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INTRODUCCIO

Dues céHules fenotipicament diferents es troben formant part d’una
descendéncia clonal en una proporcié constant de cadascuna quan la po-
blacié és suficientment gran, sigui el que sigui dels dos tipus de c¢Hules
el que déna lloc a la dita poblacié.

Aixd es troba en contradiccié amb alguns fets generals de la micro-
biologia, com és ara el concepte de cultiu pur o bé els principis generals
de mutacié i regulacié genica.

Aquests fenotips potser difereixin en molts aspectes, bé que nosaltres
per a llur estudi prenem un marcador definit per a diferenciar-los. Mentre
que un tipus de c¢Hules excreten alanina i glutimic al medi, I’altre no.
Anomenarem EG+ les que excreten, i EG— les que no. Dues raons
fan que treballem sobre aquest marcador particular. Primerament, per-
que¢ fou estudiant la segregacié d’aminoicids quan foren trobats els dos
fenotips, i, d’altra part, per la facilitat de detectar els dos tipus utilitzant
la tecnica de revelat amb soques auxotrofiques, en el nostre cas concre-
tament amb la soca P 6o de Leuconostoc mesenteroides segons ha estat
descrit per ParEs, GUINEA i HERNANDEZ > 7.

Els primers estudis fets a la soca Citrobacter intermedium C3 per
PArEs, GUINEA i HERNANDEZ feren pensar en la preséncia d'un factor
episdmic, que fou anomenat factor S. Aquesta suposici6 no era siné la
base d’'un model de treball que, des d’'un punt de vista especulatiu, plan-
tejava la possibilitat formal de relacionar una seérie de situacions d’aquest
factor S. Hom ha de tenir en compte que molts experiments han hagut
d’ésser fets amb poblacions no uniformes, tant pel que fa als fenotips com
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al factor S. Aquest fet ens portara a un nombre definit de fenotips molt
més petits que el nombre de poblacions diferents.

Per tant, calien uns experiments que permetessin d’interpretar cada
poblaci6 real. Per aixd el primer problema que es planteja fou el de
I'eliminacié del factor S, que havia de portar-nos a I'obtencié d’una po-
blaci6 homogenia.

Després d’evidéncies indirectes de 1'accié del taronja d’acridina, hom
assaja l'esmentada eliminacié amb aquest colorant. VaLoix obtingué, des-
prés del tractament amb taronja d’acridina, soques que donaven sempre
poblacions uniformes i que mai no excretaven aminoicids al medi després
de quasi dos anys de subcultiu.

Hi ha una série de raons que feren que es plantegés el problema de
si realment aquests tipus de soques eren descendents d’una sola bactéria
que inicialment tenia el factor S.

Aquestes possibilitats d’error a la troballa de soques S— sén les
segiients:

Presenten diferéncies fenotfpiques molt importants en relacié6 amb la
soca original. A més, entre elles també presenten algunes diferéncies, bé
que no entre les qualitats més significatives.

Malgrat que sén uns quants els diversos investigadors que han acon-
seguit soques S—, aquestes no s6n obtingudes regularment en tots els ex-
periments, sin6 que llur obtenci6 depén en gran part de l'atzar.

El taronja d’acridina és també un agent mutagen important. No po-
dem, doncs, excloure la possibilitat que aquestes soques que anomenem
S— hagin sofert un dany general en llur material hereditari i que deixin
d’excretar per alguna mutaci6 en particular que no tingui cap relaci6
amb la pérdua del factor S, i que aquest romangui present a 'interior de
les céHules, bé que cap d’elles no excreti aminoacids.

La seleccié és indirecta, puix que seleccionem les possibles soques que
han estat deslliurades del factor S, per la dimensié de les colonies, basant-
nos en el fet que les c¢Hules no segregadores tenen un temps de generaci6
més llarg que les segregadores. No seleccionem directament no segregado-
res, per la impossibilitat experimental de diferenciar d’entre les colonies
no segregadores les que han perdut el factor S.

Finalment, si pensem que la ci¢ncia ha d’ésser explicitament objeti-
va i que, per tant (malgrat que les nostres experiéncies sén objetives), un
treball com aquest (que ha arribat a uns alts nivells de sofistificaci6) re-
quereix un alt nivell d’exigéncia formal, no és absurd de pensar en una
possibilitat de contaminacié.

Aleshores, davant totes aquestes possibilitats, hom establi uns criteris
que fessin valides les nostres experiéncies. El primer punt era tenir la
seguretat que realment fossin descendents d’'una c¢Hula determinada, i el
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segon, poder saber que es tractava de la pérdua del factor S i no d’'una
mutacio.

La primera part es resol facilment obtenint céHules amb un marca-
dor genétic que ens permeti de seguir d’'una forma clara una descén-
dencia clonal. Pensirem que les mutants auxotrofiques eren un material
idoni per a aquest tipus d’estudis.

Hom pot solventar el segon problema mitjancant dos tipus d’expe-
riéncies. D’una banda es fa necessaria I'obtencié de soques S— per altres
procediments diferents del taronja d’acridina, la qual cosa redueix la
possibilitat de causar el mateix dany al material cromosdmic. D’altra
part, si aconseguim que per heréncia infecciosa es recuperi altra vegada
el caracter excretor, resta practicament exclosa la possibilitat que I'efecte
del taronja d’'acridina sigui una mutaci6 i no ’eliminacié del factor S.

Amb els experiments que esmentem a continuacié deixem resolts
aquests problemes.

CONSIDERACIONS METODOLbGIQUES I RESULTATS

Obtencio de mutants auxotrofiques. — Ha estat duta a terme d’acord
amb els procediments generals descrits a la literatura. Pot ésser dividida
en tres parts: mutagénesi, contraseleccié i identificacio.

Mutagénesi. — Ha estat emprat un fort element mutagen com és ara
la N-metil-N-nitro-N-nitroso-guanidina (NTG).

Sobre una suspensié d’aproximadament 10'-10° c¢l./ml. en amortidor
trismaleic, 1/20 molar i a pH = 6, afegim NTG de manera que aconse-
guim una concentracié de 100 pg/ml. Aquesta és una innovacié que ens
indica el profesor IGRAHAM® quan vingué a Barcelona amb motiu del
3. Congrés Nacional de Microbiologia, ja que fins aleshores el tracta-
ment es feia arreu amb brou ordinari i concentracions més febles de
NTG (30 pg./ml.), puix que era generalment acceptada la idea que aquest
agent mutagen semblava que actuava sobre les céHules amb divisié i, per
tant, el seu tractament s’havia de fer sobre un medi de creixement de les
bacteries. Cal incubar-ho a §7° C, durant 3o minuts i amb agitacid.

Hom ho filtra per tal de concentrar la poblacié bacteriana que ha
sobreviscut al tractament de NTG, i ho renta per eliminar les restes de
I'agent mutagen.

Contraseleccio. — Les céHules sobrevivents sén incubades una nit a
30° C. Després hom ho filtra, renta i torna a suspendre en M i s’hi afe-
geixen 20.000 U.L/ml. de penicilina. Com que el Mi és un medi minim,
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les ceHules auxotrofiques per algun aminoacid o nucleotid no es dividei-
xen. D’aquesta manera, en actuar la penicilina tdnicament sobre les
ceHules que es van dividint, enriquim extraordinariament de bactéries
auxotrofiques la poblacié bacteriana amb qué treballem.

Hom filtra, renta i torna a suspendre la poblacié sobrevivent al trac-
tament amb penicilina en 10 ml de R 1/4.

Identificacid. — De la suspensié en R 1/4, hom n’espargeix sobre pla-
ques d’agar ordinari. D’aquelles plaques en qué creix un nombre ade-
quat de colonies, de 20 a 50, hom fa una réplica sobre plaques de medi
minim M, utilitzant un tampé6 de vellut segons va descriure Ledelberg.

Les colonies que creixen sobre agar ordinari i no sobre M: s6n consi-
derades auxotrofiques.

Seguint un enginyés sistema descrit per HoLipAY 4, a base de fer uns
medis amb unes barreges d’aminoacids convenients, s’arriba facilment a
determinar quins sén llurs requeriments.

Resultats. — Seguint aquest sistema, hem obtingut un bon nombre
de mutants auxotrofiques per a diferents metabolits, entre ells per a:
metionina, cisteina, vitamines, prolina, guanosina, histidina, diaminopi-
melic, serina-glicocoHa, aminoacids aromatics, lisina, purines, ileucina-va-
lina, arginina i treonina.

OBTENCIO DE SOQUES S— PER DIFERENTS PROCEDIMENTS

Eliminacio o curat per taronja d’acridina. — Aquest colorant és consi-
derat un agent eficag per a la curacié d’alguns episomes, no de tots, puix
que se sap que alguns factors sén resistents a ésser eliminats per ell.

El cami seguit és el segiient: Hom posa en suspensié una colonia C
(no segregadora) procedent d’un revelat de Cg en 10 ml. de R 1/4.

En un tub amb M: més 4oy de taronja d’acridina per ml, de manera
que la poblaci6 inicial oscili entre 10 i 100 ce¢l./ml., hom incuba 12-18
hores a 30° C, amb agitacié i amb el medi protegit de la llum, puix que
el taronja d’acridina és fotolabil.

A les 12-18 hores hom n’agafa una part aliquota i la porta altra ve-
gada a Mi més 40y d’'OA/ml, de manera que la poblacié inicial sigui
del mateix ordre que en el primer tractament.

Es repeteix fins a 8-10 tractaments, i finalment hom ho sembra da-
munt plaques de Mi-Agar. Al cap de dos o tres dies d’incubaci6 a g30° C
apareix un nou tipus de colonia de la qual farem una dissociacié i analisi
colonial.
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Com hem dit abans, no semprc hom n’obté resultats positius. Pro-
bablement aquest fet és degut que moltes vegades hom selecciona formes
amb el factor S integrat, que creixen més rapidament, i probablement
també degut que les soques S— creixen molt dificultosament sobre M
més OA.

Curat per bromur d’etidi (BE). — Per tal de complementar els estudis
fets amb OA, pensiarem en el BE, puix que és considerat un dels reac-
tius quimics més efectius per a la curaci6 d’episomes'.

Com en el cas anterior, partim d’una colonia C, i en un tub amb M:
més BE (7,5 x 10— M) inoculem una poblacié inicial de 10*10° cél./ml.
Es incubada 24 hores amb forta agitaci6, que hom millora mitjangant
dues barretes de vidre de diferent didmetre i llargada. En aquest cas és
més eficient el tractament en preséncia de llum.

Tot seguit hom procedeix de la mateixa manera que en el cas an-
terior.

Tampoc aci hom no troba sempre resultats positius. Creiem que les
raons s6n les mateixes que en el cas anterior.

Enriquiment de céllules S— en una poblacio de la soca salvatge de
C3. — Pensarem que, si el model inicial que havia estat proposat per a
explicar el comportament del factor S era correcte, hi havia d’haver una
petita possibilitat que en una poblacié de la soca salvatge C3 hom trobés
per accident alguna céHula S—. Aleshores, com que totes les soques S— que
tenfem eren. resistents al bacteridfag F1 (bacteriofag especific de C. in-
termedium C3 aillat d’aigua residual de paperera), si sotmetiem la po-
blacié bacteriana a una forta pressi selectiva a favor de les resistents
al bacteriofag, algun dels diferents tipus de resistents al bacteriofag seria
el corresponent a les céHules S—.

El procediment és senzill, ja que no cal siné afegir una forta quan-
titat de bacteriofags a una poblacié bacteriana que és a la fase de crei-
xement exponencial, i hom les incuba conjuntament.durant una nit. Des-
prés hom sembra les céHules sobrevivents sobre plaques de M.

El procés continua com en els casos anteriors i hom n’obté els matei-
xos resultats.

Resultats. — En els tres casos han estat obtingudes soques S—, bé mar-
cades per algun aminoacid, bé sense marcar. Amb taronja d’acridina,
VaLoix, VALLESPINGs i l'autor obtingueren soques sense marcar; ultima-
ment, Fusté n’ha obtingudes de marcades per histidina.

Amb BE han estat obtingudes soques S— marcades per arginina.

Per selecci6 amb bacteriofag, han estat obtingudes soques S— sense
marcar i d’altres de marcades per arginina.
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Totes elles presenten una série de caracteristiques comunes, com és
ara la pérdua del metabolisme fermentatiu, pérdua de sensibilitat al bac-
teridfag F1, canvis morfologics, etc.

REVERSI6 S— —> S+ PER TRANSFERENCIA INFECCIOSA

Després d’unes primeres dades obtingudes per VaALoix, emprenguérem
la tasca d’aconseguir experiments de reversié totalment critics amb do-
nadors que tinguessin diferent marcador que l'acceptor i aixi poder-los
diferenciar facilment.

El meétode emprat fou el mateix que havia estat descrit per als experi-
ments de transferéncia a P. intermedium ATCC 11606 per GUINEA i Pa-
REs. Hom va introduir-hi una lleugera modificacié, que consisti a inocu-
lar una part aliquota de la barreja entre dadors i acceptors després de
les dues hores d’incubacié conjunta en un medi on només creixia la soca
acceptadora. D’aquesta manera hom donava temps a les c¢Hules que ha-
guessin rebut el factor S a multiplicar-lo i integrar-lo, i d’aquesta manera
augmentaria el nombre de c¢Hules que I'haurien rebut i el de les que
excretarien aminoacids. Hom ho espargi sobre Mi, de manera que no-
més cresquessin les céHules de la soca acceptora, i hom n’escolli les co-
lonies que tenien el creixement més rapid.

Els resultats d’aquestes experiéncies estan relacionats a la taula L

CONCLUSIONS

Primerament resta provat que hom pot eliminar el factor S pels me-
todes usuals d’'una manera irreversible, no incompatible amb la viabili-
tat ceHular.

En segon lloc, veiem que és transmissible per infeccié, bé interspeci-
fica, com ha estat provat amb P. intermedium, bé intraspecifica, com resta
demostrat per les experiéncies de reversi6 S— ——> S+,

Tenint en compte els criteris de seleccié seguits per a l'obtencid, tant
de soques S— com de soques revertides, hom no pot assegurar que el
fenotip que ens donen les soques S— sigui univoc. Podem pensar que
se’'ns presenti un fenomen semblant als factors F'. El fet que la velocitat
de transferéncia que obtenim en la reversié sigui més petita que I'obtin-
guda per la transferéncia a P. intermedium, déna una certa base per a
pensar en aquesta possibilitat.

Aquests fets concrets ens donen una base molt ferma per a explicar
la relacié entre els diferents fenotips de les diverses poblacions i el model



Taura I. — Experiments de reversio S~ —> §*

%’LP:SV’;‘:;E Experiments ) Comportament Velocitat Nombre de co-  Experiments
S- —» S+ Soca dadora Soca § especial de reversi6  lonies comptades independents
1 8 MA7 (Ileu-) $-) (curat per AO) MC (CMS Oxoid) o 7550 3
2 » $-¢ (curat per AO) 2,3x107¢ 8725 3
3 » $7;¢ (obtingut per 1,8x1073 2750 2

selecci6 fagica)
4 » Arg~ 4389 (curat per EB) Arg~ 1,5X 1074 5802 2
5 MA1 (His") $T MC (CMS Oxoid) o 16530 3
6 » S o 10530 3
7 » St 1,3x107¢ 14520 3
8 » Arg= 439 Arg- o 6486 3
9 C. intermedium C3 P. intermedium 11606 lac™ a 24 h. 8.8x107? 540 6




QUADRE |

Estats possibles del factor S i fenotips de les céllules corresponents a les diferents poblacions bacterianes.

° % gz 8 2
== O = 3 T d
Estat del factor § Obtencié Tipus de poblaci6 g%g O/F lLactosa B4z Sensibilitat  gen BsE end
2 g % % ¢  generaci6
i 3 8 % 2
C3 (1) Tipus salvatge. Després de re- Integrat o autonom. En el pri- 0,6 +/+ + baixa 1 + + 1
gressié espontania de (2) i (3). mer cas, preferenment en un
Després de la reversi6 infeccio- locus 1abil. En el segon, amb
sa de (4). un nombre variable per c¢Hula.
S+ sgt (2) Enriquida amb AO o estrepto- Integrada preferentment en uno,9-1 +/+ + baixa < 1 + + < 1
micina. locus més estable.
S+ sg= (3) Curacié parcial amb AO o EB. CéHules amb pocs elements au. o +/+ + baixa > + + >
tonoms.
§™ (4) Curat amb AO, EB, fag Fi.  Absent. o +/— = alta >> 1 t — >>1
P. intermedium (5) ATCC 11606. Absent. o 4 /+ retardada baixa no provada + «— 1
P. intermedium (6) Després de la infecci6 dels do- Integrat en un locus relativa- 1 +/+ retardada baixa no provada 4 — 1

nants C3.

ment estable.
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proposat segons estudis fets anteriorment per PAREs, GUINEA, HERNAN-
DEZ i GUERRERO.

Vegem ara els diferents estats que hom postula per al factor S, i des-
prés veurem els fenotips corresponents reunits en un quadre.

Hom ha aconseguit integracié permanent després d’infecci6 en P. in-
termedium i seleccié de les S+. Segons dades de VALoix, si hom fa I'ana-
lisi d’'una colonia segregadora, troba meitat i meitat d’elements excretors
i no excretors. Perd si hom fa una analisi colonial de la descendéncia
d’aquests excretors, trobem que el 100 %, alliberen aminoacids al medi i
aix{ continuen comportant-se després de subcultius usccessius. Aix{, doncs,
cal pensar que en P. intermedium s’integra en un locus molt estable.

Ha estat obtinguda integracié quasi permanent a C. intermedium C3
després de seleccié d’excretors resistents a estreptomicina.

Hom aconsegueix facilment amb OA poblacions enriquides amb ele-
ments excretors, si comenca el tractament amb un indcul elevat. Aixd es
basa en el fet que, a l'estat integrat del factor S, les c¢Hules es multipli-
quen més rapidament, i el factor S, a l'estat integrat, no té sensibilitat di-
ferencial a I’'OA. En aquest tipus de poblacié es planteja el problema
que, segons els estudis cinétics portats a terme per GUINEA i HERNAndez®,
el pas EG* ——> EG— és de l'ordre d’un 1 9%, la qual cosa fa que al cap
de 8-10 generacions arribin a ’equilibri. Aquest fet, junt amb el dels ex-
cretors resistents a l'estreptomicina, fa pensar en l'existéncia de diferents
loci d’integracié amb diferents graus d’estabilitat. Es possible que els més
estables siguin zones de més feble homologia, que podrien estar lligades a
I’existéncia de factors S’ tal i com hem esmentat abans. En aquest cas
els loci més estables serien els seleccionats.

Dins una poblacié de la soca salvatge Cg, el factor S es trobaria en
un equilibri integracié-desintegracié. De I'estudi de la cinética de canvi,
deduim que seria integrat preferentment en un locus poc estable. En
el cas que es trobi en estat autdonom, es dividiria independentment del
cromosoma i també més rapidament, puix que, si no, la poblaci6 aviat
es veuria rentada. En arribar a un nombre determinat dins el citoplasma
bacteria, hi hauria una alta probabilitat d’integracié; en passar a l'estat
integrat, hi hauria un rentat de la resta d’'elements autonoms,

Hom pot obtenir, per tractament amb OA de petits inoculs, pobla-
cions enriquides amb elements no excretors. De fet aixd no seria siné
una etapa en el cami de rentat total que hem esmentat abans.

Al quadre I esmentem les diferéncies fenotipiques que hom troba en-
tre aquestes diferents poblacions.

Aix{ doncs, a les diferents poblacions de Cg estudiades, resta coherent
el model que hom havia proposat inicialment per explicar cl comporta-
ment de la poblacié de la soca Cs.
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DISCUSSIO

Davant tots aquests fets, hom planteja dues preguntes. La primera és
si, com assenyala Davis, en el concepte inicial de JacoB i WOLLMAN resta
implicada la intranscendéncia dels factors episomics enfront de la via-
bilitat del bacteri, de qué la resisténcia episdomica als antibidtics no re-
presenta una excepcié formal.

El segon punt, molt lligat amb aquest, és preguntar-nos si és possible
que continuem veient el fenomen de la variabilitat bacteriana com a re-
sultat d’'un grup d’acoblament que anomenem cromosoma. El nombre
creixent de fenodmens coneguts independents del cromosoma bacteria fa
pensar que l’esmentat cromosoma és com una mena de férmula de com-
promis amb un paper semblant al que tenen les lleis de Mendel en la
genética dels organismes superiors.

Podem pensar que la genética bacteriana realment sempre ha estat
molt lluny de Ia genética dels organismes eucariotes i que, de fet, caldria,
considerar-la com a molt més diversificada; tot i que el seu emparellament
amb la genética dels eucariotes, després dels descobriments de BEADLE i
Tatum, DELBRUCK i LuRiA i LEDELBERG, fou molt favorable per al seu
desenvolupament, i també per al de la genética dels eucariotes. Pensem
que un fet semblant es dona en els estudis de metabolisme bacteria; al
principi hom pensava només en un metabolisme de tipus oxidatiu com en
els éssers superiors, perd després hom ana veient uns altres tipus metabo-
lics, o sigui que, de fet, en els bacteris, les possibilitats d’adaptacié en
aquest sentit s6n molt més grans.

Aquest fet d’'una pluralitat de mecanismes en els procariotes és forga
explicable, si els acceptem com a precursors dels eucariotes i, per tant, hem
de pensar que han de tenir un nombre molt més gran de camins per a
resoldre els mateixos problemes.

Es realment molt excitant per a nosaltres l'estudi de I'heréncia ex-
tracromosomica, puix que veiem la importancia creixent que hom déna
als plasmids i episomes, no solament pel nombre de fendbmens que actual-
ment controlen a les poblacions bacterianes, siné també pel paper que
poden haver representat en I'evolucié dins el pas de procariotes a euca-
riotes. En aquest segon aspecte ha estat llancada una hipotesi, potser una
mica atrevida, pero molt suggeridora, que complementa la idea que els
diferents organuls de les céHules eucariotes haurien estat originats per
simbiosi de diferents procariotes”®; perd aquesta teoria no és suficient
per a explicar I'acumulacié inicial d’acids nucleics per a formar el nucli
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primitiu. Adeshores sembla que una acumulacié de plismids en els avant-
passats dels eucariotes déna una solucié forga versemblant a aquest pro-
blema®,
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