, cal co-

neixer els inoculs. Aquests han estat determinats per recompte viable

damunt les plaques que han servit per a determinar P. No obstante aixo,

per als inoculs constitufts per dilucions mes grans de 10-6, l'enumeracio es

feta independentment aplicant el metode del nombre mes probable de mi-

croorganismes viables. Els valors obtinguts son molt semblants i permeten

d'assignar a a un valor mitja de 3,6.10-2.

Per tal de determinar la relacio x/N a 1'equilibri ha estat dut a terme

un experiment semblant, en que es determinat F3 a les 24 h. i F, a les 33 h.

Els valors mitjans obtinguts son de 0,312 i 0,485, no significativament dife-

rents despres de la prova de la ((t)) de Student. Els valors de F correspo-

nents a la tercera i la quarta series han estat obtinguts de l'analisi colonial

de 14 i 8 plaques respectivament.

Amb el valor mitja a 1'equilibri de x/N = 0,4 i el corresponent valor

de P, aplicant (VII) hom obte un valor b igual a 2,37.10-2, del mateix ordre

que a.
Graficament, com es indicat a la fig. i, ha estat obtingut el valor

minim de n a 1'equilibri, el qual resulta csser de 7-8 generations.

A la taula II hom pot veure els resultats obtinguts en dos experiments

parallels als de la taula II, pero duent a terme el cultiu en presencia de

50 Y/ml d'OA. Cada valor de P ha estat obtingut respectivament de rg

i 13 plaques, duent a terme el revelat amb Leuconostoc mesenteroides P-6o,
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sobre colonies mcs grans que d'ordinari per tal que totes les colonies de

tipus A es posessin ben clarament de manifest. Els valors de F'1 i n1 es

basen en els resultats de 13 i io plaques. Els de F. i n2, en 8 i 5 plaques.

TAULA 11

Efcctc del tarotija d'acridina a la velocitat del canvi sg---* sg+

Prova P F'1 n1 F'2 712 a' a

1 0,91 0 , 542 - 14 0,39 3 , 98 - 0'029 - 0,3

2 0,77 0 ,8 - 0,33 0,041 3,26 - 0,21 - 0,91

Hom troba valors negatius d'a en tots dos casos. La significacio d'aquests

valors es posada fora de tot dubte per 1'analisi estadistica dels resultats

utilitzant el metode de la oto de Student per a diferenciar els valors corres-

ponents a la segona i la tercera series, els quals constitueixen la base del

calcul.

A la taula 3 presentem els resultats obtinguts en dos nous experiments

parallels en els quals cl cultiu tc hoc amb agitacio constant. El nombre

de plaques amb una mitjana de 25 colonies cada una sobre el qual han

estat obtinguts els valors de P, F'1 i n1 i F'2 i n2, son 17-6, 13-15 i 16-15.

TAULA III

Elecle de 1'agitacio a la velocitat del canvi sg-> sg I-

Prova P F'1 Ill F; 112 a' a

1 0,55 0,55 -o,76 0,17 7,1 -0,084 -- 0,1

2 0,41 0,4 0,87 0,39 7,5 - 0,0015 - 0,002

La velocitat del canvi sg- - - sg+, en cultius agitats taurbc resta anulla-

da. No obstant els valors negatius obtinguts , una analisi estadistica adient

posa de manifest que els dos valors experimentals no difercixen significa-

tivament de 0.

DiscussIO

Hem discutit en un altre hoc les raons per les quals no resulten apli-

cables els metodes coneguts per a la determinacio de la velocitat de la mu-

tacib en 1'estudi cinetic del canvi sg--* sg+s
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Els valors obtinguts d' a son excepcionalment grans si hom els mira com
un fenomen mutacional. Els canvis genetics coneguts que tenen floc amb
una fregiiencia propera son assignats a caracters deguts a ADN extracro-
mosomic, be que no sempre hagin estat trobades proves directes 1.

El fet que en les proves de fluctuacio dutes a terme amb la transfor-
macio sg---^-sg+, no obtinguem distributions de les frequencies de colonies
de tipus A, corresponents a la de Poisson, fa pensar tambe aci en un
fenomen de tipus infeccios 6.

El taronja d'acridina pot eliminar el factor F d'Escherichia coli K-12
quan es troba lliure al citoplasma'. Aquesta propietat es posa tambe de
manifest sobre molts altres plasmids 8, be que no sobre tots 12. De fet,
l'obtencio de valors negatius d'a en els experiments amb OA referits
mes amunt, insinuen la possibilitat de 1'eliminaci6 d'un factor de tipus
episomic que determinava la mateixa propietat de segregar glutamat.
Tambe insinuen que la velocitat normal del canvi es deguda a multipli-
cacio rapida d'aquest factor i la transferencia a d'altres cellules per infeccio.
Paral-lelament als factors de fertilitat F d'Escherichia colt K-12 i als factors
R de resistencia acoblada a antibiotics 16, hom pot aixi suggerir 1'existencia
d'un factor S que condicionaria la segregacio de glutamat a Citrobacter
intermedium C3.

La transferencia cellula-cellula dels referits factors to lloc a traves de
fimbries sexuals, diferenciables de les altres fimbries per Ilur capacitat
de fixar bacteriofags. Corn sigui, son labils a la forta agitacio mecani-
ca', 1U, 16. Tambe la transferencia del factor S es barrada per l'agitacio
mecanica, d'acord amb els valors nuls d'a que abans hom ha assenyalat.

El model genetic mes coherent per a explicar els fets referits sembla
esser el d'un ADN extracromosomic integrat en les formes sg+. Les for-
mes sg- podrien estar desproveides d'aquest factor o tenir-lo lliure, cons
a plasmid. L'existencia d'aquests dos tipus de cellules sg- sembla esser
necessari des del moment que horn ha pogut obtenir colonies A a partir
de fraccions molt petites de la poblacio d'una colonia del tipus C. Aquest
model genetic ha tingut una important confirrnacio en la transferencia
del factor S a Paracolobactrum intermediumt ATCC 1166 aconseguida per
R. PAR1`S i J. GUINEA 14. 16
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