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1 INTRODUCCTION



1. LACTOBACILLUS PLANTARUM,

Lactobacillus plantarum pertenece al género Lactobacillus,

familia Lactobacillaceae (Parte 16 segin el Manual de Bergey,

de Buchanan y Gibbons, 1974). Es un bacilo Gram-positivo no es-
porulado con los extremos redondeados, cuyo didmetro oscilé en-
tre 0,9 y 1,2 um, y cuya longitud es de 3 a 8 um. Se presenta
aislado, en parejas o formando cortas cadenas. Algﬁnas cepas
son mbviles pbr flagelos peritricos., Son microaerdfilos, con
metabolismo homofermentativo que conduce a la formacidén de Aci-
do DL-14ctico 0, en algunas ocasiones, a D § a L-ldctico (Den-
nis y Kaplaﬁ, 1960 y 1963§ Doelle, 1971; Gasser y Gasser, 1971;
Garvie, 1980). Son capaces de crecer desde 15 hasta 4506, sien=

, o -
do su temperatura Sptima de crecimiento de 30-35 C.

Fundamentalmente, se aislan de productos licteos y fermen-
taciones de productos vegetales. Desarrolla un papel importante
en los procesos homofermentativos léacticos de dichos productos
y, entre ellos, de la fermentacidén de aceitunas verdes adereza—
das al "estilo sevillano", de gran importancia en nuestra re-
gién;

Hasta el momento son muy pocos los trabajos fisiolbgicos

que hacen referencia concreta a L. plantarum. Como mis recien-

tes podemos citar los de Stanaszem et al. (1977) y los de Gétz

et al. (1980a y 1980b).

Dada la importancia de L. plantarum en el proceso fermenta

tivo antes citado y la notoria aplicacidn industrial que posee,

se ha dedicado parte de la introduccidn de esta Tesis de Licen-
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ciatura al estudio del proceso de aderezo de aceitunas verdes
"estilo sevillano" y, fundamentalmente, al estudio de la muta-
génesis con nitrosoguanidina en dicho microorganismo, factor

importante en la genética de L. plantarum a la hora de selec-

cionar estirpes de gran interés industrial.
2. EL PROCESO DE ADEREZO DE ACEITUNAS.

2,1 Operaciones previas,

Primeramente se procede a la seleccién de la variedad de
aceituna (Cruess, 1930), Tras ello se procede a la recoleccidn,
lo que se realiza en determinadas condiciones para que los fru-
tos conserven sus caracter{sticas naturales, Finalmente, acaba-
da la recoleccidén, se procede a la clasificacidén de los frutos,

si bien en algunos casos é&sta se realiza tras la fermentacién.

Lo mis importante de la preparacidén de la aceituna es el
proceso de aderezo propiamente dicho, al que nos referiremos

en lo sucesivo.

2,2 El proceso de aderezo "estilo sevillano".

El aderezo de las aceitunas "estilo sevillano" tiene por
objeto producir en el fruto una serie de cambios provocados por
procesos fisicoquimicos y microbioldgicos que conduzcan a la ad
quisicibén de las caracteristicas organolépticas que definen al

producto final y que. -  permitan la conservacidn en condicio-

nes Sptimas para su comercializacidn posterior.
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2,2,1 E1 proceso de "cocido'.

La operacién fundamental en el aderezo de las aceitunas es
el "cocido'" de los frutos. Consiste en el tratamiento con solu~-
cidn diluida de sosa chustica (a una concentracién de 2 a 5° B&)
durante 4 a 7 horas y a temperaturé ambiente. Este tratamiento
provoca cambios que pueden influir sobre el proceso microbioléd-

gico. Entre dichos cambios cabe citar:

1. Eliminar el amargor producido por la presencia en el
fruto del glucésido "oleuropeina" (Bourquelot y Vinti-
lesco, 1908; Cruess y Alsberg, 1934),.

2, Facilitar el proceso fermentativo posterior (Etchells
et al., 1966; Fleming et al., 1967, entre otros).

3. Cambios en la permeabilidad de los frutos (Rodriguez de
la Borbolla, 1981).

4, Formacidén de 4cidos orginicos (Rodriguez de la Borbolla,
1981). |

5. Pérdida de materia fermentable por eliminacidn y trans-

formacién de azficares (Rodriguez de la Borbolla, 1981).

Finalmente, es de destacar que la sustitucidn del "cocido"

por el uso de ciertas levaduras (Candida veronae) permite obte-

ner frutos con caracteristicas bioquimicas favorables a la pos~

terior fermentacidén (Balloni et al., 1977).

2.2.2 E1 proceso de lavado.

El principal objetivo de esta operacidn es, sin duda, eli-

minar la lejia que permanece adherida a la superficie de los
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frutos y una parte, al menos, de la que penetrd en su interior,

bien libre bien combinada con los 4cidos orgénicos.

Aunque la eficacia del lavado depende de muchos factores,
la mayorfa de los autores sugieren un enjuagado y un lavado coxr
to seguido de otro largo y finalmente un buen escurrido (Rodri-

guez de la Borbolla et al., 1978 y 1980).

2.2,3 El proceso fermentativo.

Acabado el proceso de lavado se procede a la colocacidn de
las aceitunas en salmuera. Dicha salmuera esti preparada normal
mente a una concentracidén del 9 al 10 % en NaCl (Rodriguez de

la Borbolla y Gonzilez Pellisé, 1980a).

Es en la salmuera‘donde tiene lugar el ﬁroceso de fermenta=-
cibén propiamente dichp, el cual ocurre en tres etapas claramen-
te definidas (Vaugﬂn et al., 1943; Merzari y Molina, 1949; Ro-
driguez de la Borbolla et al., 1956). Estas fases se caracteri-
zan por un desarrollo diferencial de la poblacidn microbiana y,
en consecuencia, por cambios en las caracteristicas fisicoquimi

cas de la salmuera.

2;2.3;1 Primera fase.

Se considera fundamental, ya que en el transcurso de ella
la salmuera se transforma en un auténtico medio de cultivo al
producirse la salida de1 zumo de los frutos y por la accibn de
ciertos microorganismos que se desarrollan en.esta fase. Ahora

bien, esta transformacidén de la salmuera debe ser controlada ade
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cuadamente con objeto de que sbélo se desarrollen los microorga-
nismos mis convenientes para el proceso fermentativo (Rejano Na-
varro et al., 1977; Rodriguez de la Borbolla y Gonzalez Pellisj,

1980a y 1980b).

Esta fase dura de 2 a 3 dias, hasta que el pH desciende des
de el valor inicial de aproximadamente 11 unidades (Redriguez de
la Borbolla et al., 1958) hasta unas 6 unidades de pH, lo que
coincide con un fuerte desarrollo de los lactobacilos (Gonzalez
Cancho, 1956; Rodriguez de la Borbolla et al., 1969), si bien és
tos ya se detectan en las siembras ordinarias 24 horas después
de la colocacién de las aceitunas en la salmuera (Rodriguez de

la Borbolla et al., 1958).

A lo largo de esta fase se desarrolla gran nlmero de micro-
- &

organismos, entre los que cabe citar, especialmente, a cocos lac

ticos (Pedioccccus y Micrococcus) y a bacilos Gram-negativos no

espofulados. También aparecen algunas levaduras y cocos y baci-
los Gram?positivos esporulados (Gonzélez Cancho, 1956; Rodriguez
de la Borbolla et gl;, 1958; Gonzilez Cancho, 1963; Rodriguez de

la Borbolla et al., 1969).

2,2,3.2 Segunda fase,

Tiene una duracidén de 10-15 dfas, necesarios para que el
desarrollo de los lactobacilos haga descender el pH hasta un va-
lor préximo a 4,5 unidades, lo que determina la desaparicibn to-

tal de la flora acompafiante ajena a la verdadera fermentacidm.

Y dentro de los lactobacilos, es L. plantarum la especie do

minante en la fermentacidn, que representa alrededor del 90 % de
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los lactobacilos aislados (Gonzdlez Cancho, 1956 y 1963); Esta
especie alcanza su miximo desarrollo entre los 7 y 13 dfas desde
el comienzo de la fermentacidn, coincidiendo con un pH de 4,5 y

disminuyendo su nfmero a partir de esta fecha (Gonzilez Cancho,

1956).

2.2.3.3 Tercera fase.

Esta fase dura hasta que se agotan las materias fermentables

y cesa, por tanto, la formacibén de Acidos en las salmueras.

La poblacidn microbiana en esta fase estd formada general-

mente por Lactobacillus y levaduras (Gonzilez Cancho, 1956 y 1963;

Rodriguez de la Borbolla et al., 1969).

Hasta el momento se ha establecido la importancia de L.plan-
tarum como ptincipal responsable de la fermentacidn lictica en el
proceso de aderezo de la aceituna verde "estilo sevillano'". Cabe
también  destacar que una de las caracteristicas fundamentales pa
ra que comiencen a desarrollarse los microorganismos del género

Lactobacillus es el descenso rdpido del pH que tiene lugar en la

primera fase del proceso fermentativo. Como hemos indicado, ya en
esta primera fase se logran aislar lactobacilos que pueden jugar

un papel importante en la disminucién de dicho pH.

Con estos antecedéntes se intentd adbordar la seleccidn de

éstirpes de L. plantarum que influyesen directamente sobre el
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proceso fermentative. Esta seleccidén se puede realizar de forma

natural o por induccidn con agentes mutagénicos.

Antes de realizar el estudio y selecciédn de mutantes (su-
perproductores de &cido lictico, resistentes a altas concentra-
ciones de NaCl, etc.) por induccidn con agentes mutagéniccs, se
pretendié establecer cuiles eran las condiciones Optimas y més

précticas para obtener dichos mutantes.

Se eligid como agente mutagénico la nitrosbguanidina, ya
que se habia trabajado previamente con ella en el laboratorio y
porque los resultados obtenidos en otros organismos son absoluta
mente satisfactorios, como iremos exponiendo en el apartado si-

guiente,

3; ESTUDIOC DE LA NITROSOGUANIDINA,

La N-metil-N"- nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG) es conocida

por los qufmicos desde hace mis de 30 afios (McKay y Wright, 1947).

] Desde el descubrimiento de sus pro-
H - cH

‘\N o N/’ 3 piedades mutagénicas (Mandell y Greenberg,
s T T TN
OéN N=0 1960) se ha empleado rutinariamente en
la bisqueda de mutantes en el laborato-
nitrosoguanidina

rio, debido a su capacidad para inducir

‘mutaciones con alta freéuencia y sin
causar una letalidad elevada (Adelberg et al., 1965; Cerdi-Olme-
do y Hanawalt, 1968; Yoshida kauki, 1968; Neale, 19763 Kimball,

1978; Cerdi-Olmedo y Ruiz-VAzquez, 1979; Kimball, 15&xa y 1980bj.
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3.1 Qufmica de la nitrosoguanidina.

3.1.1 Estabilidad.

Desde que se sintetizd por primera vez, se demostrd éu ines
tabilidad en solucibén. Esta inestabilidad depende del pH, aumen-
tando conforme aumenta éste. Seglin Lawley y Thatcher (1970), la
descomposicién aicaiina requiere la ionizacién previa de los gru

pos amino de la MNNG.

En condiciones &cidas, la MNNG produce 4cido nitroso (Man-
dell y Greenberg, 1960) y N-metil-N’-nitroguanidina (McKay y
Wright, 1947; McCalla et ai., 1968; Lawley y Thatcher, 1970).
La max1ma estabilidad se ha descrito a pH 5,5 (Mandell y Green-
berg, 1960) y a pH 5,0 (Cerdi-Olmedo y Hanawalt, 1968; Sussmuth
y Lingens, 1969; La Polla et al., 1972), Lawley y Thatcher (1970)
indican que la descomposicidén alcalina comienza a valores de pH
préximos a 4,5, y se acelera mucho al aumentar el pH, siendo la

vida media diez veces menor a pH 8 que a pH 7.

Las variaciones de los valores 4ptimos de estabilidad encon
tfados por los diferentes autores se deben a los diferentes tam-
pones usados y a la concentrécién de los mismos, ya que ambos
factores intervienen en la variacién de 1a estab111dad de la ni-
trosoguanldlna (McCalla et al., 1968; Lawley y Thatcher, 19703
La Polla et al., 1972). |

La estabilidad de la nitrosoguanidina también se ve influi-
da por la temperatura, aumentando su descomposicidén al aumentar

ésta (La Polla et al., 1972).
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McKay (1948) demostrd éﬁéhiérluz también influye en la esta
bilidad de la MNNG. Posteriormente se vio que casi todos los com
puestos alquil-nitrosos, incluida la nitrosoguénidina, se des~
trufan con la luz visible o con la luzAultravioleta, produciendo
4dcido nitroso o sus saleé y el correspondiente residuo alquilo

(McCalla et al., 1968; Veleminsky, 1978).

Finalmente, influye notoriamente en la estabilidad de la ni
trosoguanidina la presencia o ausencia de grupos reaccionables

con ella, como veremos a continuacidn.

"3.1.2 Reacciones.

La reactividad de la MNNG se demostrd primeramente por su
reaccién con las aminas primarias como método de preparacidn de
N’-nitroguanidinas N-sustituidas y derivados metilados (McKay,

1948) .,

Los grupés tioles activan también la descomposicidén de la
MNNG, como se»hé visto por la reaccién de la misma con la cis-
teina (Lawley y Thatcher, 1970). Examinada la capacidad de otros
tioles, tanto orgdnicos como inorginicos, de catalizar la descom
- posicidn de la MNNG; todos dieron resultado positivo. Aminoici-
~dos no tiblicos, como la lisina, histidina, glicina y S-metil-

cistefna, dieron lugar a descomposiciones muy débiles.

Una de las reacciones que més se ha estudiado en la MNNG
es la metilacidn de los Acidos nucleicos. Esta reaccién ha sido
estudiada tanto in vitro como in vivo, a diferentes pHs, en di=-

ferentes medios, etc.
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Como productos de esta actividad metilante de la MNNG se
han aislado derivados metilados de todas las bases, a excepcién

de la timina.

Se cree que la metilacibn se debe,’no a la accién de la MNNG
: misma,‘sino a la del diazometano, su producto de descomposicidn,

ya que usualmente se encuentra mayor metilacién en las condicio-

nes de més ripida descomposicidén (Haerlin et al., 1970; Lawley y

Thatcher; 1970). Sin embargo, el ADN no ha podido ser metilado

por el diazometano ni in vitro ni in vivo (Siissmuth et al., 1972).

Otros trabajos, en cambio, han confirmado una alta metila-
cidén en condiciones de mixima estabilidad de la nitrosoguanidina
(McCalla et al., 1968), por lo que se ha propuesto que es la pro
pia nitrosoguanidina el agente metilante, transfiriendo el gru-
po metilo directamente. Sin embargo, este mecanismo no explica

directamente la dependencia de la reaccidn con el pH.

Otros efectos producidos por la MNNG sobre el ADN son la

despurinacién y la desaminacidn.

La MNNG también reacciona con las protefnas, siendo la me-
tilaciédn unas diez veces menor que la que ocurre con los &cidos
nucleicos (Nagao et al., 1969; Lawley y Thatcher, 1970); aunque
oﬁros autores no han encontrado incorporacién alguna de este me-
tilo en las proteinas, E1 grupo mis importante en la reaccién con
las protefnas es el grupo guanidino, habiéndose encontrado que
las protefnas m&s bisicas son las que mis se marcan con este gru
po (Sugimura et al., 1968; Nagao et al., 1969; Jiménez-Sénchez,

1976b; Pinsky et al., 1979).
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3.2 Bjiologfia de la nitrosoguanidina.

3.2,1 Letalidad.

El efecto bioldgico de la nitrosoguanidina mejor estudiado
después de la mutagénesis es la letalidad. Este efecto ha sido
més estudiado por su relacibén con la mutagénesis que por s mis-

mo.

La letalidad estid influida, como era de esperar, por la con
centracién del mutigeno y por el tiempo de exposicidn (Adelberg
et al., 1§65; Cerdi-Olmedo y Hanawalt, 1967b y 1968; Yoshida y
Yuki, 1968; Kondo et al., 1975; Sweet y Moseley, 1976; Jeggo et
al., 1978; Schendel et al., 1978; Schneider et al., 1978; Yamamo

to et al., 1978; Ruiz-Vizquez y Cerdi-Olmedo, 1980; Megias, 1981).

Los factores que influyen en la letalidad pueden ser exter-
nos, poﬁo el pH y Ié temperatura, o internos, como la capacidad
de reparacidén (Cerdi-Olmedo y Hanawalt, 1967a3; Ishii y Kondo,
1975; Schendel et al., 1978) y el estado celular de crecimiento.
En general se puede decir que cualquier factor que active 1a'dq§
composicién de la nitrosoguanidina aumenta la letalidad produci-
da por ésta. Esto se ve claramente con la relacidn que existe en
tre letalidad y pH (Adelbérg et al., 1965; Cerdé-Olmedo y Hanawalt,
1968a; Veleminsky y Giohner, 1970; Lépez-Calderén, 1980; Megias,
1981); aunque en alglin caso parece no existir esta relacibén, co-

mo ocurre en Streptomyces cacaoi (Kasahara et al., 1971) o inclu

so darse un proceso contrario, como el mostrado por Hyams y Davis

(1971) en Chlamydomonas reinhardi. El incremento de la temperatu
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ra también parece incrementar la letalidad producida por la nitro
soguanidina, aunque este fendmeno puede variar con la especie uti

lizada (Kasahara et al., 1971).

En la letalidad también influye la fase del ciclo en que se
encuentre la célula tratada. Pequefias variaciones en el estado
fisioldégico y de crecimiento de la célula pueden modificar la le
talidad (Jyssum, 1969; Zakharova y Bartoshevich, 1977). Asfmismo,
se ha encontrado una gran disminucidén de la 1eta1idad al aumentaf

el tiempo de generacidén de Escherichia coli por cambios de la

fuente de'carbono_(Dugle et al., 1973).

Para ver qué parte de la molécula de nitrosoéuanidina es la
que estl implicada en la letalidad, McCalla (1966) y Koshinuma et
gl; (1970) han estudiado la letalidad causada por productos es-
tructuralmente afines a la MNNG, con diferentes grupos de su mo-
1écu1a'sustituidos bof otros radicales, encontrindose que la MNNG

es mds potente que todos los demés.

La causa de la letalidad producida por la nitrosoguanidina
podria ser devtipo cromosémico o citoplasmitico. Estas dos causas
pueden ser diferenciadas en bacterias, ya que si una alta letali
dad se corresponde con una disminucidén del nimero de cromosomas
viables, en caso de que hubiera un solo cromosoma viable en la
célula y se indujera una mutacién recesiva, esta mutacién podria
ser expresada y detectada inmediatamente no variando su propor-
cidén, seleccibén excluida, después de varias generaciones. Si por
el contrario existiesen varios cromosomas idénﬁicos, una mutacidén
recesiva inducida no seria expresada hasta después de varias ge-

. neraciones, cuando algunas células tuviesen en todos sus CTromoso

- mas copias de la mutacién (Jiménez-Sénchez, 1976a).



nidina‘parece ser debida a roturas en el ADN (Dugle et al., 1973),
roturas que’podrian ser causadas por despurinacidén subsiguiente

a la metilacién del N-7 de la guanina (Orgel, 1965) o por accidn
de nucleasas celulares éobre_el ADN metilado (Strauss y Wahl,

1964; Kimball, 1980b).

3.2.2 Mutagenicidad.

Desde su descubrimiento como agente mutagénico, la nitroso-
guanidina se ha empleado extensamente como mutigeno, utilizéndo-
se en una amplia variedad de organismos, como bacterias (Tabla
1), virﬁs (Schneider et al., 1978), algas (Hyams y Davis, 1971;

- Matagne y Vincenzotto,_1981), protozoos (Kimball, 1970; Podgors-
ky y Deering, 1980), plantas (Mehandzhiew y Yankoulov, 1981; Flo
ria y Ghiorghita, 1981), animales (Vijaykumar y Jain, 1981) y
cultivés celulares (Barker y Racham, 1980; Gupta y Goldstein,
1980; Lake et al., 1980; Suter et al., 1980; Peterson, 1981; Ho-

ri et al., 1981).

La nitrosoguanidina ha sido también usada en condiciones am
~ bientales muy variadas, desde tratar ADN aislado hasta tratar el
organismo completo, en medio de cultivo o en tampdn, desde pH 2
hasta pH 9, desde 0,5 pg/ml hasta varios mg/ml, desde 2 minutos

hasta varios dias de tratamiento, etc.

'Y en casi todas las circunstancias es efectiva, por lo que
su uso se puede adaptar a muchos organismos y requerimientos ex-

" perimentales diferentes.



TABLA I, Utilizacidn de la nitrosoguanidina en bacterias.

Bacteria

Referencia

Agrobacterium tumefaciens

Bacillus megaterium

Bacillus subtilis

Corynebacterium

Cystobacter spp.

Chlamydomonas geitleri

Enterobacter aerogenes

Escherichia coli

Haemophilus influenzae

Micrococcus radiodurans

Myxococcus xanthus

Neisseria meningitidis

Polyangium luteum

Rhizobium

- Salmonella typhimurium

Laugley y Kado, 1972
Arceneaux y Lankford, 1966

Green y Colarusso, 1964
Yoshida y Yuki, 1970 .

Hill y Gordon, 1967
Grimm, 1978

Necas y Pavingerova, 1980
Lerner et al., 1964

Adelberg et al., 1965
Cerdi-0Olmedo y Hanawalt, 1968

Kimball y Setlow, 1972
Kimball, 1980a y 1980b .

Sweet y Moseley, 1976
Grimm, 1978
Jyssum, 1969
Grimm, 1978

Casadesfis y Olivares, 1979
Megias et al., 1981

Eisenstark et al., 1965
Cheli et al., 1980
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La actividad mutagénica de la nitrosoguanidina se ha estu-
diado princiﬁalmente por la induccién de revertientes de resis-
tentes é antibidticos y de fevertiéntes de auxotrofos. General-
meﬁte, los resultados obtenidos por diferentes Autores son muy
poéo'comparativoé debido a que la produccién.de mutaciones puede
ser modificada por procesos secundarios activos a nivel genotipi
co (como los mecanismos de reparacién) o fenotipiéo (por varia-
cidén en las condiciones f{sicas de la mutagénesis y en la détéc-

cibén de mutantes). : O

Se deben tener particularmente en cuenta.las variables feno
tipicas, porque conducen a alteraciones en los resultados finales,
-y entre ellas hemos de resaltar las condiciones fisicas del tra-

tamiento. . W : ST

La'nitrosoguanidina es muy inestable, como hemos estudiado
anteriormente, ylloé éémbios en esta estabilidadvinfluyen sobre
la acqién mutagénica y sobre la'SuPérvivéncia; un aumento de la
mortalidad no tiene que ir acompafiado por un aumento proporcional
de la mutagénesis. Las comparaciones entre eféctosymutagénicos

. han de hacerse en condiciones que conduzcan a una misma mortali-

dado ’ E = . ‘ . : - T, . o v

As{ como la letalidad ha sido bastante estudiada variando
el medio en que. se hace el tratamiento y-el estado fisioldgico
del'cuitivo, la mutagénesis no se -ha beneficiado de estudios com
ﬁarabiés; Hay nﬁmerOSOS resultados de mutagénesis con nitrosogua
‘nidina-en muy diversas condiciones, pero no hay estudios sistemi
ticos que permitan comparar los resultados. En general, podemos

decir que los mismos factores que intervienen en la estabilidad
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del compuesto influyen en su accidén mutagénica, si bien no todos

influyen de la misma manera.

En el apartédo anterior vimos que la letalidad esti directa
mente relacionada con la concentracién del mutdgeno y ei tiempo
de tratamiento, pero no sucede lo mismo en la produccién de muta
ciones’cuando se varian estos parémetroé, ya que en todos los or

_ganiémos donde se ha estudiado se ha‘observado un proceso de sa-
turacidén de las mutaciones al aumentar el producto de ambos fac-
toresjpor encima de determinado nivel (Adelberg et al., 1965;'31
ssum, 1969; Kasahara et al., 1970; Smirnov et al., 1971; Jiménez

' Sinchez y Cerd4-Olmedo, 1975).

La prodUCcién de mutaciones depende también del estado fi-
siolégico del cultivo.\Esta hipdtesis ha sidd confirmada en mu-
chos organismos (Adelberg et al., 1965; Bﬁrke y Fangman, 1975).

.Estos{résultados sugirieron la posibilidad de que la nitrosogua-
ﬁidina‘actuara'sobre la regibén en replicacidén. Esto fue confirma
do pdr mutégénesis secuencial de un cultiQo sincronizado, ya que
se observé un cansiderable incremento en la mutagénesis de.cada
gen en el momento en que se'replicaba ese gen. El orden en que

Yabarecen los miximos dé distintos genes concuerda bien con el ma
pa gendtico y permite construir un mapa de‘replicacién (Cerda-o0l
medo et al., 1968; Hohlfeld y Vielmetter, 1973; Al-Bayatti y Al-

Ani, 1977; Zurkowski y Lorkiewicz, 1978).

- Igualmente, se han encontrado factores de tipo cultural que

favorecen la obtencidén de mutantes, tales como la glucosa, estu-

diada en Salmonella typhimurium (Shirai et 31., 1980).
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.3.2,2.1 Tipos de mutacidn.

Whitfield et al. (1966) encontraron que la nitrosoguanidi-
na producia toda clase de sustituciones de una base por otra, es
decir, tanto transiciones como transversiones, pero no encontra-
roﬁ ninguna mutacidn por cambio de fase. Posteriormente, se de-
‘mostrd que la hitrosoguanidinavtambién puede producir algunas mu
taciones de cambio de fase (Riddle y Roth, 1970; Isono y Yourno,

19743 Kimball, 1980b).

No hay pruebas convincentes ni a favor ni en contra de que
la metilaéién altere las propiedades de apareamiento de las ba-
ses, lo que darfa lugar a mutaciones. La metilacidn del N-7.pa-
rece que induce una despurinacién por 1abilizaciép de la unién
de la base con la desoxirribosa. Al ser replicada'esta parte del
ADN.se podria introducir cualquier base, tanto una purina como
una pirimidina, dando lugar a una transicién 6 una transversiom,
o inpiuso que no se colbcase ninguna Baée, en cuyo caso-ée produ

cirfa una delecidn.

3,2.2.2 Mecanismos de mutacién.

Los mecanismos de mdtagénesis obtenidos variando las condi-
ciones ambientales indican que la metilacién no es la causa de
la mutacién (Singer et al., 1968; Singer y Fraenkel- .Conrat, 1969;

Kolb y Kaudewitz, 1970).

El grupo esenC1a1 de la nitrosoguanidina para la mutagéne-
sis es el grupo nitroso (Koshinuma et al., 1970) La nitrosogua
‘nidina inhibe especificamente la actividad de la ADN-polimerasa-

T1T (Schneider et al., 1978).
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Para encontrar mutaciones con la nitrosoguanidina es preci
so que haya replicacidén del ADN después del tratamiento (Kimball

y Setlow, 1974; Kimball, 1980b).

3.2.3 Otros efectos causados por la nitrosoguanidina.

La nitrosoguanidina actlia inactivando el ADN transformante

al aumentar el pH del medio de cultivo (La Polla et al., 1972).

En bacterias, el tratamiento con nitrosogﬁahidina da lugar
a una disminucién en la incorporacién de aminodcidos en células
_no viables; aunque a ritmo muy reducido (Cerdi-Olmedo y Hanawalt,
.1967). Esta disminucién de la incorporacién de aminodcidos tam-
bién ha sido observada’en'células de mamiferos (Anderson y Bur-<-

\

don, 1970).

De la reduccién de la incorporacién de aminolcidos, y por
la reaccién de la nitrosoguanidina con las proteinas, se deduce
que este mutdgeno inhibe a las enzimas presentes en la célula

(Cerdi-Olmedo y Hanawalt, 1967; Anderson y Burdon, 1970).

Actualmente, y tras la aportacidén de Ruiz-Vézquez (1979) vy
~ Ruiz-Vézquez y Cerdi-Olmedo (1980), se ha descubierto una nueva
funcidén celular en E. coli indispensable para la induccidén de mu

tantes por nitrosoguanidina.

En tal caso, sea cual sea el mecanismo exacto de la mutagé-
nesis, el hecho de que‘ésta tenga lugar preferentemente en las
~zonas de replicacidén constituye, sin duda alguna, la propiedad
"més interesante que tiene la nitrésoguanidina y que la habilita
para un uso més elegénte y preciéo que la produccidn indiscrimi=-

nada de mutantes.



3.3 Perspectivas actuales.

Después de la exposicibén de esta primera parte de la Tesis
de Licenciatura, es interesante hacer hincapié en el hecho fun-
damental de los pocos trabajos existentes tanto fisioldgicos co

mo genéticos en el género Lactobacillus, y especialmente en L.

plantarum. Por lo tanto, el objetivo fundamental de este trabajo
ha sido el tratar de dilucidar alguna de las caracteristicas ge-

néticas de L, plantarum frente a agentes mutagénicos (MNNG). Es-

- te aspecto abre un interesante campo en el futuro de L. plantarum,

sobre todo en la aplicacidén de dichos estudios a la mejora gené-

tica de los procesos en los que participan de alguna manera Lac-

tobacillus, y especialmente L. plantarum.



I MATERIALES
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1. MICROORGANI SMOS,

Lactobacillus plantarum, estirpe silvestre, LS57, aislada de

salmuera en segunda fase de fermentacidn, de aceituna gordal con
tenida en fermentador de gran capacidad y segln se descriBe en
Métodos, apartado 2. Para su aislamiento se utilizd un fermenta-
dor con las siguientes caracteristicas quimicas: pH de 4,5 unida
des, acidez en &cido léctiéo de 0,67 % y concentracidn en NaCl

de 7,5° Bé.

Lactobacillus plantarum, estirpes silvestres LS220 y LS221,

procedentes de la Coleccidén Americana de Cultivos Tipos, ATCC

8.014 y ATCC 14.431, respectivamente.
2, PRODUCTOS QUIMICOS.

2.1 Antibidticos.

Se utilizaron a las concentraciones finales en el medio

de cultivo que se indican a continuacidn:

Sulfato de estreptomicina(Sigma) eeeoesee. 0,5 g/l
Sulfato de kanamicina (Sigma) ........;.;. 25 mg/1
Oxitetraciclina (Antibidticos, S. A.) .... 10 mg/l
Rifampicina (Sigma) eeesesesccacsssooeasss 20 mg/l
Ampicilina (Beecham) seeeeecccccccsseesess 10 mg/l

Cloramfenicol (Sigma) eeseesscecessssscses 5 mgl/l

Se disolvieron previamente en agua, salvo la rifampicina,
que fue disuelta en metanol, y se esterilizaron por filtracién
utilizando membranas Sartorius de acetato de celulosa de 0,45

pm de didmetro de poro.
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2.2 Agzficares.

Se utilizaron los siguientes azilicares a una concentracidén

~final del 1 % en el medio de cultivo:

Glucosa (0xo0id)
Lactosa (Merck)
" Gluconato (Sigma)
Ribosa (Sigma)
Melibiosa (Sigma)

Rafinosa (Sigma)

Se esterilizaron por filtracidn a través de un filtro de
acetato de celulosa de 0,45 um de didmetro de poro, mediante por-

ta-filtros de'jeringa>Millipore.

2.3 Otros productos.

Nitrosoguanidina (N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina),

Sigma Chemical Company, St. Louis, Missouri, U. S. A,
3. TAMPONES.

3.1 Tampdn acetato.

Se pféparé seglin Gomori (1955), mezclando en las proporcio-
nes adecuadas soluciones 0,1 M de &cido acético (Solucidn A) y
acetato sbdico (Solucibén B). De esta forma se prepararon tampones

a pHs entre 4,0 y 5,5 unidades.

Solucidn A

Acido acético eeceeesscoees 11,55 ml
Agua destilada seveessecess 1000 ml
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Solucidén B

Acetato S8diCO eeececaceses 16,4 g
Agua destilada .esveeeveese 1000 ml

0
Se esterilizd al autoclave a 121 C durante 20 minutos.

3.2 Tampbn citrato-fosfato.

Se prepard seglin McIlvaine (1921), mezclando en las propor-
ciones adecuadas soluciones 0,1 M de Acido citrico (Solucién A) y
0,1 M de hidrdgeno-fosfato (Solucidén B). De esta forma se prepara

ron tampones a pHs entre 4,0 y 7,0 unidades.

Solucidn A
Acido CLETICO sevevesennons 19;21 g
Agua destilada s.eseeeeeees 1000 ml
Solucién B
2HP04.7H20 * o v O OO B8O QO 53’658
Agua destilada ¢ecessevcess 1000 ml

Na

‘ o
Se esterilizd en autoclave a 121 C durante 20 minutos.

3.3 Tampdn fosfato.

Se prepard seglin Sdrensen (1909), mezclando en las proporcio
nes adecuadas 0,2 M de dihidrdgeno-fosfato sédico(Solucién A) v
0,2 M de hidrégeno-fosfato sédico (Solucién B). .

El pH deseado (pH 7,0) se consiguidé mezclando 39,0 ml de
la solucidn A con 61,0 ml de la solucidn B, y se éomplété con

agua destilada hasta 200 ml.

Solucidn A

NaH2P04 eeescoceroe0ssBsBR 27,808

Agua destilada ..eeeeceeee 1000 ml
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Solucién B
NazHP04. 7 Hzo ® 0600000000 27’80 g
Agua destilada 00000000000 1000 ml "

o
Se esterilizd en autoclave a 121 C durante 20 minutos.

3.4 Tampdn M9.

Se prepard mezclando 100 ml de solucidn concentrada diez ve
ces de Solucidén M9 con 10 ml de sulfato magnésico 0,1 M, '10 ml

de cloruro cdlcico 0,01 M y 880 ml de agua destilada estéril.

Solucidén M9

KZHP04 @0 0o s eeeo0essss0 0000 60 g

P‘ .'.'..I.....;.l..'.. -
KHJRO, coevsnsinnasieniins 30 8

NaCl ....;........0......" sg

4
_’ Agua destilada, c.s.p. 1000 ml

NH Cl PQe0 0000000000000 00 10 g

Se disolvid en el orden indicado y se esterilizé en autocla

o)
ve a 121 C durante 20 minutos, tras ajustar el pH a 7,0.

3.5 Tampdn tris-maleato.

Se prepard seglin Gomori (1948), mezclando en las proporcio-
nes adecuadas soluciones 0,2 M de Tris-4cido maleico (Solucidén A)
y 0,2 M de hidréxido sédico (Solucién B). De esta forma se prepa

raron tampones a pHs entre 5,5 y 8,0.

Solucidn A

Tris(hidroximetil) aminometano .:. 24;2 g
Acido maleiCo seevecacscacocccans 23,2g
Agua destilada cecececcececscsees 1000 ml
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Solucidén B

NaOH ® 8 0008000000300 S NS Cee 8,0g

Agua destilada secevsecessess 1000 ml

o
Se esterilizd al autoclave a 121 C durante 20 minutos.

4. MEDIOS DE CULTIVO PARA BACTERIAS,

4,1 Aislamiento y conservacidn.

El medio base para el aislamiento y conservacidén en el la-

boratorio de las estirpes de Lactobacillus fue el medio M.R.S.

(de Man, Rogosa y Sharpe) deshidratado (Oxoid), que consta de:

Peptona S0 ecess0eass0cecv0soscoe

Extracto de CArne eceececscessccce:

Extracto de levadura ecceescecsee
Glucosé P
"Tween” 80 cevecevsceccoscocnne
KZHPO4 e
- Acetato sédico trihidratado ...
Citrato tri~amdnico eececececss
MgS0, « 7 H,0 seveeceronnssssses

4 2

Mnso4. 4 H20 @ es o 0o oo g v

10,0 g
8,0 g
4,0 g

20,0 g
1 ml
2,0 g
5,0 g
2,0 g

0,2 g
0,05 ¢

'Agua destilada ® 060 0008009 oo 1000 ml

El medio se ajustd a pH 6,2 y se esterilizd por autoclave a

118°C durante 15 minutos.

4,2 Medios para utilizacidén y/o fermentacidn de azlicares.

Para la caracterizacidén de las especies de Lactobacillus se

empled el mismo medio M.R.S. pero sustituyendo la glucosa por el
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azficar requerido en cada una de las investigaciones realizadas
sobre la utilizacidén y/o fermentacién de carbohidratos. Dichos

azlicares son los que se indican en Materiales, apartado 2.2.

A los medios asi preparados se les adicioné Plrpura de Bro
mocresol a la concentracién de 0,4 g/l como indicador de pH. La
deteccidén de gases se hizo con ayuda de campanas Durham dentro

del tubo de ensayo.

4.3 Medios para tratamientos con antibidticos.

Los antibibticos, en soluciones previamente esterilizadas
por filtracidén, se afiadieron al medio estéril mantenido en sub-
. o . . s s
fusidén a 45 C, para obtener las concentraciones finales indica-

das en Materiales, apartado 2.1.

4,4 Medios sblidos.

Los medidsisélidos se prepararon adicionando 10 g/l de agar

(Ox0id) a los medios 1{quidos.



IIT METO0ODOS
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1; TOMA DE MUESTRAS DE FERMENTADORES DE GRAN CAPACIDAD,

Para la toma de muestras se emplea un '"recoge-muestras' de
2 metros de longitud que se esteriliza por calor seco a 180°C du
rante 1 hora y 30 minutos. Las muestras se toman en condiciones
asépticas, a unos 2 metros de profundidad contados desde el ori-
ficio superior del fermentador, desechando siempre la primera y

la Gltima de las fracciones de muestra recogida.

2, AISLAMIENTO DE LACTOBACILOS A PARTIR DE SALMUERA,

Las muestras recogidas se siembran en placas de Petri con
medio agar-M.R.S;, fijando en la tapa de las mismas un trozo de
papel de filtro impregnado de anetol, con él fin de evitar el
crecimiento de las levaduras. Posteriormente se incuba en condi-

. . . o )
ciones microaerbfilas a 28 C durante 72 horas.

Las éolonias aparecidas se caracterizan posteriormente.
3. CARACTERIZACION DE LACTOBACILOS.

3.1 Ruta de identificacibn.

Para la caracterizacidén de Lactobacillus plantarum se si=-

guid la linea de identificacién marcada por el Manual de Bergey,
82 edicidén (Buchanan y Gibbons, 1974). Se han elegido las prue-
bas bioquimicas necesarias que llevan al perfecto establecimien~-
" to de dicha especie. Péra ello ée utilizaron las pruebas bioqui-

micas que se mencionan en el siguiente diagrama.



MUESTRA
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positivo
positivo

4

Fermentacidn
de 1a ribosa

7 Ngostetvo
G

Fermentacidn
de melibiosa
y rafinosa

7 N
H

L. plantarum
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3.2 Técnica de la tincidn de Gram.

Los cultivos celulares se tifien siguiendo la técnica descri

ta a continuacién.

Una vez secas y fijadas por calor, las extensiones se sumer
gieron durgnte 1 minuto en una solucidén de Violeta Cristal al 2%
y a continuacidn se lavaron con una solucién yodo-yodurada (lu-
gol) durante 30 segundoé. Se escurrieron las preparaciones y se
decoloraron con alcohol etflico de 96° durante 10 segundos. Se la
varon enérgicamente con agua abundante y 'se contrastd con una so

lucidn acuosa de safranina al 0,5 %.
. b

3.3 Crecimiento a 15°C.

Se inocularon tubos de M.R.S. 1{iquido y se incubaron en es-
tufa de psicréfilos a 15°%¢ durante 72 horas. Se aprecid el creci

miento por aparicidén de turbidez en el caldo inoculado.

3:4 Utilizacidn de gl{icidos.

Las estirpes bacterianas se inocularon en los medios que se
describen en Materiales, épartado 4:2: Se inveétigé en cada caso
la produccién o no de gas. La lectura de 1a utilizéciéh se deter
mina por el viraje del indicador empleado; considerédndola positi

va al cambiar de plrpura a amarillo.

4, CULTIVO DE LAS BACTERIAS EN MEDIO LIQUIDO.

Los cultivos 1{quidos se inocularon a partir de una colonia

) o [ [ 3 3 3 ’
bacteriana y se incubaron a 28 C en condiciones microaerb6filas
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durante 48 horas. A continuacidn se diluyeron en medio nuevo y
. 8
se dejaron crecer hasta una concentracidn aproximada de 4 x 10
células/ml, tomando medida de la densidad dptica a 500 nm con un

espectrofotdémetro Bausch & Lomb "Spectronic 20",

5. RECUENTO DE BACTERIAS VIVAS,

Después de realizar las diluciones oportunas en tampén M9,
se tomaron muéstras que se esperaba contuviesen 100-200 u. f. c.
(unidad formadora de coloniés) y se extendieron en placas con
agar-M.,R.S., incubdndolas seguidamente a 28°C durante 3 dfas. Pa
ra cada determinacibn se sémbraron 3 placas y de ellas se calcu

.

146 la media.

6. ESTUDIO DE LA CURVA DE CRECIMIENTO.

Se sembraron tubos coﬁ medio M.R.S. liquido con 0,1 ml de
una suspensidn del microorganismo cuya densidad odptica era de
0,6 a 500 nm; Los cultivos as{ sembrados se mantuvieron a 28°C
en condiciones microaerdfilas, y se determind el crecimiento mi-
diéndo peribédicamente la densidad dptica a 500 tm y tomando mues
tras del cultivo para el recﬁento del nlmero de células viables.
Se pretende con ello establecer el tiempo de generacién (tg) del

microorganismo.

7. TRATAMIENTO CON NITROSOGUANIDINA.

La nitrosoguanidina se disolvié en agua destilada a 1 mg/ml,
y se dispens$ en tubitos a la razén de 1 ml por tubito. Los tubos

se guardaron congelados y en oscuridad hasta el momento de ser
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utilizados, sin que en ningfin caso volvieran a ser congelados.

7.1 En_tampén.

Se utilizbé la técnica descrita por Cerdd-Olmedo y Hanawalt

(1967) adaptada a L. plantarum. E1 cultivo .de bacterias en fase

exponencial (salvo_en los experimentos en que expresamente se in
didue otro estado fisioldgico) se lavé dos veces por centrifuga-
cidén con tampbén M9 y se concentrd diez veces en el tampén desea-
do al pH indicado en caso. Se afiadié la nitrosoguanidina a las
concentraciones finales indicadas en cada caso y se incubd a 2800,
en oscuridad y siﬁ aireacibén. Después del trataﬁiento, las célu-

"las se lavaron dos veces con tampdn M9.

7;2 En medio de cultivo.

El tratamiento-en medio de cultivo fue en todo similar al
utilizado en tampdbn, con la diferencia de que no se lavd antes
del tratamiento, sino que sdlo se concentrd diez veces en medio

fresco.

. 8. AISLAMIENTO DE MUTANTES RESISTENTES A ANTIBIOTICOS.

Para la obtencidn de>mutantes resistentes a antibibticos
(cloramfenicol, rifampicina, kanamicina, estreptomicina, ampi-
cilina y tetraciclina) se empled también el medio M.R.S. Los an
fibiéticos se adicionaron a los medios a las concentraciones que

se indican en Materiales, apartado 2.1.

En el caso de mutantes espontdneos, se partid de un cultivo

en fase estacionaria. E1 factor de dilucién empleado en cada ca-
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so dependié de la frecuencia de aparicibén de cada uno de los mu-
tantes que se buscaba, Estas frecuencias fueron, en el caso de

la rifampicina, de 1 x 10-7; en la estreptomicina, de 1 x 10-7,
y en el cloramfenicol, tetraciclina y ampicilina, menores que

1077, |

Cuando se buscaban mutantes resistentes a la estreptomicina
o rifampicina inducidos por nitrosoguanidina, la siembra en el
medio con el antibidtico se realizd después del tratamiento y

efectuando las diluciones apropiadas segln cada caso.
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CONDICIONES OPTIMAS PARA EL AISLAMIENTO DE MUTANTES EN LAG-
TOBACILLUS PLANTARUM.

1. GENERALIDADES.

Son muchos los trabajos en los que se describe el poder mu-
tagénico de la nitrosoguanidina, tanto en procariotas como en al
gunas eucariotas. Sin embargo, no se ha descrito el uso de agen-

tes mutagénicos en L. plantarum. En el presente trabajo se pre-

tende establecer culles son las condiciones dptimas y mis pricti

cas para la obtencidén de mutantes de L. plantarum.

De este modo se ha estudiado la influencia de distintos fac
tores en la letalidad, medida como proporcién de células capaces
de crecer en medio nutritivo después del tratamiento, y en la mu
tagenicidad, medida por la aparicidén de colonias resistentes a

la estreptomicina y a la rifampicina.

2, ESTUDIO DE LA CURVA DE CRECIMIENTO,

Las figuras 1 y 2 muestran los resultados de la curva de

crecimiento de L. plantarum, estableciéndose un tiempo de gene-

racién de 2 horas 30 minutos. La figura 2 establece la relacién
entre densidad fptica y nimero de células, en la fase exponen~

cial de crecimiento, muy (til para conocer el nlmero aproximado
~de células por ml existenteés al comenzar cada uno de los experi-

mentos realizadoss
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FIGURA 1.- Evolucién de la densidad éptica de un cultivo en cal-

do M.R.S. a lo largo del tiempo.
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FIGURA 2.- Relacidn entre el nlmero de células y la densidad ép-

tica, medida a 500 .nm, de un cultivo en fase exponencial de cre-

cimiento.
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3. ENSAYOS CON NITROSOGUANIDINA.

En todos lés organismos, la supervivencia y la frecuencia de
mutantes dependen de la concentracidén del mutégeno y el tiempo de
exposicién. Ademls, en bacterias no se ve influida por la agita=~
cién del cultivo durante el tratamiento mutagénico, debido, qui-
z4s, a que por su menor tamafio las bacterias se mantienen en sus
pensidén durante todo el tratamiento. Por lo tanto, en todos los
experimentos realizados prescindiremos de la agitacidn, incubando

a 28°C y en oscuridad,

3.1 T{ftulo de cédlulas durante el tratamiento.

Otro aspecto interesante fue establecer las suspensiones bac
terianas que se deben tratar, ya que, como describen otros auto-
res (Lopez-Calderdn, 1980), la accesibilidad de la nitrosoguanidi

na a las células parece tener importancia.

Se investigd el nﬁméro de células existentes en la suspen~
sién que se estaba mutagenizando. Para ello se trataron con ni=-
-trosoguanidina suspensiones de células de la estirpe bacteriana
LS7, que contenfan 108, 10" y 1010 células/ml, respectivamente,

provenientes todas del mismo cultivo.

Los resultados de la figura 3 muestran que no influye el
tftulo celular de la suspensién que se trate en la letalidad.
Sin embargo, en adelante, y por comodidad de trabajo, se utili-
zarin en todos los experimentos tftulos celulé;es altos, de 10

células/ml.
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FIGURA 3.- Influencia en la letalidad del titulo de células du-

rante el tratamiento con nitrosoguanidina. Las suspensiones tra

9 1
tadas contenian (@) 108; (%) 107, y (m) 10 0 células/ml.
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3.2 Efecto de la densidad de siembra en la obtencién de mutan-
tes y viables de un cultivo.

En bacterias se da el caso de que en la deteccidén de mutan-
tes influye la cantidad de células sembradas por caja (Ruiz Véz-

quez et al., 1978).

Para determinar los titulos de células viables y mutantes .
después de mutagenizar, se sembraron diversas alicuotas del cul-
tivo utilizando diluciones apropiadas. Como se refleja en las Ta

blas II y III, hemos constatado que también en L. plantarum tiene

importancia la densidad de siembra, tanto para la estimacidén de
la supervivencia como para-la frecuencia de mutacibén. A altas -
densidades de siembra parece existir una inhibicidén del crecimien
to. A muy bajas densidades la varianza es tan grande que habria -
de sembrar un nlmero de cajas muy elevado pafa obtener una de-
terﬁinécién fiable., Se procurd, por tanto, emplear factores de
dilucidén que nos dieran alrededor de 100 u.f.c. (unidad formado-

ra de colonia) por caja.

3.3 Influencia del pH.

Los efectos de la nitrosoguanidina en muchos organismos de-

penden del pH y de la presencia en el medio de ciertos compuestos.

3.3.1 Letalidad a distintos pHs y en distintos tampones.

Se utilizaron tampones acetato, tris-maleato y citrato-fos-
fato a distintos valores de pH, por ser éstos los de uso mis fre
cuente en los tratamientos mutagénicos con bacterias. En ellos

se resuspendieron células procedentes de un mismo cultivo, y se
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TABLA I1. Efecto de la densidad de siembra en las estimaciones

de supervivencia.

concentracidn alicuota colonias/caja supervivehcia
de MNNG( ug/m1) estimada

.5 . e
10 1654 0,126
-6 N o
10 397 0,304
10 g v : L
10 40 0,306
107% | 5 0,382
-5 . '
10 699 . 0,013

-6
10 125 0,094

100 2
10 17 0,130

-8
10 4 » 0,306

-5
10 1324 0,051

-6 ’ .

10 176 0,067

1000 7
10° 19 0,072
1078 3 0,115

Se tratd una suSpensiéﬁ de células bacterianas a distintas con~
centraciones de MNNG, en tampén tris-maleato, pH 5,5, durante
L/ .

15 minutos. ‘
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TABLA TII. Efecto de la densidad de siembra en las estimaciones

de supervivencia y frecuencia de mutacién.

Alfcuota colonias/caja supervivencia  Frecuencia de mutacién
sembrada -  estimada

6
(ml) o {t (Rilelo supervivientes)

Siembra en medio M.R.S.:

107 2189 0,156 -
10 340 0,242 -
10 41 0,292 e

-8 | )
10 5,2 0,371 A ---

Siembra en medio M.R.S., con rifampicina:

107} 60 | - 0,55
1072 13 —— 1,20
103 2 e 1,85

Se traté una suspensidén de bacterias con MNNG a una concentracidn
de 500 ug/ml, en tampdn tris-maleato, pH 5,5, durante 15 minutos.
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afladid nitrosoguanidina. A 30 y 60 minutos se tomaron muestras
que se lavaron por dos veces y se sembraron con las precauciones

apropiadas en cajas con medio M.R.S.

Los resultados se presentan en la figura 4. En ella llaman
la atencidén dos hechos. La diferencia de letalidad en los tampo-
nes; claramente visible a pH 5,5, donde el tampdén tris-maleato
presenta una supervivencia muy baja a dicho pH frente a la pre-
sentada por los tampones acetato y citrato-fosfato. El otro he=-
cho a destacar‘es la supervivencia que se presenta en tampén

tris-maleato a pHs superiores a 7.

La molaridad de los componentes de cada uno de los tampones
es la misma a los distintos pHs. No as{ su estado de ionizacién,
que depende del pH. Por tanto, el que la nitrosoguanidina mate
mé&s o menos a un pH determinado podria achacarse bien directamen
te a la concentracidén de HT, bien a la fuerza iénica del tampén

a ese pH;

Las diferencias observadas entre los tampones a un mismo pH
podrian ser debidas a diferencias en las fuerzas idnicas o a la

naturaleza de las sustancias tamponantes.

En todo caso, dado que 1a supervivencia obtenida al utili-
zar el tampdn tris-maleato estid comprendida entre el 5 y 20 %,
se eligié como medio para realizar la mutagénesis en los suce-

sivos experimentos.
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FIGURA 4,- Letalidad producida por tratamientos de 30 minutos
(a) y 60 minutos (b), con nitrosoguanidina en (®) tampdn ace-

tato; (M) tampdén tris-maleato, y (A) tampdn citrato-fosfato.
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3.3.2 Letalidad en funcidn del pH a lo largo del tiempo.

Para éompletar los resultados expuestos en el apartado ante
rior, se estudid la evolucidn de la letalidad a lo largo del
tiempo en uno de los tampones empleados. En la figura 5 se mues-
tran los resultados obteﬁidos en tampdn tris-maleato a pH 5,5; 63
7; 7,5 y 8. De la grifica se deduce que todas las curvas de super
vivencia a la nitrosoguanidina presentan un comportamiento hete

/rogéneo de la poblacibn, existiendo una fase répida de muerte,
"~ ‘que afectarfa a las células mis sensibles (aproximadamente un
80 %); y una fase lenta de muerte correspondiente a las menos

sensibles, que deben constituir un 20 % de la poblacidn.

Cerd4-Olmedo y Hanawalt (1967) y Megifas (1981) encontraron
varios mecanismos para la letalidad a diferentes pHs. Sin embar-
go, de los resultados obtenidos en este trabajo se puede deducir

que en L, plantarum sélo existe un mecanismo de letalidad.

Como Se observaba en la figura anterior (fig. 4), la méxi-
ma letalidad en tampén tris-maleato se consigue a pH 6, disminu-
yendo ligeramente a pHs superiores y bruscamente a pis inferio-
res a éste, especialmente a pH 5,5. Estos resultados difieren de
los obtenidos por Cerdi-Olmedo y Hanawalt (1980a) en Escherichia
ggli; pero en los otros tampones utilizados coinciden con la apre
ciacién indicada por estos autores, quienes encontraron una maxi
ma supervivencia a pH 5, disminuyendo ésta dréisticamente cuando
se variaba el pH hacia cualquiera de ambos extremos de la escala,
lo cual indica 1a.existencia de una estrecha relacién entre des-

composicién de la nitrosoguanidina y letalidad.
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FIGURA 5.- Variacién con el tiempo de tratamiento de la letali-
dad p‘roducida por nitrosoguanidina en tampdn tris-maleato a va-
rios valores de pH. (A) 5,5 unidades; (®) 6,6 unidades; (A)
7,0 unidadeé; (O0) 7,5 unidades, y (%) 8,0 unidades.
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3.4 Influencia de la concentracién de nitrosoguanidina.

Se han utilizado concentraciones crecientes de nitrosoguani
dina, estudiando la letalidad a lo largo del tiempo. En la figu=
ra 6 se muestran los resultados obtenidos al tratar una suspen=
sién bacteriana a las concentraciones de 10, 100, 500 y 1000 ug
de nitrosoguanidina por ml. Se observa una disminucidén de la su-

pervivencia al aumentar la concentracidén de nitrosoguanidina.

La obtencibén de una alta supervivencia a concentraciones ele
vadas de nitrosoguanidina, que difieren de las obtenidas en otras
bacterias (Cerdi-Olmedo y Hanawalt, 1968), puede explicarse por

el tiempo de generacién de L. plantarum (2 horas 30 minutos), su

perior al de dichas bacterias.Estos resultados coinciden con los

presentados por Megfas et al. (1981) sobre Rhizobium trifolii,

cuyo tiempo de generacidén es similar al de L. plantarum.

3.5 Influencia del estado fisiolbgico del cultivo.

Actualmente se acepta que la nitrosoguanidina ejerce su ac-
cibén preferentemente en las regiones cromosémicas que se encuen-
tran en replicacién; Por tanto, cabe pensar que las mas altas
frecuencias de mutacidén deben obtenerse tratando cultivoslen fa-
se exponencial de crecimiento, y de hecho as{ ocurre en E. coli

(Adelberg et al., 1965; Cerdéd-Olmedo y Hanawalt, 1967b) .
3.5.1 Letalidad en células procedentes de un cultivo en distin-
tas fases de crecimiento.

'La figura 7 muestra la evolucién del nlmero de células de un

~cultivo en caldo M.R.S. a lo largo del tiempo. Las muestras para
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FIGURA 6.- Variacidn con el tiempo de tratamiento de la letali~:
dad producida a distintas concentraciones de nitrosoguanidina en
tampén tris-maleato (pH 5,5). (@) 10 pug/ml de MNNG; (A) 100

pg/ml de MNNG; (M) 500 pg/ml de MNNG, .y (O) 1000 pg/ml de MNNG.
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los tratamientos con nitrosoguanidina se tomaron en los puntos
de la curva indicados por las flechas. En el punto A se considera
que el cultivo se encuentra en fase '"lag'"; el B se considera en

fase exponencial, y el C, en fase estacionaria.

Los resultados de estos tratamientos se muestran en la fi-
gura 8; Como se aprecia en la grafica, la supervivencia es ele-
vada en los estados fisiolégicos en los que la célula no esti en
pleno desarrollo de crecimiento, y la letalidad a lo largo del |
tiempo es diferente a la observada en fase exponencial de creci-

miento.

La curva de supervivencia en fese estacionaria parece indi-
car la ausencia de una parte de la poblacidn mas sensible al agen
te mutagénico, incluso apreciindose un ligero punto de inflexidn
a 15 minutos de tratamiento, lo que nos podrfa indicar la existen
cia de un segundo mécahismo de letalidad en el cual d-b{éh‘é;is:'
tieseﬁ en la célula varios objetivos que han de ser inactivados
por la nitrosogﬁanidina para que ésta muera, o bien la accidn le
tal debe vencer la resistencia opuesta por el mecanismo de repa-
racidén. Cabe pensar que esta influencia del estado de crecimien~

- to celular sobre la letalidad producida por la nitrosoguanidina
se explique por la existencia del proceso de reparacidén. Si los
dafios causados por la nitrosoguanidina no son reparados antes de
ser replicados, podrin ser causa de dafio letal. Cuanto més lenta
sea la replicacidn habr4 mayor posibilidad de reparar a tiempo
los dafios producidos por la nitrosoguanidina. E1 hecho de que el
punto de replicacién se detenga al afiadir el mut#igeno, tanto a

100 ug/ml (Cerdi-Olmedo y Hanawalt, 1967b; Guerola et al., 1971)
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FIGURA 7.- Evolucién del nfmero de células de un cultivo en me-
dio M.R.S. Las flechas indican los momentos en que se tomaron

las muestras para los tratamientos con nitrosoguanidina.
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FIGURA 8.~ Letalidad en cultivos a distintas fases de crecimiento:
(@) "lag"; (A) exponencial y (M) estacionaria, producida por
la nitrosoguanidina a 500 ug/ml, durante 30 minutos de tratamien

to en tampdn tris-maleato pH 5,5.
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como a 1 ug/ml (Jiménez-Sanchez, 1974), puede ser considerado co
mo un mecanismo de defensa de la célula para evitar una mayor le
talidad. La sintesis de ADN encontrada immediatamente después del
tratamiento en células en tampdn, es {inicamente sintesis repara-
dora (Cerdi-Olmedo y Hanawalt, 1967a y 1967b), y no replicacién

normal.

La curva que aparece en la fase '"lag" de crecimiento indica
que todas las células presentan el mismo comportamiento frente a

la accién letal de la nitrosoguanidina.

De los resultados obtenidos se deduce que en la fase expo-
nencial de crecimiento el cultivo se encuentra en estado Sptimo

para su tratamiento con nitrosoguanidina.

4; OBTENCION DE RESISTENTES A ANTIBIOTICOS.

- Dado que en la bibliografia no se presentan estudios sobre

la resistencia de L. plantarum a los antibiéticos, se ha querido

realizar un estudio preliminar sobre obtencidn de mutantes espon
téneos resistentes a los antibidticos mis habituales en estudios
genéticos, para su utilizacién posterior en el estudio de la mu~-

tagenicidad producida por nitrosoguanidina.

Los resistentes espontineos a los antibidticos (Materiales,
apartado 2.1) se obtuvieron seglin se indica en Métodos, apartado
8.

En la Tabla IV se muestran los resultados obteﬁidos, de los

que se puede deducir que L. plantarum es resistente a la kanami-

cina, como era de esperar, y que sbélo se han obtenido resistentes

de forma esponténea a la rifampicina y estreptomicina, con fre=-
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TABLA IV. Aparicién de mutantes espontineos resistentes a anti-

bidticos.
titulo fenotipos n? de célu- n2 de células frecuencia
de seleccionados las en agar resistentes a esponténea de
células - S nutritivo - antibidticos -~ mutacidn
R 8 8 -1
Kan - 2,83 x 10 1,23 x 10 4,34 x 10
R -
Cml 2,83 x 108 - >10 8
8 -8
8 Tet: 2,83 x 10 -—- - >10
10 R 8 :
Rif 2,83 x 10 3,56 x 10 1,25 x 10
‘R 8 -8
Amp 2,83 x 10 —— >10
| o . - -6
StrR 2,75 x 108 5,70 x 10 7,07 x.10
-1
Kang 1,08 x 109 7,80 x 10 7,22 x 10
leR 1,08 x 107 - >10"°
‘R -
o Tet 1,08 x 107 - >10~°
10 R 9 7
Rif 1,08 x 100~ 6,26 x 10 5,79 x 10
R 9 -9
Amp 1,08 x 10 - >10
: : : =T
StrR 1,41 x 109 4,00 x 10 2,85 x 107~

Los signos indican el fenotipo al que confiere resistencia el an-
tibidtico. Kan, kanamicina; Cml, cloramfenicol; Tet, tetraciclinaj

Rif, rifampicina; Amp, ampicilina, y Str, estreptomicina.
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cuencias de aparicidén de mutantes resistentes aproximadamente

iguales a las descritas en la bibliografia.

A la vista de estos resultados, se emplearon los antibidticos
mencionados para estudiar la mutagenicidad producida por la nitro
soguanidina, mediante ls bfisqueda de mutantes resistentes induci

dos;
5. ESTUDIO DE LA MUTAGENICIDAD PRODUCIDA POR LA NITROSOGUANIDI NA.

5.1 Estudio de la aparicidn de mutantes resistentes a la estrep-
tomicina.

Se ha elegido la estreptomicina, entre otros antibidticos,
para el estudio de la mutagenicidad producida por nitrosoguani-
dina, debido a que se producen en ella altas frecuencias de muta

cién con este mutdgeno (Silengo et al., 1967).

5.1.,1 Influencia del medio de tratamiento en la mutagenicidad
producida por nitrosoguanidina.

Se han empleado varios medios tamponados y medios de cultivo
para realizar la mutagénesis, estudidndose la letalidad producida
a tiempo fijo y la frecuencia de aparicidén de mutantes resisten-
tes a la estreptomicina, sembrando directamente en medio M.R.S.
con ei antibidtico. La Tabla V ﬁuestra los resultados obtenidos,
iﬁdicando los pHs a los que se encontraban los medios. De estos
resultados se dedqce que el medio iddneo para realizar la nutagé
nesis, con mayor aparicién de mutantes resistentes inducidos, es
el tampén tris-maleato a pH 5,5. E1 tratamiento en caldo M.R.S.

conduce usualmente a una menor frecuencia de mutacidén que en tam



- 56 -

TABLA V. Supervivencia y frecuencia de aparicidén de mutantes a
la estreptomicina tras tratamientos con nitrosoguanidina a 500

pg/ml, en distintos medios y durante 30 minutos de contacto.

Medio de tratamiento pH  supervivencia Frecuencia de mutacidn

R 6
(Str /10 supervivientes)

T. fosfato 7,0 0,180 22,03

T. acetato 4,5 - 0,385 8,10

T. tris-maleato 545 0,057 | 73,75
, (a) '

Medio M.R,.S. 5,0 0,278 24,66

Medio M,R.S, 6,2 0,239 16,52

(a) E1l tratamiento se realizd sin lavar :las células antes de la
adicidén del agente mutagénico.

iéﬁ tris-maleato. Esto se puede explicar por la presencia en el
caldo M;R;S; de mayor cantidad de grupos reaccionables con la ni

trosoguanidina, procedentes de los extractos de carne y levadura,

Resultados opuestos a los encontrados indicarfian una mayor
mutagenicidad en medios completos que en tampdn tris-maleato pH

5,5 (Kimball, 1980b).

A partir de este momento, pues, para el estudio de la muta-
genicidad producida por la nitrosoguanidina se empleard tampdn

tris-maleato a pH 5,5 como vehiculo del tratamiento.
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5.1.2 Influencia del pH en la mutagenicidad.

En este apartado se estudia la aparicién de mutantes resis-
tentes a la estreptomicina tras tratamiento con nitrosoguanidina

a diferentes pHs en tampdn tris-maleato.

En la figura 9 se observan los resultados obtenidos, apre-
ciindose una mayor eficacia en la obtencidn ' de resistentes a la
estreptomicina a valores de pH de 7,4. De esta gréfica cabria de
ducir que el pﬁ idéneo para la mutagénesis con nitrosoguanidina
serfa el indicado. Estos resultados estédn de acuerdo con los ob-
tenidos por Cerdi-Olmedo y Hanawalt (1968a) y Lépez Calderdén (1980),
aunque no parece ser un efécto general en todos los organismos,

ya que en Streptomyces cacaoi no se da esta relacién.

Pero, dado que la ietalidad correspondiente 2 pH 7,4 es in-
ferior que la obtenida a pH 5,5, hemos crefdo conveniente, aun
teniendo en cuenta que la aparicién de mutantes resistentes a la
estreptomicina a pH 5,5 es menor que al pH anteriormente indicado,
seguir usando dicho valor de pH en lo sucesivo. Ademés, como se
indica en la bibliografia (Neale, 1976),se deben elegir valores

de la letalidad que estén comprendidos entre el 5 y el 10 %

5.1.3 Variacién de la mutagenicidad con la concentracidn de ni-
~ trosoguanidina.

En la figura 10 se estudia la evolucidén de la letalidad a.
distintas concentréciones de nitrosoguanidina y la mutagenici~
dad medida como aparicidén de mutantes resistentes a la estrep-
tomicina., De la misma se puede deducir que concentraciones supe

riores a 500 ug/ml dan tasas de aparicidén de mutantes resistentes
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FIGURA 9.- Letalidad y mutagenicidad producidas por nitrosogua-
nidina a 500 ug del mutigeno por ml, durante 30 minutos de tra-
tamiento en tampén tris-maleato a diferentes.pﬂs. (®) supervi-
vencia; (O) frecuencia de mutantes seleccionados después del

tratamiento.



g|ouaAajaaddns.
Str?/10°viables

] 1

200 400 600 800 10C0

16 i | 1

concentracion MNNG (ug/ml)

FIGURA 10.- Letalidad y mutagenicidad producidas por nitrosogua-
nidina en tampén tris-maleato (pH 5,5), durante 30 minutos de
tratamiento, a diferentes concentraciones del mutigeno. (@) su-
pervivencia; (O) frecuencia de mutantes seleccionados despuds

del tratamiento.
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a la estreptomicina mayores, lo que esti de acuerdo con los resul

tados obtenidos por Kimball (1980b) en Haemophilus influenzae,

que consigue un aumento de mutantes resistentes a la novobiocina

al aumentar la concentracién del mutégeno.

Ya que la letalidad que se produce a esas concentraciones
es inferior al 5 %, hemos crefdo conveniente la utilizazidn de
concentracibénes de nitrosoguanidina menores o iguales que 500

pg/ml.

T

La concentracibén empleada en los experimentos siguientes
serd de 500 ug/ml, ya que se obtiene a esa concentracidn valores
~de aparicidén de mutantes resistentes a la estreptomicina superigo

res en dos 4rdenes de magnitud a las demis concentraciones.

5.1.4 Evolucidn de la mutagenicidad a lo largo del tiempo.

Con este experimento se traté de establecer el tiempo épti-

mo de tratamiento con el agente mutagénico en L, plantarum.

Para ello, como se muestra en la figura 11, se estudid la
letalidad y mutagenicidad producidas a una concentracidén de 500
pg/ml a lo largo del tiempo. De la grafica se deduce, y por razg
“namientos andlogos a los del apartado anterior, que el tiempo dp
timo de tratamiento oscila entre los 20 y los 30 minutos. Por co
modidad de trabajo y de acuerdo con los datos presentados en la
bibliografia (Megias; 1981), hemos creido conveniente utilizar

30 minutos como tiempo Sptimo de tratamiento.
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‘del tratamiento.
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5.2 Efecto de la incubacidn tras tratamiento con nitrosoguanidi~

na en la expresidn de ias mutaciones.

Kaudewitz (1955) encontrd que la frecuencia de revertientes
inducidos por la luz ultravioleta de una estirpe auxotrofa para

la lisina de Salmonella typhimurium era mayor si se le permitia

crecer varias generaciones antes de sembrar en medio selectivo.

El mismo efecto se ha encontrado en otros organismos.

Se prepararon cultivos en medio M.R.S. y se trataron con ni
trosoguanidina, se resuspendieron en el medio del que procedian

y se incubaron durante unas 24 horas con aireacién.

La figura 12 muestra la letalidad y la aparicidn de colonias
resistentes a la rifampicina. Esto ltimo, la aparicibén de resis
tentes a la fifampiciha, se midié en placas con el antibidtico

sembradas inmediatamente despuds del tratamiento y después de re

crecimiento en medio 1l{quido.

De los resultados expuestos en la grifica, se observa que
las diferencias en las frecuencias de aparicibén de mutantes re-
sistentes a la rifampicina antes y después de incubacidén en medio
M.R.S. no son ‘significativamente diferentes incluso a niveles de
significacién del 1 %;—segﬁn los datos obtenidos mediante test de

igualdad de porcentajes.

Por lo tanto, y de acuerdo con lo que sugiere Cerd4-0Olmedo
y Hanawalt (1967b), esta invariabilidad en la frecuencia de muta

cibén tras la incubacién, indica que L. plantarum en las condicio

nes fisiolégicas de cultivo empleadas posee un solo cromosoma.
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FIGURA 12.- Variacidn con el tiempo de tratamiento dewla letali=-
dad y mutagenicidad producidas por nitrosoguanidina en tampén
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Se ha estudiado la accién mutagénica de la nitrosoguanidina

en una estirpe de L, plantarum aislada de fermentadores de gran

capacidad, estableciéndose las condiciones éptimas y més pricti-

cas para el uso de dicho mutigeno y la obtencidén de mutantes. De

los resultados expuestos se llega a las siguientes conclusiones:

1.

3.

La accidn de lanitrosoguanidina enLactobacillus plan-

tarun responde generalmente al modelo de mutagénesis

descrito en bacterias.

Lactobacillus plantarum presenta, en la mayoria de los

casos, un comportamiento heterogéneo de la poblacidn

frente a la accibén letal de la nitrosoguanidina.

Lactobacillus plantarum posee un solo cromosoma en las

condiciones fisioldgicas que se utilizaron en los tra-

_tamientos con nitrosoguanidina, lo que indicaria su

condicidén de haploide.

Como consecuencia de los resultados expuestos, se es-
tablecieron como condiciones adecuadas para el trata~
miento con nitrosoguanidina de Lactobacillus planta-

9
rum las siguientes: tratar titulos celulares de 10

células/ml, suspendidas en tampén tris-maleato, a pH
5,5, con 500 pg de nitrosoguanidina/ml, durante 30 mi

o ) > I3 [
nutos, a 28 C, en oscuridad y sin agitacidn.
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