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Excmo. Sr. Presidente,
Iltres. Sres. Académicos,
Serioras, sefores:

PREAMBULO

Al recibir la notificacién preceptiva del encargo del discur-
so inaugural correspondiente al presente Curso Académico, me
apercibi que habian transcurrido practicamente diez afios desde
que tuve el honor de dirigirme solemnemente a esta Real Aca-
demia con motivo de mi ingreso como miembro de niimero. En
aquella ocasion, tuve la suerte de poder ofrecer a la misma un
aspecto de mi trabajo claramente relacionado con las inquietu-
des de la investigacion farmacéutica. En cambio, ahora resul-
taria mucho mas dificil para mi hacer algo semejante. Creo
que esto es debido principalmente al hecho de que muy poco
después de aquella para mi senalada fecha, tomara posesion
de la Catedra de Microbiologia de la Facultad de Ciencias de
la Universidad de Barcelona, con la consiguiente reorientacion
de mi actividad hacia un plano de investigacion mas basico,
al que sin interrupcién he venido dedicando hasta el presente
mis principales esfuerzos. Por consiguiente no debe sorprender
que haya elegido como tema de mi discurso, el descubrimiento
de un nuevo elemento genético de las bacterias, bastante ale-
jado de aquella «Prospeccion de antibacterianos de sintesis» de
ayer, pero especialmente representativo de la indole del traba-
jo que con mis colaboradores he venido llevando a cabo en este
tiempo. Por otra parte, me ha atraido la idea de ofrecer a la
consideracion de ustedes, la perspectiva de la investigacion del
factor S de Citrobacter intermedium porque pienso que consti-
tuye un ejemplo particularmente interesante del desarrollo de
una problematica cientifica sorprendentemente expansiva.

LA ACUMULACION DE AMINOACIDOS
EN EL MEDIO DE CRECIMIENTO

El punto de partida de cualquier tipo de investigacion cien-
tifica es la toma de conciencia de determinados hechos. En el
caso que nos ocupa, €l inicio se encuentra en el fenémeno de
la acumulacion de aminoacidos en el medio de cultivo a lo lar-
go del desarrollo bacteriaro.

Se ha dicho que PASTEUR, THENARD y DUCLAUZX, fue-
ron los primeros en sefialar este fenémeno (14), pero al pare-
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cer no m.ereci(’) especial atencion hasta mucho méas tarde. La
acumulacion directa en un medio sin aminoacidos ni precurso-
res preexistentes no parece haber sido consignada hasta 1950
c.uando DAGLEY y colaboradores, en un modesto trabajo reaf,
lizado en el Departamento de Bioquimica de lg Universidad
dg Lets, refieren que E. coli y A. aerogenes, acumulan en el he-
dio durante el crecimiento, cantidades medibles de histidina
aspar'tato, glutamato y alanina (5). Con anterioridad, se habi;
descrito la conversién bacteriana de a-cetoglutarato ’en gluta-
mato que se acumula en el medio (1). Posteriormente a 1950
y hz}sta 1955, se encuentran otras referencias parecidas con re-
lac1or} a distintos organismos, pero a lo largo de estos afios y
especialmente mas tarde, toda la literatura cientifica al respec-
Fo queda absorbida por los trabajos relativos a la produccién
1ndustr1.al de aminoacidos por microorganismos. Quiza el punto
de partida de esta etapa lo constituya la produccion de IL-lising
a partir de diaminopimelato (4).

ASAI en 1957 aisla una cepa de Mi i
agumula hasta 3 g/1 de l—glutan?ato, desagigﬁg‘(;fg:sg zgiagrsl gﬁ:
dio tptalmenpe mineral (2). KINOSHITA (15) después de un
amplio trab_ajo de prospeccion, aisla la célebre cépa de Micrococ-
cus gll!tz_tmlcus con la que llegaria a una produccién directa de
aminoacido que permite alcanzar concentraciones en el medio de
29 g/1. A partir de 1958, se extiende en todo el mundo el inte-
rés por el estudio de este tipo de fenémenos, especialmente con
v1s’ta.s al posible desarrollo de procesos de producciéon de ami-
noacidos por fermentacién, de interés econdmico. Son conoci-
dos los resultados extraordinarios conseguidos en esta direccidon
y no me propongo insistir agui sobre elios.

La produccion de grandes cantidades de aminoacidos du-
ran.te 'el crecimiento bacteriano, constituia también objeto de
cunomdad cientifica con relacién a otra perspectiva. Las bac-
terias que se desarrollan sobre un medio mineral cdn glucosa
corpq fuente de carbono y energia, producen los distintos ami-
noacidos necesarios para la sintesis broteica en una proporcion
que no excede a la capacidad de esta ultima, encontrandose
E)resentes en el medio interno celular en cantidades muy peque-
gloali,blcorgol pone de maniﬁes_to el analisis de la fraccion acido

e del desarrollo bacteriano. La glucosa utilizada Se resuel-
ve armonicamente en dos fracciones: la que produce energia
i/‘la que se hall’a en las su’bunidades para la biosintesis. Uno de
do;dagsfct{os r;qaéslcgracterlsticos de la integracién de la activi-

mica tota. 1 i i
estén Siompre. ecil graaé ab:wterla es el que estas dos fracciones
'El equilibrio antes referido, presupone la existencia de me-
canismos de regulacién bioquimica y por lo que hace referencia
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a la sintesis de aminoacidos, en la época antes aludida en la
que se produjo la explosiéon del interés por las investigaciones
sobre produccion microbiana de aminoacidos, se pensaba que
la adicién de un aminodacido particular al medio producia la
inmediata supresion de su sintesis. De este modo sélo se segui-
rian produciendo los amino4cidos gue no forman parte del me-
dio de cultivo.

De acuerdo con los conceptos que acabamos de referir re-
lativos a la integracion de la actividad quimica y regulacion
de la sintesis de aminoacidos por inhibicién por el producto
final, la liberacion de grandes cantidades de uno o varios ami-
noscidos al medio durante el crecimiento, constituye un hecho
totalmente incomprensible. ¢Cual es la lesion bioquimica res-
ponsable de este fallo de los mecanismos de regulacion y cual
es el soporte genético del mismo? En realidad fue esta la pro-
blematica que nos interesé por el fendémeno de la segregacion

bacteriana de aminoacidos.
LA CEPA C3 COMO MODELO

A mediados de 1960 iniciamos con GUINEA y CLOTET, la
busqueda de un modelo apropiado para el estudio de la segre-
gacion bacteriana de aminoacidos. En realidad esta busqueda
ponia a prueba una premisa establecida tacitamente: las bac-
terias segregadoras de aminoacidos no constitfuyen un arte-
facto de laboratorio ni un fenomeno rigurosamente excepcio-
nal. Por lo tanto, deberan poderse obtener con cierta probabi-
lidad a partir de medios naturales y si esto resulta cierto, €s
que esta caracteristica puede tener algun valor adaptativo, ya
que de lo contrario, habria sido totalmente eliminada por se-
leccion natural. De este modo, un resultado favorable en la bus-
queda de un nuevo modelo de este tipo de metabolismo, ya cons-
tituiria una ampliacion de la misma perspectiva sefialada como
punto de partida del trabajo.

El medio de aislamiento utilizado fue el empleado con an-
terioridad por ASAI (2), y consta exclusivamente de glucosa
(20 g/1), cloruro aménico (7 g/1), fosfato monopotasico (1 g/1)
y sulfato magneésico (0,5 g/1) a un pH final de 7,5. Este medio
que llamaremos en adelante M,, es parecido a muchos medios
sintéticos utilizados para el estudio de bacterias fermentati-
vas que no presentan particulares exigencias nutritivas, con la
diferencia de utilizar una concentracion de sal amoénica muy
alta, lo cual constituiria el factor de enriquecimiento mas espe-
cifico. Se obtuvieron facilmente una veintena de cepas a par-
tir de muestras de suelo de jardin y aguas de distinto origen.
Todas ellas fueron convenientemente descritas y clasificadas

por GUINEA.
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CLOTET puso a punto un método para la determinacion
del nitrégeno aminico soluble, basado en el espectrofotométrico
de SPIES y CHAMBERS (22). La segregacion de aminodacidos
seria detectada por la aparicion y el incremento progresivo del
nitrégeno aminico en el medio M, que solo contiene nitrogeno
amoniacal. Evidentemente, un resultado positivo no constituia
una prueba critica de produccién de aminoacidos, puesto que
también podria ser el resultado de una fracciéon mas o menos
importante de autolisis. Para controlar esta ultima, se utilizé
la determinacién de la proteina soluble por el método de LAI-
NE (17). El crecimiento se siguié por la determinacion del peso
seco de la masa celular.

Las curvas de produccion de aminodcido (mM-NH,/g de
peso seco) y de autolisis (g de proteina soluble/100 g peso ce-
lular), obtenidas durante el crecimiento a 30° C. en M, de las

cepas aisladas, correspondieron a dos tipos distintos, incluso
prescindiendo de los valores cuantitativos especificos para
cada caso. Ambos ponen de manifiesto de forma completamen-
te comstante, la existencia de un maximo durante las primeras
horas de cultivo, en tanto que la masa celular permanece cons-
tante o cuando experimenta solo un pequefo incremento. Las
curvas de produccion de aminoacidos y autolisis son sensible-
mente paralelas y los valores absolutos son relativamente pe-
quenios. La conjuncién de estos hechos sugiere que en todos
los casos tiene lugar un autolisis parcial del indculo. El estu-
dio cuantitativo de este proceso llevd a la conclusién de que la
autolisis, durante la fase de latencia e inicio del crecimiento,
es una fraccion importante del indéculo e incluso de las células
formadas en esta primera etapa de cultivo. Por otra parte, el
descenso posterior de la proteina soluble revela que de un modo
u otro desaparece del medio y el paralelismo de la curva de
aminoacidos que éstos sean el resultado de la degradaciéon de
la proteina de autolisis y que ellos mismos sean utilizados para
el crecimiento.

La segunda parte de la curva de crecimiento es la que es-
tablece la diferencia entre los dos tipos senalados. Mientras
en uno sigue el paralelismo de autolisis y produccién de ami-
noacidos a un bajo y constante nivel, en el otro la producciéon
de aminoacidos aumenta de forma lineal con el tiempo de des-
arrollo hasta la fase estacionaria. Esto ultimo constituye una
prueba critica de la producciéon de aminoacidos independiente
de la lisis celular.

La cepa C3 de Citrobacter intermedium pone de manifies-
to una auténtica segregacion de aminoacidos durante el des-
arrollo en el medio M, a diferencia del resto de las cepas estu-
diadas. Sin embargo a juzgar por el numero relativamente re-
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ducido de las mismas, cabe esperar que el fendmeno presenta-
do por la cepa C3 no sea excepcional. Por ofra parte, la canti-
dad de aminoacidos acumulada en el medio alcanza facilmen-
te 0,3 g/l, referida a alamina, lo cual representa el 70 % del
crecimiento.

Hacia el ano 1963, teniamos a nuestra disposicion un mo-
delo apropiado para el estudio de la produccion bacteriana de
aminoacidos. Si comparamos la produccién de esta cepa con
la correspondiente a las cepas conocidas mas productoras (20),
concluimos que se trata de una produccion relativamente pe-
quefia. Sin embargo en condiciones normales de desarrollo, mu-
chas de las cepas mas productoras dan cantidades semejantes,
tal como pudimos comprobar mis tarde con GUERRERO, uti-
lizando la cepa M 534 de Micrococcus glutamicus. Ello sugeria
que la produccién absoluta podia incrementarse bajo condicio-
nes especiales de trabajo, lo cual también fue verificado por
CLOTET en la cepa C3.

CLOTET llevé a cabo un analisis de los aminoacidos se-
gregados por la cepa C3 por purificacion en columna y ulterior
cromatografia ascendente sobre papel. Encontrdé en todos los
analisis cuatro fracciones, las cuales pudieron identificarse res-
pectivamente con alanina, glutamato, aspartatq y .aminoé,ci-
dos basicos. La alanina es el aminoacido mayoritario seguido
del glutamato. Ambos constituyen probablemente y en todo
caso mas del 80 % del total. Esta proporcion es completameqte
distinta de la correspondiente a los aminodcidos del medio in-
terno celular y a los resultantes de la autolisis. Por lo tanto
constituye una comprobacion adicional de que son el resultado
de una liberacion especifica al medio.

La cromatografia sucesiva mostro que el glutamato apa-
rece precozmente pero tiende a desaparecer en favor <;Ie la ala-
nina. Los demas aminoacidos representan una fraccién cons-
tante con respecto al total. Esto sugirié el modelo operativo de
que la segregacion de aminoacidos por Citrobacter interme-
dium C3, era consecuencia de una produccion primaria de glu-
tamato, en tanto que la alanina y los demas aminoécidps po-
drian resultar de una transformacion secundaria del primero.

Después de los hechos referidos, disponiamos de un mat(?-
rial adecuado sobre el que cabia establecer un planteo experl-
mental con vistas a encontrar una respuesta a la. pregunta
de por qué el glutamato se formaba en una cantidad que no
podia ser utilizado para el crecimiento y se perdia en el medio,
en gran parte transformado en al.anipa. La pregunta en el caso
conereto que nos ocupa quedaba justificada, porque la cantidad
perdida en forma de aminodcidos podia exceder a todo el cre-
cimiento bacteriano conseguido. ¢Es que habia una sobrepro-
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duccion del referido aminoacido o se trataba de una subutili-
zacion? La verdad es que durante algun tiempo permanecimos
perplejos sin saber coémo abordar el problema. Los trabajos rea-
lizados sobre las cepas productoras de aminoacidos tomaban
el fenémeno desde el punto de vista de la produccion de un
producto final de fermentacién y se limitaban a consignar la
via biogquimica por la cual desde el sustrato se llegaba a €l. Era
evidente que las vias de formacién de glutamato a partir de la
glucosa, no tenian ningun detalie expresivo en relacién a su
posible sobreproduccion y podian considerarse como bastante
bien conocidas. Era obvio que necesitabamos nuevas ideas para
abordar el problema. Por una parte y principalmente por los
trabajos llevados a cabo por CLOTET, se intentd buscar algu-
nas condiciones de desarrollo de la cepa C3, en las cuales no
tuviera lugar la segregacion de aminoacidos o alternativamen-
te, en las que la misma fuera singularmente exaltada. Pero la
fortuna se apiadé de nuestras tribulaciones y nos abrié la luz
hacia ofro camino que resultaria mucho mas fructifero.
LA HETEROGENEIDAD COLONIAL

’C.LOTET consiguié una concentracion 12mM de nitrogeno
aminico en el medio de crecimiento de la cepa C3. Después, sin
sabelj por que, pasamos una serie de meses en 1os que las pro-
ducciones de aminodcidos no se hacian nunca superiores a
3mM: Cosas de este tipo suelen ocurrir en el trabajo de labo-
ratorio y entonces uno se siente llevado al desanimo. Sumergi-
do completamente en el impase, se me ocurrioé sugerir a GUI-
NEA que intentara mostrar la acumulacion de glutamato alre-
dedor de las colonias de C3 creciendo en M, solido, vertiendo
sobre las mismas una suspension diluida de una cepa auxotro-
fica cuyo crecimiento dependiera de la presencia del aminogci-
do. Utilizamos la cepa P-60 de Leuconostoc mesenteroides, reco-
mendada para la determinacién microbiologica del glutama-
to (23). GUINEA puso la técnica 3 punto con éxito, mostrando
que efectivamente aparecian halos de crecimiento de Leuconos-
toc bien visible alrededor de las colonias de la cepa C3. Sin em-
bargo se encontré con un hecho imprevisto: existian también
uqas colonias sin halo. Este resultado no podia interpretarse
mas que admitiendo que en la poblacion de la cepa C3 en M
habian dos tipos de individuos, unos segregadores de glutamatg
que daban colonias con halo por revelado con Leuconostoc me-
sente_roides y otros no segregadores, que daban colonias que no
permitian el crecimiento de la cepa auxotrofica glutamato de-
pendiente a su alrededor. Casi un afioc mas tarde, en 1966, utili-
zand(? l'ma cepa auxotrofica alanina dependiente de Pediococeus
cerevisiae, HERNANDEZ pudo mostrar, quizas con algo mas
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de dificultad, que la acumulacion de glutamato y alanina alre-
dedor de las colonias eran fendmenos simultaneos y que cuan-
do faltaba un aminoacido también faltaba el otro. La mayor o
menor produccion de aminoacidos antes sefialada quedaba ex-
plicada en funcion de la mayor o menor proporcion de indivi-
duos segregadores en la poblacion, como probaria URGELL en
1968, cuando llegamos a controlar las condiciones de crecimien-
to que determinan segregaciones de aminoacidos altas o bajas.

En este momento del desenvolvimiento del trabajo (1965),
se me plantearon nuevos e interesantes aspectos del problema,
antes completamente imprevisibles. En efecto, el subcultivo de
una colonia no segregadora daba lugar a una poblacién con ele-
mentos segregadores y no segregadores que por analisis colo-
nial con Leuconostoc mesenteroides P-60 no podia distinguirse
de la poblacién de la cepa C3 original. Lo mismo ocurria si
subcultivabamos una colonia segregadora de aminoacidos. En
todos los casos, llegabamos a una poblacion que daba por anali-
sis colonial una proporcion 4:6 de colonias de uno y otro tipo.
Por lo tanto debiamos llegar a la sorprendente conclusion de
que una célula segregadora daba una descendencia heterogé-
nea, al igual que otra no segregadora, lo cual esta en contra
del concepto generalmente admitido de cultivo puro como po-
blacién uniforme derivada de una sola célula por division bi-
naria. Era evidente gue las células de un tipo se transformaban
en las del otro y viceversa, sin que aparentemente el medio
tuviera ninguna influencia. ¢Es que las células sgt y sg— de
la poblacion de la cepa C3 difieren genéticamente? Entonces,
ccual seria esta diferencia y qué tipo de mecanismo genético de-
terminaria el referido cambio?

Por esta misma época, hacia 1965, se descubrio otro hecho
especialmente significativo, también en relacion al fendémeno
de la heterogeneidad colonial. Si se anadia «-cetoglutarato al
medio M, o se substituia toda la glucosa por este cetoacido, to-
das las colonias resultaban segregadoras. Trasladando con un
tampoén de terciopelo las colonias de M, a M, con e-cetogluta-
rato, pudo observarse que las mismas colonias no segregadoras
en el primer medio, eran segregadoras en el segundo. Este es
un método analogo al utilizado por LEDERBERG para mostrar
que las mutantes aparecen con independencia del medio am-
biente (19). El isocitrato y el citrato, que son los otros precur-
sores inmediatos en la biosintesis del glutamato, no producian
este efecto. En estos dos ultimos casos teniamos el mismo re-
sultado que con glucosa. Por lo tanto cabia pensar que en las
células sg - se producia mucho mas rapidamente «-cetogluta-

rato que en las sg— y que la velocidad de giro de todo el ciclo
del acido citrico no permitia utilizarlo en las primeras. Al acu-

— 19



mularse el cetoacido s€ producia glptamato y secundariamente
los demas aminoacidos antes referidos.

El analisis colonial con L. mesenteroides nos mostro el fe-
némeno de la heterogeneidad colonial y a través de éste pudo
abrirse una brecha para el analisis de la lesién bioquimica res-
ponsable de la segregacion de aminoacidos, tanto como para
la investigacion del condicionante genético de esta lesién

EL ANALISIS GENETICO '

Esta gengralmente establecida la conveniencia de cuantifi-
C?"f' los experimentos y las conclusiones obtenidas por induc-
cion por quanto con ello se hace mucho menos probable una
coincidencia al azar entre nuestras generalizaciones y el orden
caqsa.l de los hechos. Por esto, resultaba eficaz estudiar cuanti-
tativamente la descendencia de los elementos segregadores de
la poblaciéon de los cultivos de la cepa C3 en M,, tanto como la
de 1(_)s elementos no segregadores, en vistas al é'onocimiento de
la dlstribgcic’)n del caracter después de cada generacion y a la
gﬁﬁfer}te independencia de la misma con respecto al medio am-

Pra,ctiqamos diluciones de una colonia no segregadora has-
ta cqnsegplr inoculos gue no podian estar constituidos por mas
ggu d.}ez células por ml de M, liquido. La incubaciéon ulterior a

C. por un periodo corto, de 12 horas por ejemplo, mostraba
poblaciones con un porcentaje de colonias segregadoras muy in-
teresante. Examinando decenas de cultivos iguales de este tipo
se encon‘cré~ un gran numero de ellos con una fraccion nula o
muy pequefia de colonias segregadoras, muy pocos cultivos con
una fraccion proxima a la de la cepa paterna y un numero bas
tante elevado con un 100 % ¢ casi un 100 % de colonias segre-
gadoras. Esto mostraba que el cambio sg— — sgt ocurria al
azar, con independencia del medio y del tiempo de incubacion
i/oque unatvezt verificado se conservaba en la descendencia, por

menos tanto como el 2 A
10 menos & caracter no segregador de las células

En realidad, el estudio cuantitativo correcto lleva consigo
la determinacién adicional de la fluctuacion debida al azar del
p_orcentaje de colonias segregadoras, lo cual se consigue ha-
c;endo muc_has determinaciones de un unico cultivo del mismo
tiempo de incubacién iniciado con el mismo inéculo pero mu-
chc? mas concentrado. Este experimento es substancialmente
anglpg.o al llevado a cabo por DELBRUK y LURIA para el
apa11s1s <_ie las mutaciones de las bacterias virus sensibles a
virus resistentes, como cambio heredable que se lleva a cabo
con independencia del medio ambiente y con una pequefia y
definida probabilidad por célula y generacién (6). Ordinaria-
mente a este tipo de experimento se le llama prueba de la fluc-

20 —

tuacién y es susceptible de un tratamiento matematico que
permite conocer el riesgo de error e incluso determinar el valor
preciso de la velocidad del cambio genético. Los resultados ob-
tenidos por nosotros, después de las determinaciones experi-
mentales llevadas a cabo por GUINEA y HERNANDEZ, pu-
sieron fuera de toda duda que las células no segregadoras
daban lugar espontaneamente a células segregadoras, como €n
las mutaciones estudiadas primeramente por DELBRUK vy
LURIA. Sin embargo existia una salvedad en cuanto a que el
cambio genético tenia lugar aparentemente con una probabi-
lidad mucho mayor que la encontrada no sélo en las mutacio-
nes virus sensibles a virus resistentes sino en todas aquellas
otras descritas para las bacterias hasta el presente (3).

Los métodos utilizados para determinar la velocidad de
mutacion solo podian aplicarse de forma aproximada a nues-
tro modelo, precisamente debido a este valor tan alto de 1a
velocidad del cambio genético. En efecto, la aparicién de ele-
mentos segregadores solo podia detectarse y medirse por ana-
lisis colonial con Leuconostoc mesenteroides P-60, lo cual pre-
suponia la formacion de colonias con un numero suficiente-
mente alto de inviduos para que el cambio sg— — sgt ocu-
rriera en una fraccién importante de las mismas. Entonces
habria dos tipos de colonias segregadoras: unas derivadas de
células sg+ vy otras derivadas de células sg— Durante mu-
cho tiempo me esforcé en disefiar un experimento adecuado
para poder subsanar el error derivado de esta posibilidad en
la determinacion del porcentaje de individuos segregadores que
iba apareciendo en la descendencia de una célula no segrega-
dora.

Convenia saber de antemano la probabilidad de que una
célula no segregadora pudiera dar una colonia segregadora bajo
unas determinadas condiciones del analisis colonial. Esta pro-
babilidad se determiné revelando la poblacién de pequefias co-
lonias no segregadoras sin que mediara tiempo alguno de in-
cubacion y bajo condiciones muy criticas. Con ello ya se podia
utilizar la formula de DELBRUK y LURIA. = o
en la que r es la fraccion de colonias segregadoras, N el na-
mero total de colonias por placa, C el numero de cultivos ¥
a la velocidad del cambio fenotipico (6). Para ello bastaba
substituir los valores de a por a{l-P ), siendo P la referida pro-
babilidad de que una célula sg— diera una colonia segrega-
dora para unas condiciones definidas de revelado.

Pude también disefiar un nuevo tipo de experimento com-
pletamente independiente de la prueba de la. fluctuacion, con
el cual podia determinarse correctamente €l valor de a, el cual
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ha sido descrito detalladamente en varias ocasiones y que guiza
por su relativa complejidad, no sea apropiado hacerlo de nuevo
aqui (7). Se funda en determinar la frecuencia aparente de los
fenotipos cambiados simultaneamente en dos poblaciones iso-
nomicas de distinto tiempo de generacion. Entonces

2 - F1q a

a‘= y también  a‘=-—%

n2 nt
en las que F’ son las frecuencias aparentes de las células sg--
deducidas del analisis colonial, n el numero de generaciones,
a’ la velocidad aparente del cambio sg— — sg+ vy a y P los
valores antes referidos. De este modo se encontré, coincidien-
do con los resultados derivados del andlisis de la fluctuacion
y gracias a la pericia extraordinaria puesta de manifiesto por
GUINEA y HERNANDEZ, que el numero de elementos segre-
gadores de la descendencia de una célula Sg— era aproxima-
damente el que resulta de una probabhilidad de transformacion
fenotipica del 1 % por célula y generacion, por lo menos du-
rante las diez primeras generaciones.

También se hicieron experimentos parecidos que permitie-
ron mostrar que el cambio retrégrado sg+ — sg— tenia lugar
a una velocidad del mismo orden de magnitud y que partiendo
de poblaciones relativamente pequenas de células sg—, en unas
ocho a diez generaciones se alcanzaba el equilibrio entre elemen-
tos segregadores y no segregadores correspondiente a la frac-
cion de colonias segregadoras encontrada en la poblacién ori-
ginal de la cepa C3 de C. intermedium crecida en M,.

A la vista de los resultados obtenidos, se planteé una nueva
cuestion de tipo completamente general. ¢Era posible una mu-
tacion reversible con una velocidad del orden del 1 %, por
célula y generacién en los dos sentidos? Cuando nos formula-
mos esta pregunta, en 1966, ya se tenia conocimiento de otros
tipos de cambios de alta frecuencia en las bacterias, tales como
entre las dos fases de Salmonella typhimurium, cuya cinética
mostraba una velocidad de mutacién del 1 al 5 por 1.000 (24).
La explicacién de estos fenémenos encontrd una nueva pers-
pectiva después de la introduccin del concepto de episoma por
JACOB y WOLLMAN (13). Este concepto se habia desarrolla-
do sobre el estudio del factor F de fertilidad de E. coli K-12 y
sobre el fago-4. Sin embargo los autores referidos vieron que
estos casos debian ser ejemplos de un tipo de elemento gené-
tico mucho mas general. En la definicion original, se entiende
como episomas a los elementos genéticos que pueden estar pre-
sentes o ausentes en la célula ¥y que en el primer caso pueden
multiplicarse bien en forma auténoma o bien integrada con el
cromosoma bacteriano. Por lo tanto, la manifestacién fenoti-
pica de un cardcter episémico puede estar ligada tanto a su
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presencia como al tipo de su multiplicacion. En este lﬁtliréli
caso se justifica la formacién de una. descendencia f.e’no ip e
mente heterogénea con independgnma de la mp.tamon y del
medio ambiente y con un equilibrio entre las mismas, resu
interconversion. )
% dﬁalasegregacién de aminoacidos en C intermedlum’ C3 que-
daba entonces planteada como una propledE}d gue podia depe}’l-
der de la presencia de un ADN extracron?osomlco, el 9ua1 seg(;.n
el estado de multiplicacion condicionaria dos velomdades. is-
tintas de formacion de a—cetoglutgrgto y con ello los dos tipos
sgt+ y sg— detectados por el analisis colomal.' . o gl
Estoy convencido de que la etapa de lg mveshgacxor}

factor S de C. intermedium que estoy descrlblendo: constltus(zie
lo que podriamos denominar el paso a”su mayoria Qe eda; .
Coincide este momento con la terminacion de tres tesis docto-
rales al respecto, las de GUINEA, CLOTET y HERNANDEZI.
Por otra parte, coincide también con el momento en que e
tema y la problematica empiezan a llarpar ’1a atencxpn fugra
de nuestro ambito de trabajo. Esto constituvd para mi una im-
portante oportunidad que no podia defsa}provecharr. La .secu'e}n—
cia experimental y la estructuracion loglca. de la lnves‘glcge?é(;%g
empezaban a ser verdaderamente complejas y era n ©
someterse a una critica continuada para asegu’rgr que 1_,nueb
tros resultados y conclusiones pudieran ser explicitamente ob-

jetivos.
VERIFICACION DEL MODELO EPISOMICO

I — La eliminacion del factor S

Si la segregacion de aminodcidos en la cepa C3'e.staba de-
terminada por un episoma, parecia necesario admitir que se
hallaba presente tanto en las formas seg{egadorgs como en la§
no segregadoras. De otro modo no pOd'la explicarse por que
los cultivos iniciados con muy pocas ’cel}llas 5g— dabap, urclla
descendencia que terminaba por ser idéntica a la poblacmrtl. e
origen en cuanto a la fraccion de ele’:me_ntos de uno y otrq 1p’c1)ri
Un elemento S—, sin episoma, sgrla, i;bnca,paz de dar ningu

egregador en la descendencia.

elemﬁzzoc;uglasgsg— y sgt+ de la poblacion de.la cepa C? en M11
debian diferir por tener en un caso €l material eplsorplco mlé -
tiplicandose autonémicamente y en el otro en for’ma.mtegra .a
con el cromosoma bacteriano. Se sabia que 'los plasmidos o.epl-
somas en estado autonomo son mas sensibles al anaranjado
de acridina que el ADN crqmosémicq (10—11-)’. De es’iie_ I;IOdCOOISOe-
podian eventualmente eliminar por incubaciéon con dicho
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rante a una concentracién que no afectase la multiplicaciéon

cromosomica.
Pensamos que en la descendencia de una célula sg— el

numero promedio de episomas poOr célula tendria que disminuir
si se desarrollaba en p_rgsencia de anaranjado de acridina. Si
esto era asi, la probabll{dad del cambio sg— — sg+ por célula
y generacién debia disminuir sensiblemente. Llevados por esta
idea, decidimos repetir los experimentos anteriores de la deter-
minacién de la velocidad del cambio fenotipico por el métod
de las po‘placiones isondmicas, pero incubando con 10 ot
de anaranjado de acridina, encontrandonos que efectiva&%ﬁ?l
el val.or de; a disminuia drasticamente. En realidad se hacie
gegatlvo, si blgn esto solo queria significar que la probabilidaz
li:isq%gltl)lr?gl celuﬁl Sg— diera una polonia segregadora al ana-
pols colomal j: aggm hechq decididamente mas pequefia. Te-
e A vo tipo de .celulas'sg—, todavia reversible pero
ecesitaba una larga incubacién en el medio M. sin colo-
ran'te. pgra dar elementos segregadores y ﬁnalmenteI 1lle
equilibrio de la poblacion original. gar af

rime];(;zlrgsulltaiqs referidos constituyen el primer apoyo expe-
e la hipdtesis episémica del factor S A
_ s . Ademas, ellos
Z\;gggindq?e lg fqrmacmn dc? un elemento sg+ supone la inte-
o elemegt plasrrildo y que éste tiene lugar cuando el ntimero
08 auténomos por célula es suficient
‘ emente alto.
S;)bre estas 1deas. pude hacer un modelo episémico del factor S
que i)uege respmlrse en las siguientes dos proposiciones:
estad(.)' tas celulas sg+ tienen el episoma multiplicandose en
condiciz)rxz eesgrado y gn un locus relativamente inestable. En estas
Se produce mas o-cetoglutarato '
absorber el ciclo del acido citri i e e buede
. citrico y se elimina gluta;
m
extex;or.E ?n estosd elementos sg+ no hay episomas iuténo?rfgs o
. paso de la forma integrada de ipli i6 .
; . It multiplicacion a
Satgtltor%;)rﬂr;a ",c;e;nsesu expresion fenotipica en la conversion sg+ —lf
. encuentra el factor S en estad ¢
multiplica mas rapidamente o Do, S
que el cromosoma bacteri
lo cual el numero 3 tendose coda
por célula va aumentando, haciénd
vez mas alta la probabilidad de int i6n, onoreriao
s A ] egraciéon, Con anaranjado
d.e’ acrldma'se inhibe la multiplicacién auténoma y la intefgraf
cion sobreviene un acontecimiento mucho mas raro.
o pe acuerdo con esta hipotesis, cabia esperar que por incu-
tenégndgrrgé(r);gg:dsa eglta{laranjado de acridina pudiéramos ob-
— totalmente irreversibles, libres del epi
. » . ’ ls
bor I(?SE%;{%%%S expgmencxas llevadas a cabo en tal Is)er(l)tinilaa
_ condujron a un resultado i :
obtuvieron poblaciones en las Alisi ot
: ! S que el analisis colonial revelaba
gn t1;ncr§~nr1en‘to de las formas segregadoras. Ello era claramente
ontradictorio con los resultados obtenidos por GUINEA y
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HERNANDEZ. Esto ocurria hacia el afo 1967, cuando GUE-
RRERO iniciaba su tesis doctoral y tardo bastante tiempo en
convencerme, después de las convenientes reiteraciones, de que
realmente no era el tipo de resultado atraviliario obtenido fre-
cuentemente por los aprendices O por ciertas personas que evi-
dentemente no han elegido bien su actividad. Pero pudo com-
probarse que efectivamente era cierto.

Estudiando todos los detalles de los experimentos contra-
dictorios, me di cuenta de que HERNANDEZ habia utilizado
inéculos muy pequefios procedentes de una colonia no segre-
gadora en relacién con los utilizados por GUERRERO. En-
tonces la probabilidad de encontrar un elemento sgt en la
poblacién de partida era mucho mayor. De este modo el resul-
tado de GUERRERO so0lo podia ser consecuencia de que en el
medio M, con anaranjado de acridina, se multiplicasen mucho
mas rapidamente las células sg+ que las células sg—. Luego el
propio GUERRERO dio la confirmacion experimental comple-
ta de estos supuestos, si bien a la seleccion de los elementos sg+
mediante anaranjado de acridina la seguimos llamando efecto
paradojico del OA.

El efecto paraddjico del OA, junto al efecto normal, nos
permitio obtener poblaciones tan grandes como quisiéramos,
formadas fundamentalmente bien de elementos segregadores o
bien no segregadores. Esto constituyo el primer fraccionamien-
to llevado a cabo con éxito de los dos componentes de la po-
blacion de la cepa C3 ¥y resulté de extraordinaria importancia
de cara a los analisis enzimaticos que requieren suficiente ma-
terial de partida. Josefina VALOIX se especializé durante
algun tiempo en preparar y mantener poblaciones que daban
un 100 9% de colonias segregadoras y un porcentaje nulo de
las mismas. Esto fue extraordinariamente util para los traba-
jos que entonces estaban llevando a cabo GUERRERO y UR-
GELL. Sin embargo no habia forma de conseguir una Sg—
irreversible. Como sea que las poblaciones muy tratadas con
anaranjado de acridina crecian cada vez peor, pensamos que
las células S— se desarrollaban tan mal en M, que su aisla-
miento resultaba poco menos que imposible.

Afortunadamente, después de una paciente labor, Josefina
VALOIX consigui6é obtener cultivos no segregadores originados
aparentemente de la descendencia de la cepa C3 tratada con
anaranjado de acridina. La obtencion de estas cepas S— ha
sido repetida por Josefina VALOIX y reproducida por VA-
LLESPINOS y JOFRE. Realmente esto constituye un punto
muy importante en la confirmacion de la naturaleza episémica
del factor S y como tal nos propusimos examinarlo a fondo.
En primer lugar observamos que estas cepas S— diferian de
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or la ausencia de} _ca‘récter segregador .sino
. teristicas fenotipicas. Eran tan sensibles
por otras varias carl’jg no podian crecer en muchos medios que
a las sales blhag(;s]oq factor selectivo de bacterias entéricas. Fl
las .contle?ngCH-LEIFSON mostraba que las cepas S— habian
rr;(éli%odela capacidad de utilizar anaerébicamente la glucosa
5 daban un resultado parecido al de Acromobacter, Flavobac-
terium y otros miembros de la familia de las acromobacteria-
ceas (12). GUERRERO mostré aue habian perdido la sensibili-
dad a una serie de fagos aditivos sobre la cepa C3 y que se
hacian extraordinariamente mdas sensibles a la radiacién ultra-
violeta, tanto como las mutantes s-UV sensibles de B. subti-
lis (21). En realidad este aumento de la sensibilidad a la ra-
diacién ultravioleta ya tenia lugar en las poblaciones reversi-
bles de elementos no segregadores y es un dato muy intere-
sante gque mas tarde nos ha llevado a hacer experimentos con
ADN fagico irradiado gue muestran que el factor S en estado
integrado determina una importante capacidad restauradora
de las lesiones fotoquimicas producidas en la molécula de ADN.
La estructura microscépica de las células S— y sus propieda-
des tintoriales difieren de la cepa C3. VIVES puso de manifies-
to al microscopio electrénico la existencia de una gran canti-
dad de intrusiones membranosas que no se encuentran en la
cepa paterna.

Todos los hechos referidos tenian un caracter verdadera-
mente espectacular: la eliminacién de un factor episémico pre-
sentaba unas implicaciones taxonémicas y fisiol6égicas de una
profundidad sin parangén con los otros episomas conocidos
hasta el presente y no implicita en el concepto comunmente
admitido de estos elementos genéticos.

Pronto llegué al convencimiento de que de ser ciertos, los
resultados obtenidos tenian realmente un gran interés. Por ello
procuré concentrar todos nuestros esfuerzos, a pesar de la na-
tural impaciencia de algunos de mis colahoradores, en la rigu-
rosa comprobacién de los mismos. Fn 1969, obtuvimos las pri-
meras cepas S— que se han seguido subcultivando hasta el pre-
sente mostrando que efectivamente el caricter segregador se
ha perdido, que han sido definitivamente curadas. Ultimamen-
te JOFRE ha obtenido nuevas cepas S— con anaranjado de
acridina y con bromuro de etidio y también después de selec-
ciéon fagica. Todas las cepas S— tienen una fundamental uni-
formidad. Sin embargo, VIVES ha podido aislar del suelo cepas
naturales que son fenotipicamente parecidas a las células S—.
Por lo tanto, decidimos obtener una serie de mutantes auxo-
troficas de la cepa C3, con marcadores cromosomicos que per-
mitieran seguir sin lugar a dudas toda su descendencia. Estas
cepas fueron tratadas por los métodos anteriores para eliminar

la cepa C3 no solo p
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— dian identificar sin
el factor S y obtener cepas S— que se po !
duda alguna como descendientes de la cepa'patern‘a por lqs co
rrespondientes marcadores. Todo este trabajo ha .suio rgahzado
prillantemente por JOFRE, uno de los ultimos investigadores

enrolados en la aventura del C3.

VERIFICACION DEL MODELO EPISOMICO

IT — Transferencia infecciosa

En el primitivo concepto de JACOB y 'W’OI_..LMAN ( 13),lla
manifestacion fenotipica de un caracter §p1somlco e_n la pobla-
cién puede depender tanto de su presencia o] ausenmai conflocéioei
su multiplicacién en estado autdénomo 0 .1¥1t.egrado. os fa :
res R de resistencia acoplada a los antibioticos son elemel? c(l)s
de tipo episémico que solamente se han e’n(?ontrado en es ato
auténomo y al parecer este caso no €s unico (25). Por esto,
HAYES ha considerado la conveniencia de restaurar la denlg;
minacién de plasmidos establecida primgramente por LEDE ’
BERG (18), para designar a cualquier tipo de elemento gene-
tico extracromosémico, reservando el nombrg dg episomas Igagi
aquellos que pueden alternativamente multiplicarse en esta
i , téonomo (8-9). .
mtegﬁig% ?11(13 se incluye en la deﬁr}icién inicial dg ep(lisomla:
una de las caracteristicas mas consmcuas -de este tipo e’ et er
mentos genéticos es la de poderse trar}smltlr comq un c?'raci(; _
infeccioso. Una forma simple de definir la herencia dg’ 1pc;1 "
feccioso seria la de aquellos caractpres cuya penetracion ;Cién
poblacién se hace con independenmg del tiempo de genler m&
La denominacién de herencia infecciosa corresponde a S srelz e
janza con los fenémenos epidémicos, ’pe~ro resulta tlam 11e e
ineiante a la difusion de las car_acterlsplcgs cul’;uéaleﬁéngmeno
cor}esponde a un tipo de mecanismo distinto al de

mfel(ij(in;zc()ztor F de E. coli K-12, el ’fago-}.. los factore;s R ge Cr;lé
chos factores col, dan lugar a fenom'enos dfe ’he'renma, in o
sa. Se conocen otros caracteres de 'm'po ep1§om1co quf n(; pie~
sentan fenomenos de herencia infecclqsa e mclgso es '% (1)) n;);) -
dad puede perderse para un tino definido 'de 'emsorpa. omo o
integracion, la capacidad de t’ran_sferenc.la m]%ac;z;cgsatoaos na
pro‘p'iedad facultativa de los pl.asrmdos. Sin em argo, 0008 1o
fenomenos de herencia infecciosa e’n las bacterias, Cf)' 1o
hasta el presente, son debidos a p}asmldos. L.a recom 11:1’13 o8
genética por conjugacion esta vehlcuhzafia por un fac ;)r enpte
somico de transferencia y puede. con.suzler'arse formalm
como un caso particular de herencia episomica.
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En el analisis genético del factor S de Citrobacter inter-
medium C3 se llevd a cabo la determinacién de la velocidad a
con la cual aparecen elementos segrezadores en la descenden-
cia de un elemento no segregador. Ya he sefialado que utili-
zando dos caminos independientes se llega a la conclusion de
que esta velocidad es del orden de 1 por cada 100 células en
cada generacién. Entonces cabia precuntarse si en esta rapida
aparicion de elementos segrecadores intervenia o no un fené-
meno de tipo infeccioso. Para elln hicimos nuevas determina-
ciones del valor de a bajo condiciones en las cuales la infec-
cion nudiera ser excluida o drasticamente disminuida. Se sabe
que para la transferencia infecciosa de lns plasmidos se re-
quiere la formacién de un puente intercelular o fimbria sexual
entre fiador vy aceptor, l4abil a la agitacién mecanica. Por ello
se aplicé el mismo método de las poblaciones isonémicas, so-
metiendo los cultivos a una fuerte aegitacién no turbulenta du-
rante 1a incubacién. Encontramos aue para tiempos de alrede-
dor de diz generaciones. el valor de a se habia hecho practica-
mente nulo y, como era de esperar. sin aue se modificara el valor
qe P. Esto suministraba una evidencia notable en favor de la
intervencién de un fenémeno infeccioso en la formacién de
ele:ment.os segregadores v con ello una nueva e independiente
evidencia de la naturaleza episémica del caracter.

”Ante el resultado referido se me desvelé una pertinaz ob-
Seslon por conseguir la transferencia infecciosa de la propiedad
de_ seereéear aminodcidos a una cena hacteriana distinta v con
ev1dgnc1a de que nunca pudiera presentar por si misma dicha
vroviedad. Desnués de una prosneccién relativamente tediosa,
encontl:amos gue la cepa ATCC 11066 de Paracolobactrum in-
termedium podia constituir un material adecuado.

La cepa referida de Paracolobactrum es capaz de crecer en
el mismo medio M. y es suscentible de analisis colonial con
Leuconostoc mesenteroides P-60, dando regular y constante-
mente colonias que nunca acumulan glutamato a su alrededor.
Por otra parte, un cultivo mixto de P. intermedium y C. inter-
medium C3 ge puede separar facilmente sobre el medio de
Me. Conkey, debido a que la fermentacién de la lactosa se
lleva a cabo a ung velocidad muy diferente en uno y otro caso.
Todos estos datos fueron establecidos por SANCHO y GUE-
RRERO vy con ellos pudimos llevar a cabo con GUINEA el de-
seado experimento critico. Después de la incubaciéon mixta de
las dos cepas bacterianas referidas, separamos las colonias de
Paracolobactrum sobre Mec. Conkey, trasladandolas a placas
con M‘, ¥ alli se llevo a cabo el andlisis colonial con la cepa
auxotrofica P-60. Analizamos varios miles de colonias, encon-
trando uUn gran ntimero de ellas que acumulaban glutamato a
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su alrededor. El subcultivo de estas colonias mostro que esta-
ban constituidas por individuos segrfegadores ¥ no segregado-
res, pero a diferencia de 1o que ocurria en la cepa C3, el nuevo
subcultivo de las colonias segregadoras daba lugar a poblacio-
nes homogéneas de individuos segregadores.

La transferencia del factor S a Paracol_qbactrum es un ex-
perimento de gran valor para la confirmacion dej modglo epi-
somico. En primer lugar porque como todo buer‘l experuneptf)
de contraprueba, reduce al absurdo toda alternativa de la hipo-
tesis de partida. Pero ademas, €s que resulj;a ser upo qe aque-
llos experimentos afortunados que ysalen siempre limpiamente
pbien. Tanto es asi que desde el aflo 1’969, todps 108 almos
gue cursan Ampliacion de Microbiologla conmlgp, han tenido
1a oportunidad de hacerlo repemdamentg CQH_eX{to. .

La transferencia del factor S por via infectipsa, nos. hizo
pensar en la posibilidad de revertir las cepas S de C. inter-
medium C3 al tipo salvaje. En los primeros EXperlmentos, Jo-
sefina VALOIX intento utiliza; como dador lu misma cepa
salvaje muerta con estreptomicina o muerta Por el calor. La
gran resistencia a la estreptomicina de la cepal,rog mzo_}nutll
la primera posibilidad, st blen 1OS condujo a la obtencion de
cepas sgt con un locus de’ integracion mucho m% estable que
el correspondiente a las células sg+ de la poblacion p'aterna y
probablemente analogas a las cepas S8 de lasd boblaciones en-
riquecidas con anaranjado de acridina. Con dadgres muertos
por el calor se obtuvieron cepas que aparenteme(nte resultakgan
de la reversion S— — ST. Sin empargo ios resultagos no podian
considerarse completamente criticos pf)rque’ gl efectq letal no
es rigurosamente el 100 %. La reversion critica hg sido conse-
guida mas tarde por JOFRE, utllAlzando' cgpas dadora‘s y acep-
toras con marcadores cromos()m‘lcos dlstlntqs, obtenidas pre-
viamente por tratamiento con nitrosoguanidina. o

La propiedad de la cepa C3 de acumul'a’r aminoacidos en
el medio es una caracteristica’quya expresion depende de la
presencia de un elemento genetico en un definiqo estado de
multiplicacion dentro de la célula, por cuapto ¢n otro estadp
puede hallarse dentro de la misma Sin ma@festarse_ Ppede el}-
minarse sin afectar la viabilidad ’de -la ce}ula hacteriana. Fi-
nalmente puede transferirse por v1’a mfeccmsa.. En copsecuen—
cia, después de unos diez afios, podlamos concl‘ulr que sin lugar
2 dudas el factor S era un nuevo tipo de episoma,

EL MECANISMO BIOQUIMICO

Ya he senalado que desde el afio 1965, sahiamos que el
-cetoglutarato en el medio hacia que todas las colonias se
;lnostraran uniformemente segregadoras de glutamato. Aparen-
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temente los elementos sg- y sg— no diferian en esta caracte-
ristica fenotipica en presencia del cetoacido, dando lugar a lo
que se llama una fenocopia. Esta hipotesis abria una posibili-
dad a la explicacién bioguimica del mecanismo de segregacion,
pero su fundamento no era completamente critico, ya que el
crecimiento podia tener lugar sobre elementos sg+ que se for-
man muy rapidamente a partir de poblaciones pequenas de
sg—. Desde las célebres discusiones de HINSELWOOD vy RYAN
acerca del origen de la variacién bacteriang, (16), todos los mi-
crobiologos sabemos cuan dificil es eliminar un crecimiento
basal capaz de dar lugar a las formas que seguiran desarrollan-
dose. Recientemente JOFRE, ha podido mostrar la autentici-
dad de la fenocopia inducida por el a-cetoglutarato al verificar
que todas las cepas S— también segregan glutamato en su pre-
sencia. Este resultado excluye asimismo la posibilidad de que
la diferencia entre las células sg+ y sg— se derive de una dis-
tinta capacidad de utilizar el aminosacido.

En las células sg+ hay una sobreproduccién relativa de
glutamato que solo parece depender de la conversion de isoci-

trato a o-cetoglutarato por el sistema de la isocitrato deshidro-
genasa. O bien se produce mas enzima, o bien una isoenzima
mas eficaz.

En 1968, URGELL puso a punto la determinaciéon de la
actividad ICDH-asa NADP-+ dependiente en preparados solu-
bles de C. intermedium C3. Entonces pudo poner brillantemen-
te de manifiesto que de acuerdo a lo que se habia previsto, la
actividad especifica de esta enzima presentaba una estricta co-
rrelacion con la fraccion de elementos segregadores de la po-
blacion. La actividad de las poblaciones enriquecidas en ele-
mentos segregadores era mas de dos veces superior a la de las
cepas S—, siendo intermedia la correspondiente a la cepa C3.
E] trabajo de URGELL fue sélo posible después de desarrollar
las técnicas de fraccionamiento de la poblacion de la cepa C3
y de la obtencion de las cepas S—. En realidad constituye una
feliz incidencia del andlisis genético y bioquimico de la segre-
gacién de aminoacidos por la cepa C3, que durante varios anos
se llevaron a cabo en lineas independientes de investigacion.
Pero, el experimento critico mas brillante llevado a cabo por
URGELL esta constituido por el andlisis enzimatico en Para-
colobactrum intermedium ATCC 11066, antes y después de la
transferencia infecciosa del factor S. También en este caso
junto a la adquisicion de la propiedad de segregar glutamato
se doblaba la actividad ICDH-asa NADP-- dependiente espe-
cifica.

Josefina VALOIX continud el analisis enzimético iniciado
por URGELL, pudiendo aportar considerable evidencia en favor
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de la conclusion sugerida por el primero acerca de que en C. in-
termedium C3 y posiblemente en todas las .bacterl'as no se en-
cuentre ICDH-asa NAD-+ dependiente, a dlferellcla de l.qs or-
ganismos superiores que tienen las rdos enz.lma's_.‘Tamblen §e
dejo sentada la base de un polimornsmo enzimatico en el S1s-
tema de la ICDH-asa NADP-+ dependiente en el grp.po ente-
rico, dentro del cual se encontrarial Laismcorrespondlentes en-
zimas de los elementos sg+ y Sg— que ‘ameren ligeramente en
el pH oOptimo, que son innuidas en distinto ~glj‘a..do por la fuerza
ionica del medio y que tienen distinta sensibilidad al glutama-
to vy a la alanina como COIrepresores. ‘ .

Al parecer, en la cepa C3 so0lo puede cqnsegulrse una’e. caz
reoxidacion del NADPH-+H- en condiciones anaeroblcajs,
cuando coxeiste un exceso de a-cetoglutarato cgpaz de reducg*—
se a glutamato. De lo contrario, la fermeqtacmn de los azu-
cares no puede proseguir y posiblemente ésta es una buena
razon para comprender que el factor S se haya estabilizado en
poblaciones naturales de C. intermedium C3. .

En realidad, el tactor S solo es activo cugndo se multipli-
ca en estado integrado. En estas condmior;es induce la forma-
cion de una ICDH-asa NADP-- dependiente capa; de degarro-
llar una actividad especitica mayor. Esto permitia exclu}r tun
cambio de aleios estructurales y llevaba a pensar en la 1n( el)“-
vencion de genes del tipo del operador (O) o del promptox; CII)‘O:
gue so6lo pueden ser efectivos cuando se hal}an en el mlsmt v
mosoma que los genes estructurales del npgpo qper(‘m, es on,
cuando se encuentran en la llamada pqsmlon cis. En posmflgc-
trans, cuando se multiplican autonomicamente, no son €

0S. .
tw Como en el operon de la ICDH-asa NADP-+- dependu?nti
de las ceélulas S— ya depen haber los genehs’ Oy P cromo;orlrlle-
cos normales, cabe pensar que la integracion d¢1 factor o
varia a cabo la sustitucion de uno u otro de e%los rezpec (; >
mente por los O’ o p’ transportado’s por el mismo. orrtlener
factor S no es activo en estado autonomo, no pugde cc:nad o
el gen estructural y probablemente tampqco el genb pbler‘ngn“
cente. Este razonamiento me llevo a conglulr que probable o
te el cambio enzimatico seria consecuencia de un efe?to cis
factor S por sustitucion epistasica del gen O por el‘ 0 . del cam-

Yo pienso que ustedes se habraq podido apercibir de da "y
bio de nivel logico que se ha expenmenta.do a lo }argoc3e >
investigacion del factor S de .Citrobacter 1ntermed1ux}1}1 ,SOS
acuerdo a como acabo de referirla. Q’omo en otrog muc 0s ga o
general en toda evolucién del conocimiento cienti

uiza en - i
y 4 eso en nuestra comprension de los hechos va unido

fico, el progr
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a una abstraccién creciente de nuestras ideas. Con los .modelos
abstractos podemmos realmente‘llegar a un control sutil de las
relaciones causales. Pero al mismo tiempo aumenta la dificul-
tad intelectual de comprensién, sobre todo para las personas
no especializadas. Cabe incluso preguntarse si entonces el co-
nocimiento cientifico se escapa de lo que puede denominarse
nuestra realidad subjetiva. Los progresos que en general se han
hecho por el camino de la abstraccién cientifica son conocidos
de todo el mundo, pero uno se resiste a admitir la disociacién
entre nuestra vision existencial del mundo exterior y el mundo

abstracto de la ciencia. Como sea, no parece haber duda que
la realidad exterior sélo se doblega a este ultimo.

EPILOGO

La investiganion del factor S de Citrobacter intermedium
puede ser una buena historia, precisamente porgue ahora nos
estamos apercibiendo que las consecuencias de los hechos e
ideas contenidos en la misma son ya realmente otras historias.
En ella se han vivido distintas y diversas emociones. Particu-
larmente para mi, las de mayor intensidad intelectual han
sido las relativas al analisis de la fluctuacion, al desarrollo del
método de las poblaciones isonomicas, al del mecanismo gené-
tico y al de alguno de los otros aspectos mas esotéricos de la
misma. Me acuerdo que, cuando en mis anos de estudiante,
poco antes de entrar en la Universidad, lei los experimentos
de MILLIKAN relativos a la determinacién de la carga abso-
luta del electron, quedé emotivamente conmocionado. Luego
pensé que nada habria de mas hermoso que poder llegar a
hacer cosas semejantes, por lo menos semejantes en el estilo
—esta magica conjuncion de profecia, légica e ingenio—,
aunque no alcanzaran la magnitud y trascendencia de aguel
célebre trabajo. Quiza es ésta la razén de que en los aspectos
antes referidos de la investigacion sobre el factor S encontrara
las mas intimas satisfacciones. Otras facetas del trabajo me
han proporcionado singular e insolita sensacion de poder: pen-
sando como unas bacterias al multiplicarse segregan amino-
acidos al medio, encuentro el procedimiento de curarlas defini-
tivamente y, a la vez, me hago capaz de comunicar a voluntad
esta «enfermedad» a otras bacterias que nunca la habian pre-
sentado; creo que esto es sencillamente maravilloso. Finalmen-
te debo confesar que otros aspectos han sido bastante duros y
fastidiosos, como la descripcion inicial del fendémeno, el ana-
lisis enzimatico y el fraccionamiento de la poblacién con ana-
ranjado de acridina.
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No se habra escapado a ustedes que todo el trabajo ha sido
mayormente consecuencia de una deliberada estrategia educa-
cional. Buena prueba de ello la constituyen las siete Tesis Doc-
torales que se han llevado a cabo en el curso del mismo y el
numero relativamente elevado de post-graduados que se han
formado, algunos de los cuales ya tienen, segun creo y como
vulgarmente se dice, buenas alas para volar. Con ellos ha sido
posible vivir experiencias humanas extraordinarias, no todas
agradables ciertamente, pero reconfortantes en su mayoria y
en algun caso verdaderamente fascinantes, como en la confe-
si6n espontéanea y sincera de que seguir haciendo cosas como
esta seria su camino.

Los colaboradores constituyen una fuente inestimable de
inspiracién, peroc a veces es también necesaria la que proviene
de un nivel mas superior, como en este trabajo lo ha sido
particularmente la que ha llegado de los profesores PRE-
VOSTI en cuanto al analisis genético, SOLS en relacion al
mecanismo bioquimico e INGRAHAM con respecto a la verifi-
cacion del modelo episomico. Pienso que sin ellos en algunos
momentos no hubiera podido salvar por mi mismo el riesgo de
que la investigacion decayera y se estancara. En todo caso’estas
interacciones entre maestros y discipulos han sido para mi muy
favorables si no imprescindibles para alcanzar el grado de ten-
sién intelectual que requiere la creatividad cientifica.

Es posible pensar que los factores F de fertilidad, R de
resistencia a los antibiéticos y las colicinas sean ejemplos muy
particulares de episomas, a través de los cuales haya resultado
mas facil llegar al conocimiento de la misma existencia de
estos particulares elementos genéticos de las bacterias. Existen
ahora crecientes indicios de que los episomas puedan tener un
alcance mucho mas general para la flexible fisiologia bacte-
riana. En este caso, yo espero que la historia del factor S de
Citrobacter intermedium C3 que acabo de relatar, pueda repre-
sentar para ustedes una perspectiva convincente en relacion al

desarrollo de estas nuevas ideas.

Muchas gracias.
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