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Excmo. Sr. Presidente,
Iltres. Sres. Académicos.
Señoras. señores:

P R , E A M B U L O

Al recibir la notificación preceptiva del encargo del discur-
so inaugural correspondiente al presente Curso Académico, me
apercibi que habían transcurrido prácticamente diez años desde
que tuve el honor de dirigirme solemnemente a esta ReaI Aca-
demia con motivo de mi ingreso como miembro de número. En
aquella ocasión, tuve la suerte de poder ofrecer a la misma un
aspecto de mi trabajo claramente relacionado con las inquietu-
des de la investigación farmacéutica. En cambio, ahora resul-
taría mucho más difícil para mí hacer aigo semejante. Creo
que esto es debido principalmente al hecho de que muy poco
después de aquella para mí señalada fecha, tomara posesión
de la Cátedra de Microbiología de la Facultad de Ciencias de
la Universidad de Barcelona, con la consiguiente reorientación
de mi actividad hacia un plano de investigación más básico,
al que sin interrupción 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 r<Prospección de antibacterianos de síntesis> de
ayer, pero especialmente representativo de la índole 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
consideración de ustedes, la perspectiva de la investigación del
factor S de Citrobacter intermedium porque pienso que consti-
tuye un ejemplo particularmente interesante del desarrollo de
una problemática científlca sorprendentemente expansiva.

I"A ACUMULACION DE AMINOACIDOS
EN EL MEDIO DE CRECIMIENTO

El punto de partida de cualquier tipo de investigación cien-
tíflca es la toma de conciencia de determinados hechos. En el
caso que nos ocupa, el inicio se encuentra en el fenómeno de
la acumulación de aminoácidos en el medio de cultivo a lo lar-
go del desarrollo bacteriaro.

Se ha dicho que PASTEUR, THENARD y DUCLAUX, fue-
ron los primeros en señalar este fenómeno ( 14 ), pero al pare,
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cer no mereció especial atención hasta mucho más tarde. La
acumulación directa en un medio sin aminoácidos ni precurso-
res preexistentes no parece haber sido consignada hasta 1g50,
cuando DAGLEY y colaboradores, en un modesto trabajo rea"
Iizado en el Departamento de Bioquímica de la universidad
de Lets, refieren que E. coli y a. aerogenes, acumuran en er me-
dio durante el crecimiento, cantidades medibles de histidina.
aspartato, glutamato y alanina (s). con anterioridad, se había
descrito la conversión bacteriana d.e o-cetoglutarato en gluta_
mato que se acumula en el medio ( 1). posteriormente a 19s0
y hasta 1955, se encuentran otras referencias parecidas con re-
Iación a distintos organismos, pero a lo largo de estos años y
especialmente más tarde, toda la literatura cientÍfica al res¡rec-
to queda absorbida por los trabajos rerativos a Ia producción
industrial de aminoácidos por microorganismos. euiz¿ eI punto
de partida de esta etapa lo constituya la producción de Llisina
a partir de diaminopimelato (4).

ASAr en 19bT aisla una cepa de Micrococcus varians que
acumula hasta 3 g7l de l-glutamato, desarrollándose en un me-
dio totalmente minerar (D. KrNosHrrA (15), después de un
amplio trabajo de prospección, aisla la cérebre cepa de Micrococ-
cus glutamicus con ia que llegarÍa a una produciión directa de
aminoácido que permite alcanzar concentráciones en el medio de
20 gil. A partir de 19s8, se extiende en todo el mundo el inte-
rés por el estudio de este tipo de fenómenos, especialmente con
vistas al posible d.esarrollo de procesos de producción de ami-
noácidos por fermentación, de interés económico. son conocr-
dos los resultados extraord.inarios conseguidos en esta dirección
y no me propongo insistir aqui sobre ellos.

La producción de grandes cantidades de aminoácidos du-
rante el crecimiento bacteriano, constituía también objeto de
curiosidad científica con relación a otra perspectiva. Las bac-
terias que se desarroilan sobre un medio 

-mineral 
con glucosa

como fuente de carbono y energia, producen los distintos ami-
noácidos necesarios para Ia síntesis proteica en una proporción
que no excede a la capacidad de esta úItima, encontrándose
presentes en el medio inüerno celular en cantidades muy peque
ñas, como pone de manifiesto er anárisis de la rracción ácidosoluble del desarrollo bacteriano. La glucosa utilizada se resuel-
ve armónicamente en dos fracciones: la que produce energÍay la que se halla en ras subunidades para la biosíntesis. uno delos aspectos más característicos de lá integración de la activi-
dad quimica totar de la bacteria es er que estas dos fracciones
estén siempre equilibrad.as.

El equilibrio antes referido, presupone ra existencia de me-
canismos de reguración bioquÍmica y por lo que hace referencia
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a la sÍntesis de aminoácidos, en Ia época antes aludida en la
que se produjo la explosión del interés por las investigaciones

sobre producción microbiana de aminoácidos, se pensaba que

la adición de un aminoácido particular al medio producía la

inmediata supresiÓn de su sÍntesis. De este modo sólo se segui-

rían produciendo los aminoácidos que no forman parte del me-

dio de cultivo.
De acuerdo con los conceptos que acabamos de referir re-

lativos a Ia integración de la actividad quimica y regulación

de la sÍntesis de aminoácidos por inhibición por el producto

final, la liberaciÓn de grandes cantidades de uno o varios ami'

noácidos al medio duránte ei crecimiento, constituye un hecho

totalmente incomprensible. ¿cuál es la lesión bioquÍmica res'

ponsable de este fallo de Ios mecanismos de regulación y cuál

Ls eI soporte genético del mismo? En realidad fue esta Ia pro-

b l e m á t i c a q u e n o s i n t e r e s ó p o r e l f e n Ó m e n o d e l a s e g r e g a c i ó n
bacteriana de aminoácidos.

LA CEPA C3 COMO MODELO

A mediados de 1960 iniciamos con GUINEA y CLOTET' la

b ú s q u e d a d e u n m o d e l o a p r o p i a d o p a r a e l e s t u d i o d e l a s e g r e .
gaci-ón bacteriana de aminoácidos. En realidad esta búsqueda

f,onia a prueba una premisa establecida tácitamente: las bac.

ierias segregadoras de aminoácidos no constituyen un art'e-

facto de laboraforio ni un fenómeno rigurosamente excepcio-

nal. Por Io tanto, deberán poderse obtener con cierta probabi-

l i d a d a p a r t i r d e m e d i o s n a t u r a l e s y s i e s t o r e s u l t a c i e r t o , e s
que esta, caracterÍstica puede tener algún valor adaptativo' ya

q u e a e l o c o n t r a r i o , h a b r Í a s i d o t o t a l m e n t e e l i m i n a d a p o r s e -
licción natural. De este modo, un resultado favorable en Ia bús-

quedadeunnuevomode lodeeste t ipodemetabo l ismo,yacons .
tituiria una ampliación de la misma perspectiva señalada como

punto de Partida del trabajo'
El medio de aislamiento utitizado fue eI empleado con an-

terioil¿a¿ por ASAI (2), y consta exclusivamente de glucosa

(20 g/D, cloruro arnonico h g/t't, fosfato monopotásico (1 g/l)

v."iiuto magnésico (0,5 g/l) a un pH flnal de ?'5' Este medio

que llamaremos en a¿etañte M,, es parecido a muchos medios

sintéticos utitizados para el estudio de bacterias fermentatl

vasquenopresentanpar t i cu la resex igenc iasnut r i t i vas 'con la
Aiteróncia de utilizar una concentraciÓn de sal amónica muy

alta, lo cual constituirÍa el factor de enriquecimiento más espe-

cífico. Se obtuvieron fácilmente una veintena de cepas a par-

;i'. e; muestras de suelo de jardín y aguas de distinto origen.

Todas ellas fueron convenientemente descritas y clasiflcadas

por GUINEA.
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CLOTET puso a punto un método para la determinación
del nitrógeno amÍnico soluble, basado en el espectrofotométrico
de SPIES y CHAMBERS (22). La segregación de aminoácidos
seria detectada por la aparición y el incremento progresivo del
nitrógeno amínico en el medio M, que sólo contiene nitrógeno
amoniacal. Evidentemente, un resultado positivo no constituía
una prueba crítica de producción de aminoácidos, puesto que
también podria ser el resultado de una fracción más o menos
importante de autolisis. Para controlar esta última, se utilizó
la determinación de la proteÍna soluble por el método de LAI-
NE (17). El crecimiento se siguió por la determinación del peso
seco de la masa celular.

Las curvas de producción de aminoácido (mM-NH,/g de
peso seco) y de autolisis (g de proteÍna soluble7100 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 específ,cos para
cada caso. Ambos ponen de manifiesto de forma completamen-
te constante, la exisbencia de un máximo durante las primeras
horas de cultivo, en tanto que la masa celular permanece cons-
tante o cuando experimenta solo un pequeño incremento. Las
curvas de producción de aminoácidos y autolisis son sensible-
mente paralelas y los valores absolutos son relativamente ¡re-
queños. La conjunción de estos hechos sugiere que en todos
los casos tiene lugar un autolisis parcial del inóculo. El estu-
dio cuantitativo de este proceso llevó a la conclusión de que la
autolisis, durante la fase de latencia e inicio del crecimiento,
es una fracción importante del inóculo e incluso de Ias células
formadas en esta primera etapa de cultivo. Por otra parte, el
descenso posterior de la proteÍna soluble revela que de un modo
u otro desaparece del medio y el paralelismo de la curva de
aminoácidos que éstos sean eI resultado de la degradación de
Ia proteÍna 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 señalados. Mientras
en uno sigue el paralelismo de autolisis y producción de ami-
noácidos a un bajo y constante nivel, en el otro Ia producción
de aminoácidos aumenta de forma lineal con el tiempo de des-
arrollo hasta Ia fase estacionaria. Esto último constituye una
prueba critica de la producción de aminoácidos independiente
de la lisis celular.

La cepa C3 de Citrobacter intermedium pone de manifies-
to una auténtica segregación de aminoácidos durante el des"
arrollo en el medio M, a diferencia del resto de las cepas estu'
diadas. Sin embargo a juzgar por el número relativamente re'

ducido de las mismas, cabe esperar que el fenómeno presenta.

do por la cepa C3 no sea excepcional. Por otra parte, la canti-
dad de aminoácidos acumulada en el medio alcanza fácilmen-
te 0,3 g,'I, referida a alamina, lo cual representa el 70 /o del
crecimiento.

Hacia el año 1963, tenÍamos a nuestra disposiciÓn un mo-
delo apropiado para el estudio de la producción bacteria,na de
aminoácidos. Si comparamos Ia producción de esta cepa con
la correspondiente a las cepas conocidas más productoras (20),

concluimos que se trata de una producciÓn relativamente pe-

queña. Sin embargo en condiciones normales de desarrollo, mu'
óhas de las cepas más productoras dan cantidades semejantes,

tal como pudimos comprobar más tarde con GUERRERO' uti'

lizando la cepa M 534 de Micrococcus glutamicus. Ello sugería
que la producción absoluta podía incrementarse bajo condicio

nes especiales de trabajo, lo cual también fue veriflcado por

CLOTET en la cePa C3.

CLOTET llevó a cabo un análisis de los aminoácidos se'

gregados por la cepa C3 por purificación en columna y ulterior

óromatografía ascend.ente sobre papel. Encontró en todos los

análisis cuatro fracciones, las cuales pudieron identificarse res'

pectivamente con alanina, glutamato, aspartato y .aminoáci-
áos básicos. La alanina es eI aminoácido mayoritario seguido

áéi gtutamato. Ambos constituyen probablemente y- en todo

"usoinás 
del B0 /. del total. Esta proporción.es completamente

distinta de la coirespondiente a los aminoácidos del medio in'

terno celular y a los resultantes de la autolisis. Por lo tanto

constituye una comprobación adicional de que son el resultado

de una liberaciÓn especÍfica al medio.
La cromatografÍa sucesiva mostró que el glutam-ato apa'

,u"" pru"ormenté pero tiende a desaparecer en favor de la ala-

nina. Los demás aminoácidos lepresentan una fracción cons'

tante con respecto aI totat. Esto sugirió el modelo operativo de

que la segregación de aminoácidos por Citrobacter interme'

dium C3, era consecuencia de una producción primaria de glu-

tamato, en tanto que la alanina y los demás aminoácidos po-

drÍan íesuttar de üna transformación secundaria del primero.

Después de los hechos referidos, disponíamos de un ma¡e-

rial adecuado sobre el que cabía establecer un planteo experi-

mental con vistas a encontrar una respuesta a la pregunta

de por qué eI glutamato se formaba en una cantidad que no

po¿ia sei utilizá¿o para el crecimiento y se perdÍa en el medio'

J.r étu" parte transformado en alanina' La pregunta en eI caso

concreto que nos o",pu Uued-a!1 justif,cada' porque la cantidad

péidi¿" eñ forma de aminoácidos podía exceder a todo el cre

ii*i""to bacteriano conseguido. ¿Es que habia una sobrepro-
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ducción del referido amínoácido o se trataba de una subutiii-
zacíón? La verdad es que duranLe algúu tiempo permanecimos
perpiejos sin saber cómo abordar el ploblema. Los trabajos rea-
lizados sobre las cepas productoras de aminoácidos tomaban
el fenómeno desde eI punto de vista de la producción de un
producüo flnal de fermentación y se limitaban a consignar Ia
vÍa bioquímica por la cual desde el sustrato se llegaba a é1. Era
evidente que las vÍas de formación de glutamato a partir de la
glucosa, no tenÍan ningún detalle expresivo en relación a su
posible sobreproducción y podÍan consid.erarse como bastante
bien conocidas. Era obvio que necesitábamos nuevas id.eas para
abordar el problema. Por una parte y principalmente por los
brabajos llevados a cabo por CLOTET, se intentó buscar algu-
nas condiciones de desarrollo de la cepa C3, en las cuales no
buviera lugar ia segregación de aminoácidos o alternativamen-
te, en las que la misma fuera singularmente exaltada. pero la
fortuna se apiadó de nuestras tribulaciones y nos abrió Ia luz
hacia otro camino que resuitaria mucho más fructÍfero.

LA HETEROGENEIDAD COLONIAL
cLorET consiguió una concentración 12mM de nitrógeno

amÍnico en el medio de crecimientc¡ de ia cepa c3. Despuésl sin
saber por qué, pasamos una serie d.e meses en ios que las pro_
ducciones de aminoácidos no se hacÍan nulrca superiores a
3mM. cosas de este tipo sueien ocu*ir en el traba¡b oe tauo-
ratorio y entonces uno se siente llevado al desánimó. sumergi-
do completamente en el impase, se me ocurrió sugerir a GUr-
NEA que intentara mostrar Ia acumulación de glutamato alre-
dedor de las colonias de c3 creciend.o en M, sólido, vertiendo
sobre las mismas una suspensión diluída de una cepa auxotro-
fi.ca cuyo crecimiento dependiera de la presencia clel aminoáci-
do. utilizamos la cepa p-60 de Leuconostoc mesenteroides, reco-
mendada para la determinación microbioiógica del glutama-
to QB). GUTNEA puso la técnica a punto con éxito;móstrando
que efectivamente aparecían halos de crecimiento de Leuconos-
toc bien visible alrededor de las colonias de Ia cepa c3. sin em-
bargo se encontró con un hecho imprevisto: existian tarnbién
unas colonias sin halo. Este resultado no podia interpretarse
más que admitiendo que en la población de la cepa C3 en M'
habÍan dos tipos de individuos, unos segregadores de glutamato
que daban colonias con halo por revelado con Leuconostoc me.
senteroides y otros no segregadores, que daban colonias que no
permitÍan ei crecimiento de la cepa auxotrófica glutamato de-
pendiente a su alrededor. casi un año más tard.e, en 1966, utili-
zando una cepa auxotróf,ca alanina dependiente de pediococcus
cerevisiae, HERNANDEZ pudo mostrar, quizás con algo más
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de dif,cultad, que ia acumulaciÓn de giutamato y alanina alre-
dedor de las colonias eran fenómenos simultáneos y que cuan-
do faltaba un aminoácido también faltaba el otro. La mayor o
menor producción de aminoácidos antes señalada quedaba ex-
plicada en función de la mayor o menor proporciÓn de indivi'

duos segregadores en la poblaciÓn, como probaría URGELL en

1g6g, cuando llegamos a controlar ias condiciones de crecimien-

lo que determinan segregaci.ones de aminoácidos 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 vna población con ele-
mentos segregadores y no segregadores que por análisis colo-
nial con Leuconostoc mesenteroides P-60 no podía distinguirse
de la población de la cepa C3 original. Lo mismo ocurrÍa si
subcultivábamos una colonia segregadora de aminoácidos. En
tod,os los casos, llegábamos a una población que daba por anáIL
sis coloniai una proporción 4:6 de colonias de uno y otro tipo.
Por lo tanto debÍamos llegar a Ia sorprendente conclusión de
que una célula segregadora daba una descendencia heterogé-
nea, al igual que otra no segregadora, lo cual está en contra
del concepto generalmente admitido de cultivo puro como pG

blación uniforme d.erivada de una sola céluia por divisiÓn bi-

naria. Era evidente ctrue las céIulas de un tipo se transformaban
en ias del otro y viceversa, sin que aparentemente el medio

tuviera ninguna influencia. ¿Es que las células sg+ y sg- de
Ia población de la cepa C3 dif,eren genéticamente? Entonces,

¿cuál sería esta diferencia y qué tipo de mecanismo genético de-
terminarÍa el referido cambio?

Por esta misma época, hacia 1965, se descubrió otro hecho
especialmente signiflcativo, también en relación al fenómeno
de ia heterogeneidad colonial. Si se añadÍa a-cetoglutarato al
medio M, o se substituía toda la glucosa por este cetoácido, to-
das las colonias resultaban segregadoras. Trasladando con un
tampón de terciopelo ias colonias de M, a M, con a-cetoglutar
rato, pudo observarse que las mismas colonias no segregadoras
en eI primer medio, eran segregadoras en el segundo. Este es
un método análogo al util izado 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 Ia biosÍntesis del glutamato, no producían
este efecto. En estos dos últimos casos teníamos el mismo re-
sultado que con glucosa. Por lo tanto cabÍa pensar que en las
células sg' se producÍa mucho más rápidamente a-cetogluta-
rato que en las sg- y que la velocidad de giro de todo eI ciclo
del ácido cÍtrico no permitía utilizarlo en las primeras. Al acu-
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I mularse et cetoáci.do se prgdgcÍa-glutamato y secundariamente

iil'Teññ áminoacidos antes referidos'
'"" 

ñi-""Alisis cotonial con L. mesenteroides nos mostró el fe-

nOmeno de la betnrogeneidad colonial y a través de éste pudo

"Orir$ 
una brecha para el análisis de la iesión bioquÍmica res-

ponsable de la segregaciÓn de aminoácidos, tanto como para
ia investigación del condicionante genético de esta lesión.

EL ANALISIS GENETICO
Esüá generalmente establecida la conveniencia de cuantifl.

car los experimentos y las conclusiones obtenidas por induo
ción por cuanto con eIIo se hace mucho menos probable una
coincidencia aI azar entre nuestras generalizaciones y eI orden
causal de los hechos. Por esto, resultaba efrcaz estudiar cuanti-
tativamente Ia descendencia de los elementos segregadores de
Ia pobiación de los cultivos de la cepa C3 en M,, tanto como la
de los elementos no segregadores, en vistas aI conocimiento de
Ia distribución del caráctnr después de cada generación y a, la
aparente independencia de la misma con respecto al medio arn-
brente.

Practicamos diluciones de una colonia no segregadora has-
ta conseguir inóculos que no podÍan estar constiüuÍdos por más
de diez células por ml de M, lÍquido. La incubación ulterior a
30' C. por un perÍodo corto, d.e 12 horas por ejemplo, mostraba
poblaciones con un porcentaje de colonias segregadoras muy in-
teresante. Examinando decenas de cultivos rguales de este tipo
se encontró un gran número de ellos con una fracción nula o
muy pequeña de colonias segregadoras, muy pocos cuitivos con
una fracción próxima a la de la cepa paterna y un número ba.+
tante elevado con un 100 % ó casi un 100 /o de colonias segre-
gadoras. Esto mostraba que eI cambio sg- + sg+ ocurrÍa al
a,zar, corl independencia del medio y del tiempo de incubación
y que una vez veriflcado se conservaba en la descendencia, por
lo menos tanto como eI caúlcter no segregador de las eéIulas
del inócuio.

En ¡ealidad, el estudio cuantitativo correcto lleva consigo
la determinación adicional de Ia fl"uctuación debida aI azar del
porcentaje de colonias segregadoras, Io cual se consigue ha-
ciendo muchas determinaciones de un único cultivo del mismo
tiempo de incubación iniciado con eI mismo inóculo pero mu-
cho más concentrado. Este experimento es substancialmente
análogo al llevado a cabo por DELBRüK y LUR^IA para el
análisis de 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 pequeña y
definida probabilidad por célula y generación (6). Ordinaria-
mente a este tipo de experimento se le llama prueba de la fluc'
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tuación y es susceptible de un tratamiento matemático que

p."t"it" óorto"a, el riesgo de error e incluso determinar el valor

ireciso de la veloci¿a¿ ¿et cambio genético' Los resultados ob'

tenidos por nosot;, después de las determinaciones experi'

mentales llevadas a cabo por GUINEA y HERNANDEZ' pU'

sieron fuera de toda ¿udá que las células no segregadoras

daban lugar espontáneamente a células segregadoras' como en

las mutaciones estudiadas primeramente por DELBRÜK y

LURIA. Sin em¡argá existia una salvedad en cuanto a que el

cambio genético teiia tugar aparentemente con una probabi-

lid.ad mucho mayor que tá encontrada no sólo en las mutacio-

nes virus sensibles a virus resistentes sino en todas aquellas

otras descritas para las bacterias hasta el presente (3)'

Los métodos utitizaAos para determinar la velocidad de

mutación sólo podían aplicarse de forma aproximada a nues-

tro modelo, precisamenle debido a este valo' tan alto de la

v e l o c i d a d . d e l c a m b i o g e n é t i c o . E n e f e c t o , l a a p a r i c i ó n d e e l e
mentos segregadoru, ,élo podía detectarse y medirse por anár

l i s i s c o l o n i a l c o n L e u c o n o s t o c m e s e n t e r o i d e s P - 6 0 , l o c u a l p r e '
suponía la formación de colonias con un número suficiente

mente alto de inviduos para que eI cambio sg- + s9+ ocu-

rriera en una fraóóiOn importante de las mismas. Entonces

habría dos tipos de colonias segregadoras: unas derivadas de

"ái.rtu, 
,g+ y otras derivadas de células sg' Durante mu-

cho tiempo me esforcé en diseñar un experimento adecuado

para poder subsanar el error derivado de esta posibilidad en

tadeterminaciÓndelporcentajedeindividuossegregadoresque
iba apareciendo en ta descendencia de una céIula no segrega¡

dora.
convenía saber de antemano la probabilidad de .que 

una

célula no segregaáát" ó"áiára dar una colonia segregadora baio

unasdeterminadas"o ' 'd i " io ' , "sde laná l i s isco lon ia l .Es tapro
babilidad se deteráinó revelando la población de pequeñas co

lonias no segregadoras sin que mediara tiempo alguno de in-

cubación y bajo condiciones muy críticas' Con ello ya se podía

utilizar la fórmula de DELBRÜK v LUR'IA' ':+ln #'

en la que r es la fracción de colonias segregadoras' N el nú-

mero total de colonias por placa' C el número de cultivos y

a la veloci¿aa áli 
"u*tio 

ienotípico (6)' Para ello bastaba

s u b s t i t u i r t o s v a l o r e s d e a p o r a ( l - P ) , s i e n d o P l a r e f e r i d a p r o .
babilidad de que una célula sg- diera una colonia segrega'

dora para ,rrru" 
"ottOiciones 

definidas de revelado'

Pude también diseñar un nuevo tipo de experimento com'

pfutume"t" independiente de la pmeba de la fluctuación' con

e lcua lpodíadeterminarsecor rec tamentee lva lo rdea,e lcua l
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ha sido descrito detalladamente en varias ocasiones y que quizá
por su relativa complejidad, no sea apropiado hacerlo de nuevo
aquí (7). Se funda en determinar la frecuencia aparente de los
fenotipos carnbiados simultáneamente en dos poblaciones iso-
nómicas de distinto tiempo de generación. Entonces

u ' :  
t ' ' ; l ; l ' ' '  

y  también  ¿ ' :  ¡ l  ¡ ,
en las que F'son las frecuencias aparentes de las células sgf
deducidas del análisis colonial, n el núrmero de generaciones,
a' la velocidad aparente del cambio sg- + sg+ y a y p los
valores antes referidos. De este modo se encontró, coincidien-
do con los resultados derivados del análisis de la fluctuación
y gracias a la pericia extraordinaria puesta de manifiesto por
GUTNEA y HERNANDEZ, que el número de erementos segre-
gadores de la descendencia de una célula sg- era aproxima-
damente el que resulta de una probabilidad de transfórmación
fenotípica del 7 /o por célula y generación, por lo menos du-
rante las diez primeras generaciones.

También se hicieron experimentos parecicros que permitie-
ron mostrar que el cambio retrógrado sg+ -_+ sg_ tenia lugar
a una velocidad der mismo orden de magnituo ylue pártiendo
de poblaciones relativamente pequeñas de célulás ig , 

"r, 
,rrru.ocho a diez generaciones se arcanZaba er equilibrio eñtre Lt.-urr-

tos segregadores y no segregadores eorrespondiente a la frac-
ción de colonias segregadoras encontrada en ra pobración ori-
ginal de la cepa C3 de C. intermediurn creeida en M,.

A la vista de ros resultados obtenidos, se planteó una nueva
cuestión de tipo completamente general. ¿,nia posible una mu_
tación reversible con una velocidad del orden del 1 %, tr:orcélula y generación en ros dos sentidos? cuando nos formura-
mos esta pregunta, en 1966, ya se tenÍa eonocimiento de otros
tipos de cambios de arta frec'encia en ras bacterias, tares comoentre las dos fases de salmonella typhimurium, .úvu-áirr¿ti"u
mostraba una velocidad de mutación der 1 ar 5 por 1.000 (24).
La explicación de estos fenómenos encontró una nueva pers.
pectiva después de ra introduccin del concepto de episoma por
JACOB y woLLMAN (13). Este concepto se había desarrola-
do sobre el estudio del factor F de fertilidad de E. cori K-12 y
sobre el fago-t . Sin embargo los autores referidos vieron que
estos casos debían ser ejemplos de un tipo de eremento gené-
tico mucho más generar. En ra definición originar, se entiende
como episomas a los elementos genéticos que pueden estar pre*
sentes o ausentes en ra céruta y que en er primer caso pueden
multiplicarse bien en forma autónoma o bien integrada con el
cromosoma bacteriano. por lo tanto, la manifestación fenotÍ-
pica de un carácter episómico puede estar ligada tanto a su
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presencia como aI tipo de su multiplicación' En este último

caso se justifica la fórmación de una descendencia fenotípica'

mente heterogénea con independencia de la mutación y del

medio ambiente y con ,t' 
"q'llti¡rio 

entre las misrnas' resulta-

do de la interconversión.
La segregación de aminoácidos en C' intermedium C3 que-

daba entonces planteada como una propiedad que podía depen'

Je, ¿" la presencia de un ADN extracromosómico' el cual seEún

el estado de multiplicación conclicionaría dos velocidades dis-

t i n t a s d e f o r m a c i ó n d e a - c e t o g l u t a r a t o y c o n e l l o l o s d o s t i p o s
rCt V sg- detectados por el análisis colonial'

Estoy convencido d" que la etapa de Ia investigación del

fac to rSdeC. in te rmed iumqueestoydescr ib iendo,cons t i tuye
lo que podrÍamos denominar el paso a su mayoría de edad'

coincide este momento con la terminación de tres tesis docto'

rales al respecto, las de GUINEA, CLOTET y HERNANDEZ'

Por otra parte, coincide también eon el momento en que el

tema y la problemática empiezan a llamar la atención fuera

de nuestro ámbito de trabajo. Esto constituvó para mí una im'

pártante oportunidad que no podía desaprovechar' La' secuen-

iia experimental y la estructuración ]ógica de la investigación

empezaban u aa" verdaderamente complejas y era necesario

someterse a una crítica continuada para asegurar que nues-

t rosresu l tadosyconc lus ionespud ieranserexp l íc i tamenteob-
jetivos.

VERIFICACION DEL MODELO EPISOMICO

| - La eliminación del faetor S

Si la segregación de aminoácidos en la cepa C3 estaba de-

t e r m i n a d a p o r u n e p i s o m a , p a r e c í a n e c e s a r i o a d m i t i r q u e s e
hallaba presente tanio en las formas segregadoras como en las

no segregadoras. De otro modo no podía explicarse por qué

los cultivos iniciados con muy pocas células sg- datan una

descendencia que terminaba por ser idéntica a la población de

origen en cuanto a' la, fracción de elementos de uno y otro tipo'

Un elemento S-, sin episoma, serÍa incapaz de dar ningún

elemento segregador en la descendencia'
Las células sg- y s9+ de la población cle Ia cepa C3 en M'

debían diferir poi tener en un caso el material episómico mul-

tiplicándose autonómicamente y en eI otro en forma integrada

con el cromosoma bacteriano. se sabía que los plásmidos o epi-

S o m a s e n e s t a d o a u t ó n o m o s o n m á s s e n s i b l e s a l a n a r a n j a d o
de acridina que el ADN cromosómico (10-11)' De este modo se

;;d;;;;;ntualmente etiminar por incubación con dicho colo-
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rante a Una concentración que no afectase la multiplicación

cromosómica.
Pensamos que en la descendelgia de una célula sg- el

",i."ero-p"á*eaio 
¿e episomas por célula tendria que disminuir

"irá- 
a""'u"rollaba, en presencia de anaranjado de acridina. Si

ás'o era así,la probabilidad del cambio s8- + sg+ por célula
i- ierreración debía disminuir sensiblemente. Llevados por esta
íAóa, aeciaimos repetir los experimentos anteriores d.e Ia deter-
minación de la velocidad del cambio fenotípico por el método
de las poblaciones isonómicas, pero incubando con 10 pg/ml
de anaranjado de acridina, encontrándonos que efectivamente
el valor de a disminuÍa drásticamente. En realidad se hacia
negativo, si bien esto sólo quería significar que la probabilidad
de que una célula sg- diera una colonia segregadora al aná-
lisis colonial se habÍa hecho decididamente mái pequeña. Te-
níamos un nuevo tipo de células sg-, todavia reveriible pero
que necesitaba una larga incubación en el medio M, sin colo-
rante para dar elementos segregadores y finalmente llegar al
equilibrio de la población original.

Los resultados referidos constituyen el primer apoyo exp€-
rimental de la hipótesis episómica del factor s. Además, ellos
sugieren que la formación de un elemento sg+ supone Ia inte,
gración del plásmido y que éste tiene lugar óuando el número
de elementos autónornos por célula es suficientemente alto.
sobre estas ideas pude hacer un modelo episómico del factor s
que puede resumirse en las siguientes dos proposiciones:

i. Las células sg+ tienen el episoma multiplicándose en
estado integrado y en un locus relativamente inestable. En estas
condiciones se produce más o-cetoglutarato que el que puede
absorber el ciclo del ácido cítrico y se elimina gluiamato al
exterior. En estos elementos sg+ no hay episomas autónomos.

2. El paso de la forma integrada de multiplicaciln a la
autónoma tiene su expresión fenotípica en la conversión sg+ -+
sg:-. Una vez se encuentra el factor S en estado autónomo, se
multiplica más rápidamente que el crornosoma bacteriano, con
lo cual el número por célula va aumentando, haciéndose cada
vez más alta la probabilidad de integración. con anaranjado
de acridina se inhibe la multiplicación autónoma y la integra-
ción sobreviene un acontecimiento mucho más raro.

De acuerdo con esta hipótesis, cabía esperar que por incu_
bación prolongada en anaranjado de acridina pudiéramos ob-
tener elementos s- totalmente irreversibles, libres del episoma.

Las primeras experiencias llevadas a cabo en tal sentido
por GUERRERO condujron a un resultado insospechado: se
obtuvieron poblaciones en las que el análisis colonial revelaba
un incremento de las formas segregad.oras. Ello era claramente
contradictorio con los resultados obtenidos por GUINEA y
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HERNANDEZ. Esto ocurría hacia el año 196?' cuando GUF

R F ¿ E R O i n i c i a b a s u t e s i s d o c t o r a l y t a r d ó b a s t a n t e t i e m p o e n
convencerfna, ¿"rpa,e" de las convenientes reiteraciones' de que

realmente no era 
"i 

tiná de resultado atraviliario obtenido fre-

cuentemente por los aprendices o por ciertas personas que evi-

dentemente no han etógido bien su actividad' Pero pudo com-

frobarse que efectivamente era cierto'

Estudiando todos los detalles de los experimentos contra'

dictorios, me di cuenta de que HERNANDEZ había utilizado

inóculos muy pequeños procedentes de una colonia no segre'

eadora en retaclJn con'tos utilizados po". GY-IFREJ'O' En-

fonces la probabilidad de encontrar un elemento sg+ en la

población oe partüá- éra mucho mayor' De este modo el resul-

lado de GUERREñó sóto poaía ser consecuencia de que en el

medio M, con uttuÁiu¿o ¿e acridina' se multiplicasen mucho

más rápidamente las LéIutas sg+ que las células sg-' Luego el

propio GUERITERó-aió ra coñfirmación experimental comple-

ta de estos ,.rprr"rlá.,1ini"" t-1t selección dó los elementos sg*

mediante uturutiááó áe- ácrioina la seguimos llamando efecto

paradójico del OA.

El efecto paradÓjico del OA' junto al efecto normal' nos

permitió obtener poblaciones tan grandes como quisiéramos'

formadas fundamentalmente bien de elementos segregadores o

bien no segregadores' Esto constituyó el primer fraccionamien'

to llevado a cabo con éxito de los dos componentes de la po'

b l a c i ó n d e l a c e p a C 3 y r e s u l t ó d e e x t r a o r d i n a r i a i m p o r t a n c i a
d,e cara a los análisis enzimáticos que requieren suficiente ma-

t e r i a l d e p a r t i d a . J o s e f i n a V A L o l x S e e s p e c i a l i z ó d u r a n t e
algún tiempo en preparar y mantener poblaciones que daban

un 100 % de cotóniás segregadoras y un porcentaje nulo de

Ias mismas. Esto fue extraordinariamente útil para los Lraba"

jos que entonces estaban llevando a cabo GUERRERO y UR"
"cnn. 

sin embargo no había forma de conseguir una sg-

iffeversible. Comá sea que las poblaciones muy tratadas con

a n a r a n j a d o d e a c r i d i n a c r e c í a n c a d a v e z p e o r , p e n s a m o s q u e
Ias células S- se desarrollaban tan mal en M' que su aisla-

*lu"io resultaba poco menos que imposible'

Afortunadamente, después de una paciente labor, Josefina

vAlolxconsiguióobtenercult ivosnosegregadoresoriginados
aparentemente de Ia descendencia de la cepa C3 tratada con

anaranjado de acridina' La obtención de estas ge'pas S- ha

sido repefi¿a pói-ió*n^" VALOIX y reproducida por vA-

LLESPINOS V JoFnE. Realmente esto constituye un punto

muy importante en Ia confirmación de la naturaleza' episómica

del factor S y corno tal nos propusimos examinarlo a fondo'

En primer lugar observamos que estas cepas S- diferían de
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la cepa C3 no sólo por 7a ausencia^del carácter segregador sino

oor otras varias áuiáitt'i"ti-"?11j"::típicas' Eran tan sensibles

;;"";;;"'¡1i"r.I éJe no podÍan.crecer en muchos medios que

las contien en como factor selectivo de bacterias entéricas. El

'ii¿i" á" lgr:uc'H-LELFSON mostraba que las cepas S- habían
;;;;;á" la capacidad de utilizar anaeróbicamente Ia glucosa
i aunurl rrn resultado parecido al de Acromobacter, Flavobac-
terium y otros miembros de la familia" de las acromobacteria-
ceas (12). GUERRERO mostró cue habían perdido la sensibili
dad a Llna serie de fagos aditivos sobre la cepa C3 y que se
hacían extraordinariamente más sensibles a la radiación ultra-
violeta, tanto como las mutantes s-rl\r sensibles de B. subti.
lis (21). En realidad este aumento rle la sensibilictad a la ra-
diación ultravioleta ya tenía lr¡.gar en las poblaciones reversi-
bles de elementos no segregadores y es un dato muy intere-
sante que más tarde nos ha ilevado a hacer experimenros con
ADN fágico irradiado que muestran que er faetor s en estado
integrado determina una importante eapacidad restauradora
de la.s lesiones fotoquímicas producidas en la molécula de ADN.
La estructura microscópica <ie ras céluras s- y sus propieda-
des tintoriales difieren de la cepa c3. vrvEs púso de manifies_
to al _microseopio erectrónico ra existencia de una gran canti-dad de intrusiones membranosas que no se eneuentran en ra
cepa paterna.

Todos los heehos referidos tenían un carácter verdadera-
mente esnectaeurar: ra eliminación cre un factor episómico pre-
-centaba unas implieaeiones taxonómicas y fisiológicas de unaprofundidad sin parangón con los otros episomas conocicros
hasta el presente y no imprícita en er eoncepto comunmenrc
admitido de estos elementos eenéticos.

Pronto ilegué al eonveneimiento de que de ser eiertos, Ios
resultados obtenidos tenían rearmente un gran interés. por elloprocuré concentrar todos nuestros esfuerzos, a pesar de la na-
tural impaeiencia de argunos de mis colaboraclores, en ra rigu-
rosa comprobación de los mismos. En 1g69, obtuvimos las pri_
meras cepas s- que se han seguido subcultivando hasta el nre,sente mostrando que efectivamente er carácter segregadoi sL
ha perdido, que han sido crefinitivamente curadas. i¡ttimu-urr-
te JOFRE ha obtenido nuevas cepas s- con anaranjado deacridina y con bromuro de etidio y también ¿espuéi 

-cíe 
selec-ción fágica. Todas las cepas s- ti-enen una fundamental uni-fonnidad. sin embargo, VrvES ha podicto aislar d¿l ;u¿1; cepas

naturales que son fenotípicamente parecidas a tas cérulas s-.Por lo tanto, decidimos obtener una serie de mutantuÁ ur*o-
tróficas de la cepa C3, con marcadores cromosómicos que per_
mitieran seguir sin lugar a dudas toda su descendenciá. nstascepas fueron tratadas por los métodos anteriores pur" 

"iirnirru,
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el factor S y obtener cepas S- que se podían identificar sin
duda alguna como descendientes de la cepa paterna por los co-

rrespondientes marcadores. Todo este trabajo ha sido realizado

brillantemente por JOFRE, uno de los úItimos investigadores

enrolados en la aventura del C3.

VERIFICACION DEL MODELO EPISOMICO

II - Transfereneia infecciosa

En el primitivo concepto de JACOB y WOLLMAN (13), Ia

manifestación fenotípica de un carácter episómico en la pobla-

ción puede depender tanto de su presencia o ausencia como de

.u -rttiplicación en estado autónomo o integrado' Los facto-

res R de resistencia acoplada a los antibióticos son elementos

de tipo episómico que solamente se han encontrado en estado

autónomo y al parecer este caso no es único (25)' For esto'

HAYES ha considerado la conveniencia de restaurar la deno-

minación de plásmidos establecida primeramente por LEDEFL

BERG (18),  para designar a eualquier t ipo de elemento gené-

tico extracromosómico, reservando el nombre de episomas para

aque l losquepuedena l te rna t ivamentemul t ip l i carseenestado
integrado y autónomo (B-9).

Aunque no se incluye en la def,nición inicial de episoma'

una de las características más conspícuas de este tipo de ele-

m e n t o s g e n é t i c o s e s l a d e p o d e r s e t r a n s m i t i r c o m o u n e a r á c t e r
infeccioso. una forma simple cle definir la herencia de tipo in-

feccioso sería la de aquellos caractetes cuya penetración en la

población se haee con independencia del tiempo de generación'

La denominación de herencia infecciosa colresponde a Ia seme-

)a .nzacon los fenómenosen idémicos , loe lo resu l ta tambiénse.
mejante a la ciifusión cle las características culturales, la cual

coriesponde a un tipá A. mecanismo distinto al del fenómeno

infeccioso.
E l f a c t o r F d e E . c o l i K . l 2 , e l f a g o - / . . ] o s f a c t o r e s R y m u .

chos factores col, Aan lugar a fenómenos de herencia infeccio-

sa. se conocen ofros caracteres de tipo episómico que no pre-

sentan fenómenos de herencia infecciosa e incluso esta propie-

dad puede perderse para un tino definido cle episoma' Como la

integración, la capacidacl de transferencia infeeciosa es una

propiedaa i"cuftaiiua de tos plásmidos' Sin embargo' todos los

i"rrá-.rro, de herenci.a infecciosa en las bacterias, conocidos

hasta eI presente, son debidos a plásmidos' La recombinación

g e n é t i c a p o r c o n j u g a c i ó n e s t á v e h i c u l i z a d a p o r u n f a c t o r e p i -
J¿*i"o de transferencia y puede considerarse formalmente

como un caso particular de herencia episómica'
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En el análisis genético del factor s de citrobaeter inter.

meAium C3 se llevó a cabo la determinación de la velocidad a

con ta cual apareeen elementos segreEadores en la descenden-

cia de un elemento no segreeador. Ya he señalado que utili-

zando dos caminos independientes se lleEa a la eonclusión de
que esta velocidad es del orden de 1 por cada 100 eélulas en
eada qeneraeión. Entonces eabía presuntarse si en esta rápida
anarición de elementos seEresadores intervenía o no un fenó-
meno de tipo infeceioso. Pa.ra ello hieimos nuevas determina.
eiones del valor de a baio eonrlieiones en la.s euales la infee-
ción nudiera ser exeluída o rlrásticamente disminuída. Se sabe
que para la transferencia jnfeeeiosa. de los nlásmidos se re'
quiere Ia formaeión de un puente intercelular o fimbria sexual
entre dador y aceptor, tábil a la aeitación meeánica. Por ello
se aplieó el mismo método de las poblaeiones isonómieas, so-
metiendo los eultivos a una fuerte aeitaeión no turbulenta du.
rante la ineubaeión. Encontramos oue Dara tiempos de alrecle-
dor de diz qeneraeiones. el valor cle a se había heeho práctica-
mente nulo y, eomo era de esnerar. sin oue se modifieara el valor
de P. Esto suministraba una evidencia notable en favor de la
interveneión de un fenómeno infeccioso en la. formación de
elementos segregadores y con ello una nueva e independiente
evidencia de Ia naturaleza eoisómiea del carácter.

Ante el resultado referido se me desveló una pertin az ob-
sesión por consequir la transfereneia infeeciosa de la propiedad
de. seqresar aminoácidos a lrna cena haeteriana distinta y eon
evideneia de que nunea pudiera presentar por sí misma dicha
nropiedad. Desoués de una pros,neeción relativamente tediosa,
encontramos que la eepa ATCC 11066 de Paraeolobaetrum in-
termedium podia eonstituir un material adecuado.

La cepa referida de paracolobactrum es capaz de crecer en
el mismo medio M y es suseentible de análisis colonial con
Leuconostoc mesenteroides p-60, dando regular y constante-
mente colonias que nunca acumulan glutamato a su alrededor,
Por otra parte, un eultivo mixto de P. intermedium v C. inter-
medium C3 se puede separar fácilmente sobre el medio de
Mc. Conkey, debido 

" 
oú. la fermentación de la laetosa se

lleva a cabo a una velocidad muv diferente en uno v otro caso.
Todos estos datos fueron estabiecidos por SANCIiO y GUE-
RRERO y con ellos nudimos llevar a cabo con GUINEA el de.
seado experimento ..iti"o. Desnués de la incubaeión mixta de
las dos cepas bacterianas referidas. separamos las eolonias de
Paraeolobactrum sobre Mc. Conkey, irasladándolas a placas
con M, y allÍ se llevó a cabo el análisis colonial con la cepa
auxotrófiea P-60. Analizamos varios miles de colonias, encon.
trando un gran número de ellas oue acumulaban elutamato a
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su alrededor. EI subcultivo de estas colonias mostlÓ que esta'

¡án constituÍdas por individuos segregadores v no segregado-

our, pato a diferencia de to que ocurrÍa en Ia cepa C3' el nuevo

,o¡*ftiuo de las colonias segregadoras daba lugar a poblacio

ir"t-fto*"géneas de individuos segregadores'

I¡a transferencia del factor s a Paracolobact¡¡¡n es un ex'

per imentodegranva loTpara laconf , rmac iónde lmode loep i .
iJmico. En primer lugar porque como todo bue¡ experimento

áe contruprueba, red,uóe aI absurdo toda alternativa d,e la hipo

i"rir ¿u partida. Pero ad'emás, es que resuita ser ¡ns de aque'

iro, 
"*p"timentos 

afortunados que salen srempre limpiamente

bren. Tanto es asÍ que desde eI -añ: 1969-' -!311* los alumnos

;;;- ";r;;" 
Ampliación de MicrobiologÍa cofrrrll$s, han tenido

i, 
"ot*""idad. 

de hacerlo repetrdamente con éxito'

La transferencÍa del factor S por vÍa infecciosa, nos hizo

o"rr*i en Ia posibilid'ad d'e revertrr las cepas S- de C' inter'

il"Ji"^ 
-óe 

af tipo salvaje. En Ios primeros experimentos, Jo'

s e f i n a V A L o l x i n t e n t Ó u t i l i z a r c o m o d a d o r l l m i s m a c e p a
salvaje muerta cán estreptornrcina o muerta For el caior. La

eran resrstencla a-la, estriptomrcrna de Ia cepa c3 hizo inútil

i;?ffi;;"póii¡iiiaád, si 6ien ngs.condujo a Ia obrenciÓn de

cepas sg+ con ,rn to"ot de integracrón mucho más estable que

ei corresponOiente á tu" células s8- de Ia- poblaci6n paterna y

probab lem"r r t .uná logasa lascepassS-de laspob iac ionesen-
riquecidas 

"on 
u,ñuiíniado de acridÍna. con daqsres muertos

;;;;-;;i"r se obtuvieron cepas que aparenteme\te resultaban

de Ia reverrro' ol-.-- s-.. sin embargo ios resultados no podían

considerarse completamente crÍticos porque ei e¡ss¿q letal no

ur-.ig,rror*ente eI to!-7-:!"-l:Y:tttó" crÍtica ha sido conse'

guida más taroe pór .lo¡.nE, utrrizando cepas dadoras y acep-

toras con *u,."uáor"s cromosómicos distintos, obtenidas pre-

viamente por tratamiento con nitrosoguanidina'

La própiedad' de la cepa c3 de acumular ar¡l¡¡sflcidos en

el medio es una característica. cuya e"P:tt^*iiepende de Ia

presencia Oe un e-témento genélico en un def,nido estado de

IruftipficuciOn dentro de Ia célula' por cuanto en otro estado

ó".á"-n"ffarse dentro de la misma sin manifest'¿rse. Puede eli

minarse sin atectar la viabilidad de la célula bacteriana' Fi

nalmente puede transferirse pof vÍa infecciosa' f,,¡ consecuen-

cia, después de unos diez años' podÍamos conclui¡ que sin lugar

a dudas el factor S era un nuevo tipo de episorn¿'

EL MECANISMO BIOQUIMICO

Y a h e s e ñ a l a d . o q u e d e s d e e l a ñ o 1 9 6 5 , s a l ¡ i ¿ m o s q u e e l
a-cetoglutarato-án e] medio hacía que todas las colonias se

mostraran' , , , 'o-,m"' ' 'entesegregadorasdegluta¡¡¡¿to.Aparen-
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temente ios eiementos sg' y sg- no diferían en esta caracte-
rÍstica fenotÍpica en presencia del cetoácido, dando iugar a lo
que se llama una fenocopia. Esta hipótesis abría una posibili-
dad a ia explicación bioquímica del mecanismo de segrégación,
pero su fundamento no era compietamente crítico, ya que eI
crecimiento podÍa tener lugar sobre elementos sg+ que se for-
man muy rápidamente a partir de poblaciones peiueñas de
sg-' Desde ias célebres discusiones de HTNSELWOOD y RyAN
acerca del origen de ia variación bacteriana ( 16 ), todoi los mi-
crobiólogos sabemos cuán difícil es eliminar un crecimiento
basal capaz de dar lugar a las formas que seguirán desarrollán-
dose. Recientemente JOFRE, ha podido mostrar ia autenticr-
dad de la fenocopia inducida por el c-cetoglutarato al verificar
que todas las cepas s- también segregan glutamato en su pr€-
sencia. Este resultado excluye asimismo lá posibilidad de que
la ciiferencia entre las células sg i y sg- se d.erive de una dis-
tinta capacidad de utiiizar e1 aminoácido.

En las células sg+ hay una sobreprod.ucción relativa d.e
giutamato que sólo parece depender de la conversión de isoci-
trato a o-cetogiutarato por el sistema de la isocitrato deshidro-
genasa. o bien se produce más enzima, o bien una isoenzima
más eficaz.

En 1968, UITGELL puso a punto la determinación de la
actividad rcDH-asa NADP+ dependiente en preparados solu-
bles de c. intermedium c3. Entonces pudo poner 

-brillantemen-

te de manif,esto que de acuerdo a lo que se habÍa previsto, Ia
actividad especÍf,ca de esta enzima presentaba una estricta co-
rrelación con la fracción d.e elementos segregad.ores de la po-
biación. La actividad de las poblaciones enriquecidas en ele-
mentos segregadores era más de dos veces superior a la de las
cepas S--, siendo intermedia la correspondiente a la cepa C3.
Ei trabajo de URGELL fue sólo posible después de desarrollar
las técnicas de fraccionamiento de la pobiacion de Ia cepa c3
y de la obtención de las cepas s-. En realidad constituye una
feliz incidencia del análisis genético y bioquímico de la segre-
gación de aminoácidos por la cepa c3, que durante varios años
se llevaron a cabo en líneas independientes de investigación.
Pero, el experimento crítico más brillante llevado a cabo por
URGELL está constituido por el análisis enzimático en para-
colobactrum intermedium ATCC 11066, antes y después de la
transferencia infecciosa del factor s. También en este caso
junto a la adquisición de la propiedad d.e segregar glutamato
se doblaba la actividad rcDH-asa NADp=r dependiente espe-
cÍfica.

.Toseflna VALOIX continuó el análisis enzimático iniciado
por URGELL, pudiendo aportar considerable evidencia en favor

de la conciusiÓn sugerida por el primero acerca de que en C' in-

úermedium c3 y posibiemente en bodas las bacterias no se en-

cuentre ICDH-asa NAD+ dependiente, a diferencia de los or-

ganismos superiores que tienen las dos enzimas' También se

áe¡ó senta,oJ ta base de un polimorrrsnto enzrmá¿ico en el sis-

tema d.e la lCDH-asa NADP-¡ dependtente en el grupo enté-

r r c o , d e n t r o d e l c u a l s e e n c o n t r a r l a n i a s c o r r e s p o n d i e n t e s e n -
Z l m a s d , e l o s e } e m e n t o s S g , y S g - q u e c i i t i e r e n l r g e r a n r e n t e e n

"f 
pff óptimo, que son innuÍdas en drsttrito gra'do por ia fuetza

iónica dei medio y que tienen disttnta sensibÍlidad al glutama-

bo y a la alanina como correpresores'
AI parecer, en la cepa C3 sÓlo prtede conseguirse una eflcaz

reoxidación del IIADPH+H¡ €ll condiciones anaerÓbicas,

cuando coxeiste un exceso de o-cetoglutarato capaz de reducir-

s e a g t u t a m a t o . D e l o c o n t r a r j ' o , i a ' f e r m e n t a c i Ó n d e l o s a z ú '
cales no puede proseguir y posrblemente ésta es una buena

razo | : .pa lacomprenderquee l fac to l ' ssehayaestab i i i zadoen
poblaciones naturales de C. irrtermedium C3'

En realidad, el factor S soio es acltvo cuando se multipli'

c a e n e s t a d o i n t e g r a d o . E n e s t a s c o n d . r c i o n e s i n d u c e i a f o l m a .
c r o n d e u n a I C D H - a s a r . l A l ) P ¡ c r € p € n C l i e l l t e c a p a z d e d e s a r r o .
Ilar una actividad especrnca Inayor' 'Esto permrtÍa excluir un

cambio de aieios estructurales y llevaba a pensar en Ia inter'

vencion d"e genes del tipo del operador (O) o del promotor (p')'

quá sOto puóden ser efeltivos cuando se hallan en eI mismo cro-

mosoma que los genes estructurales del mismo operon' esto es'

cuando se encuentran en la iiamada posición cis' En posición

trans, cuando se multipiican autorlomicamente' no son efec'

tivos.
Como en el operon de Ia ICDH-asa NADPI dependiente

de las células S- ia deoen haber los genes 0 y P cromosómi-

cos normales, cabe pensar que ia integración del factor S lle-

varía a cabo la susiitución d.e uno u otro de eilos respectiva-

mente por los 0' o p' transportados por el mismo' Como el

factor S no es activo en estado autónomo' no puede contener

el gen estructural y probablemente tampoco el gen p' adya-

cente. Este razonu*i"t to me llevó a concluir que probablemen"

te eI camb io enzimático sería collsecuencia de un efecto cis del

factor S por sustituciÓn epistásica del gen O por el O''

Yo pienso que ustedei se habrán podid'o apercibir del cam-

bio de nivel lÓgico que se ha experimentado a lo largo de la

investigación del nátor s de citrobacter intermedium c3, de

a c u e r d o a c o m o a c a b o d e r e f e r i r l a . C o m o e n o t r o s m u c h o s c a s o s
yqu izáengenera len todaevo luc iónc le lconoc imien toc ien t í -
fico, el progleso en nuestra comprensión d'e los hechos va unido
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T\ a una, abstracción creciente de nuestraS ideas' COn Ios mOdelOS

l,"i"á"io" podemos realmente llegar a un control sutil de las
iáJr"ion"" causales. Pero al mismo tiempo aumenta la dificul-
tad intetectual de comprensión, sobre todo para las personas
no especializadas. Cabe incluso preguntarse si entonces el co
nocimiento cientÍf,co se escapa de lo que puede denominarse
nuestra realidad subjetiva. Los progresos que en general se han
hecho por el camino de la abstracción científica son conocidos
de todo el mundo, pero uno se resiste a admitir la disociación
entre nuestra visión existencial del mundo exterior y el mundo
abstracto de Ia ciencia. Como sea, no parece haber duda que
la realidad exterior sólo se doblega a este último.

EPILOGO

La investiganión del factor S de Citrobacter intermedium
puede ser una buena historia, precisamente porque ahora nos
estarnos 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 mÍ, las de mayor intensidad intelectual han
sido las relativas al análisis de la fluctuación, al desarrollo del
método de las poblaciones isonómicas, al del mecanismo gená
tico y al de alguno de los otros aspectos más esotéricos de la
misma. Me acuerdo que, cuando en mis años de estudiante,
poco antes de entrar en la Universidad, leí los experimentos
de MILLIKAN relativos a la determinación de la carga abso-
luta del electrón, quedé emotivamente conmocionado. Luego
pensé que nada habría de más hermoso que poder llegar a
hacer cosas semejantes, por lo menos semejantes en el estilo
-esta mágica conjunción de profecia, lógica e ingenio-,
aunque no alcanza,ran la magnitud y trascendencia de aquel
célebre trabajo. Quizá es ésta La tazón de que en los aspectos
antes referidos de la investigación sobre el factor S encontrara
las más íntimas satisfacciones. Otras facetas del trabajo me
han proporcionado singular e insólita sensación de poder: pen-
sando como unas bacterias al multiplicarse segregan amino-
ácidos al medio, encuentro el procedimiento de curarlas deflni-
tivamente y, a la vez, me hago capaz de comunicar a voluntad
esta <enfermedad> a otras bacterias que nunca la habÍan pre
sentado; creo que esto es sencillamente maravilloso. Finalmen-
be debo confesar que otros aspectos han sido bastante duros y
fastidiosos, como la descripción inicial del fenómeno, el aná-
Iisis enzimático y el fraccionamiento de la población con ana-
ranjado de acridina.

3 2 -

No se habrá escapado a ustedes que todo ei trabajo ha sido

mayormen[e consecuencia de una deliberada estrategia educa-

cional Buena prueba de ello Ia constituyen las siete Tesis Doc-

torales que se han llevado a cabo en el curso del mismo y el

número relativamente elevado de post-graduados que se han

formado, algunos de los cuales ya tienen, según creo y como
vulgarmentJ 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 algún caso verdaderamente fascinantes, como en la confe-
sión espontá.nea y sincera de que seguir haciendo cosas como
esta seria su camino.

Los colaboradores constituyen una fuente inestimable de
inspiración, pero a veces es también necesaria la que proviene
de un nivel más superior, como en este trabajo lo ha sido
particularmente la que ha llegado de los profesores PRE-
VOSTI en cuanto al análisis genético, SOLS en relación al
mecanismo bioquÍmico e INGRAHAM con respecto a la verifi'
cación del modelo episómico. Pienso que sin ellos en algunos
momentos no hubiera podido salvar por mí mismo el riesgo de
que Ia investigación decayera y se estancara. En todo caso estas
interacciones entre maestros y discÍpulos han sido para mÍ muy
favorables si no imprescindibles para alcanzar eI grado de ten-
sión intelectual que requiere la creatividad científlca.

Es posible pensar que los factores F de fertilidad, R de
resistencia a los antibióticos y las colicinas sean ejemplos muy
particulares de episomas, a través de los cuales haya resultado
más fácil l legar 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 más general para Ia flexible fisiologÍa 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 relación al

desarrollo de estas nuevas ideas.

Muchas gracias.
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