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Genètica i fisiologia bacteriana

1. Introducció

1.1. L’inici de la genètica bacteriana

A mitjan segle passat, diferents investigadors varen dur a terme experiments 
clau per al desenvolupament de la genètica bacteriana, entre els quals cal destacar 
els següents:

— El 1945 Beadle i Tatum varen aïllar mutants nutricionals del fong Neuros-
pora crassa. Això va permetre l’ús de la selecció nutricional per a l’estudi de pro-
cessos genètics poc freqüents. Tanmateix, també varen establir el concepte un gen / 
un enzim, primera connexió entre genotip i fenotip [1].

— L’any 1943 Luria i Delbrück varen desenvolupar el test de la fluctuació, un 
concepte essencial per dur a terme estudis quantitatius sobre les mutacions bacte-
rianes [2]. 

— El 1944 Avery, MacLeod i McCarty varen demostrar que el principi trans-
formant del pneumococ era DNA [3]. 

— El 1946 Lederberg i Tatum varen descobrir la conjugació en Escherichia 
coli K12 [4]. 

— L’any 1946 Hersey va demostrar que els bacteriòfags poden presentar re-
combinació genètica [5]. 

— I l’any 1950 els experiments de Lwoff i Gutmann varen comprovar que la 
lisogènia fàgica és un procés cel·lular i no pas un procés poblacional [6]. 
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1.2. Episomes i plasmidis

L’any 1945 Lederberg va intentar desenvolupar un sistema genètic en un bacte-
ri. Pensant en el concepte de reproducció sexual com a forma de generar variabili-
tat, va considerar l’ús de mutants nutricionals com una forma de detectar aparella-
ment (mating) entre cèl·lules bacterianes. Treballant al laboratori d’E. L. Tatum, el 
qual disposava de mutants auxotròfics dobles d’E. coli, varen poder demostrar que 
existia recombinació entre dos mutants dobles diferents i es generaven variants 
prototròfiques. Posteriorment, Hayes va demostrar que els dos elements que par-
ticipaven en l’encreuament no eren equivalents. Finalment, es va descobrir la 
partícula F [7] i la natura de les soques Hfr [8]. Inicialment, el factor F es va consi-
derar com un element genètic codificant per la seva replicació i transferència. Pos-
teriorment es varen identificar factors F que havien incorporat gens cromosòmics, 
anomenats factors Fʹ [9]. Jacob i Wollman varen interpretar els factors Fʹ com a 
resultants de la integració del factor F en diferents localitzacions del cromosoma. 
Per tant, el factor F podia coexistir en dos estats: integrat en el cromosoma (ge-
nerant soques Hfr) o autònom. Jacob i Wollman [10] varen denominar aquests 
elements episomes. Aquesta terminologia va romandre durant un temps, però 
posteriorment va ser reemplaçada pel terme més general de plasmidi [11]. 

1.3. Transferència genètica horitzontal i variabilitat en el món microbià

La transferència genètica horitzontal, HGT (també denominada lateral, LGT), 
és el moviment de DNA entre organismes (usualment unicel·lulars) no relacio-
nats per la descendència. Per tant, l’HGT pot tenir lloc entre cèl·lules d’espècies o 
fins i tot gèneres diferents. L’HGT és especialment prevalent en el món procario-
ta. Tenint en compte que la reproducció dels microorganismes procariotes és pre-
dominantment asexual, els mecanismes de variabilitat quedarien restringits a les 
modificacions locals en la seqüència de nucleòtids (processos relacionats a la re-
plicació) o bé a fenòmens de duplicacions, delecions, inversions o translocacions 
(processos relacionats amb la replicació) [12]. La transferència genètica horitzon-
tal, per tant, genera una nova perspectiva de variabilitat en el món microbià. 

L’impacte de l’HGT sobre la variabilitat microbiana ha estat reconsiderat en 
l’època de la genòmica. Tan aviat com les seqüències de diferents genomes bacte-
rians i d’arqueobacteris varen estar disponibles, es va posar de manifest la sorpre-
nent complexitat de l’evolució dels genomes microbians. El procés dominant en 
l’evolució dels microbis és la transferència horitzontal de gens, per sobre de l’he-
rència vertical [13]. Les comparacions de genomes microbians posen de manifest 
que fins i tot genomes de microorganismes molt relacionats difereixen substan-
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cialment en els seus repertoris de gens [13]. Un exemple el representa Escherichia 
coli. La comparació del genoma de diferents aïllats mostra l’existència d’un con-
junt d’aproximadament 3.000 gens compartits (core genome) i d’aproximadament 
90.000 gens no compartits (pangenome) [14]. 

1.4. Els plasmidis: un sistema que facilita la transferència genètica 
horitzontal

Existeixen tres mecanismes fonamentals d’HGT en el món procariota: trans-
formació, transducció i conjugació. La transformació fa referència a la incorpora-
ció de DNA extern al citoplasma de la cèl·lula receptora. La transducció implica la 
vehiculització del DNA mitjançant bacteriòfags, a causa de la integració de DNA 
exogen al genoma del fag. Finalment, la conjugació implica l’establiment de con-
tacte cel·lular entre dos individus, i la transferència de DNA d’un d’ells (dador) a 
l’altre (receptor). El DNA és transferit mitjançant un conducte cilíndric (pili con-
jugatiu). Els plasmidis són elements autoreplicatius de massa molecular inferior al 
cromosoma, molts dels quals tenen la capacitat de catalitzar la seva transferència 
per conjugació. Els plasmidis tenen un paper essencial en l’HGT, a causa de la seva 
capacitat de transferència per conjugació tant entre hostatgers propers com poc 
relacionats. Un exemple de l’efectivitat d’aquest procés d’adaptació és la ràpida dis-
tribució de la resistència a antibiòtics a través de les poblacions bacterianes [15]. 

2. El factor S de Citrobacter intermedius C3

2.1. Identificació de la soca C3 de «C. intermedius»: variabilitat  
en la producció d’àcid glutàmic

Al final de la dècada dels anys seixanta del segle passat, liderat pel doctor Pa-
rés, al Departament de Microbiologia de la Facultat de Biologia de la Universitat 
de Barcelona, es va iniciar un projecte de recerca que tenia com a objectiu identi-
ficar soques bacterianes productores d’àcid glutàmic, un aminoàcid d’interès ali-
mentari. Durant el procés de cribratge es va identificar un microorganisme pro-
ductor d’aquest aminoàcid. El mètode de cribratge consistia a fer créixer colònies 
del microorganisme objecte d’anàlisi en un medi nutritiu sòlid i, posteriorment, 
cobrir les colònies amb una segona capa de medi inoculat amb el microorganisme 
Leuconostoc mesenteroides, un microorganisme auxotròfic per l’àcid glutàmic, i 
que amb aquesta metodologia forma colònies satèl·lit al voltant de colònies de mi-
croorganismes productors de l’esmentat aminoàcid.
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Un dels microorganismes productors aïllats es va classificar com a Citrobac-
ter intermedius, soca C3. De manera sorprenent, aquest microorganisme presen-
tava una elevada variabilitat fenotípica. Aproximadament un 60 % de les colònies 
excretaven àcid glutàmic (Sg+) (i presentaven, per tant, colònies satèl·lit de L. me-
senteroides amb el sistema de cribratge esmentat anteriorment), i un 40 % eren 
no excretores (Sg−). En colònies Sg−, aquest procés era reversible i generava les 
mateixes colònies Sg+. Tenint en compte el que s’ha dit en la introducció, en el 
moment de l’aïllament i la caracterització de la soca C3, la variabilitat en el món 
microbià s’associava a processos de transferència genètica mediats per plasmidis. 
Davant d’aquest fenomen inesperat, el doctor Parés va plantejar la hipòtesi que 
la base d’aquest procés de variabilitat podria ésser un plasmidi i que el que provo-
qués la integració/desintegració del cromosoma fos el fenotip d’excreció d’àcid 
glutàmic. De fet, aquest model correspondria al concepte episoma, presentat per 
Jacob i Wollman pocs anys abans [10]. 

2.2. Producció de glutamat i la prova de la fluctuació

Una de les primeres aproximacions per estudiar la variabilitat colonial de l’ex-
creció d’àcid glutàmic va consistir a aplicar la prova de la fluctuació, que havia 
estat definida per Delbrück i Luria uns vint anys abans [2]. La base d’aquesta pro-
va consisteix a analitzar la variància d’un fenotip d’una població bacteriana en 
una sèrie de cultius independents obtinguts a partir de poques cèl·lules i, en el seu 
cas, comparar-ho amb la variància obtinguda en un únic cultiu sembrat amb mol-
tes cèl·lules.

Si el fenotip es produeix com a conseqüència de l’exposició dels cultius a un 
mateix estímul, la proporció de cultius (o de cèl·lules de cada cultiu) que presen-
ten el fenotip serà semblant. En canvi, si l’aparició del fenotip correspon a un pro-
cés genètic (p. ex., una mutació), es produirà una gran variabilitat (variància ele-
vada) entre els diferents cultius, depenent del moment en què aquest procés 
aleatori apareix en la població, comparada amb la variabilitat obtinguda en la 
mostra sembrada amb moltes cèl·lules.

Aquesta estratègia es va fer servir per estudiar la secreció de glutamat a la soca 
C3. L’anàlisi de la producció de glutamat en la descendència de colònies indivi-
duals i també d’un cultiu massiu va posar de manifest que la variància en la des-
cendència de colònies individuals era significativament superior a la del cultiu, fet 
que suggeria, per tant, que la reversió no excretor (Sg−) / excretor (Sg+) era espon-
tània, a l’atzar i d’elevada freqüència [16]. Per tant, la base genètica d’aquest pro-
cés podria coincidir amb l’existència d’un plasmidi que, de manera aleatòria, dic-
tés la producció de glutamat.
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2.3. El taronja d’acridina (AO) i la proporció de colònies Sg+

L’AO és un compost que permet eliminar plasmidis en un cultiu bacterià. Per 
donar suport a la hipòtesi que la secreció d’àcid glutàmic estava associada a un 
element extracromosòmic, es va analitzar l’efecte d’aquest compost sobre la fre-
qüència de cèl·lules Sg+. Tal com era esperable, si el fenotip de producció d’àcid 
glutàmic depèn d’un plasmidi, el cultiu amb AO va tenir com a conseqüència la 
pràctica desaparició de colònies Sg+. Tanmateix, l’agitació dels cultius (que inter-
fereix amb la transferència de plasmidis per conjugació) també disminueix la pro-
porció d’elements Sg+ [16]. 

2.4. Obtenció de derivats Sg−

Després de subcultivar la soca C3 en presència d’AO, es varen poder aïllar 
descendents Sg− que presentaven incapacitat de revertir a Sg+. Aquests clons pre-
sentaven una taxa de creixement baixa en un medi mínim. No fermenten sucres, i 
els empren aeròbicament de manera limitada. Tampoc no creixen en agar de 
MacConkey i són resistents als bacteriòfags que infecten la soca C3 [16]. Aquests 
tipus de clons varen esdevenir essencials per demostrar la transferència de la ca-
pacitat de secreció d’àcid glutàmic per conjugació.

2.5. Transferència de la capacitat d’excretar àcid glutàmic  
a «Paracolobactrum intermedius»

Un dels experiments crítics per demostrar l’associació entre una propietat fe-
notípica i un plasmidi consisteix a demostrar la transferència per conjugació de 
l’esmentada propietat. Una altra aproximació que es va fer servir per demostrar 
l’associació entre un factor extracromosòmic i la secreció de glutamat va consistir 
inicialment a preparar cocultius de la soca C3 amb Paracolobactrum intermedius 
(aquest darrer gènere d’enterobacteris avui dia ha desaparegut i els seus represen-
tants s’han reclassificat com a Escherichia, Klebsiella, Salmonella o Edwardsiella). 
P. intermedius no excreta glutamat i es pot diferenciar fenotípicament de la soca 
C3. Aquests experiments de conjugació van permetre seleccionar colònies de P. 
intermedius amb capacitat de secretar glutamat [16]. 
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2.6. Metabolisme d’aminoàcids i secreció de glutamat: el factor S, un plasmidi 
metabòlic?

Tal com s’ha referit anteriorment, els cultius de la soca C3 amb AO varen 
permetre aïllar derivats Sg− de la soca C3. Al grup de recerca es va iniciar una es-
tratègia encaminada a obtenir mutants auxotròfics, tant de la soca salvatge com 
dels derivats Sg−. Això possibilitaria demostrar la transferència de la capacitat de 
secretar glutamat als esmentats mutants Sg− (seleccionant per les diferents auxo-
tròfies). L’obtenció dels esmentats mutants va permetre diferenciar els clons Sg+ 
dels clons Sg− en cocultius, i demostrar la transferència de la capacitat de secretar 
glutamat de clons Sg+ a clons Sg−, tal com s’havia demostrat en el cas de P. inter-
medius.

L’obtenció de mutants auxotròfics per alguns aminoàcids també va permetre 
correlacionar la secreció de glutamat amb la capacitat de la soca C3 de sintetitzar 
alguns aminoàcids, com la prolina. Els mutants auxotròfics per la prolina derivats 
de la soca salvatge havien perdut també la capacitat d’excretar àcid glutàmic. 
Aquest no era el cas d’altres mutants auxotròfics, com els de la leucina o histidina. 
Mutants auxotròfics per la leucina o la histidina que conserven la capacitat de se-
cretar àcid glutàmic poden transferir aquesta capacitat d’excretar àcid glutàmic a 
mutants Pro−, que també recuperen la capacitat de sintetitzar aquest aminoàcid. 
Aquests transconjugants podien perdre simultàniament la capacitat de sintetitzar 
prolina juntament amb la capacitat d’excretar àcid glutàmic [17]. Estudis poste-
riors varen correlacionar la capacitat d’excretar àcid glutàmic amb l’activitat de 
l’enzim isocitrat deshidrogenasa [18]. 

2.7. Aïllament de DNA plasmídic de la soca C3 i transformació

El DNA genòmic total de la soca C3 es va aïllar i posteriorment es va analitzar 
amb la tècnica d’ultracentrifugació de DNA en gradient de clorur de cesi amb bro-
mur d’etidi. Això va permetre aïllar DNA CCC (covalently closed circular), que hau-
ria de correspondre al factor S. L’obtenció d’aquest DNA plasmídic de la soca C3 va 
possibilitar transformar un derivat Pro− no excretor de glutamat de la soca C3. Els 
transformants Pro+ també varen recuperar la capacitat d’excretar àcid glutàmic. 
Tots aquests estudis correlacionen la capacitat de sintetitzar prolina amb la d’excre-
tar àcid glutàmic i amb DNA extracromosòmic, i suggereixen, per tant, que el fac-
tor S aïllat de la soca C3 confereix propietats metabòliques específiques [16, 17, 18]. 
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3.  El factor S de Citrobacter intermedius C3: perspectiva 
històrica l’any 2019

Els darrers anys, la interacció plasmidis-cromosoma ha esdevingut un tema 
de recerca de notable interès, com ho demostren diferents publicacions en revis-
tes rellevants tant de genètica com de microbiologia. La influència dels plasmidis 
modificant l’expressió de gens cromosòmics és un procés ben documentat [19, 20, 
21, 22, 23]. Específicament, és reconegut que alguns plasmidis modifiquen el me-
tabolisme d’aminoàcids i la producció d’energia [19, 20], models que ressemblen 
el del factor S de la soca C3. Addicionalment, s’ha demostrat també que els plas-
midis poden potenciar l’adaptació dels seus hostes a determinades condicions 
ambientals [23]. 

Avui dia un dels aspectes més rellevants d’aquesta problemàtica fa referèn-
cia al mecanisme pel qual els plasmidis produeixen aquests efectes als seus hos-
tes. Més que per un problema d’integració-excisió del plasmidi al cromosoma, 
les modulacions del transcriptoma de la soca hoste pel plasmidi estan associa-
des a la codificació de proteïnes reguladores globals que modifiquen l’expressió 
tant de gens plasmídics com cromosòmics. Exemples ben estudiats són les famí-
lies de reguladors AraC [24] o H-NS [25]. En tots dos exemples, reguladors glo-
bals de codificació plasmídica influencien l’expressió de gens cromosòmics. 
Tots aquests exemples donen valor als estudis portats a terme als anys setanta 
del segle passat amb el factor S de Citrobacter intermedius C3, que clarament 
varen esdevenir pioners i es varen avançar al seu temps, i varen influir de mane-
ra decisiva en la visió de la microbiologia i de la genètica bacteriana de tota una 
generació de microbiòlegs que, liderats pel doctor Parés, van participar en 
aquest projecte.

Antonio Juárez Giménez 
Catedràtic de microbiologia de la Universitat de Barcelona
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