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Prof. Ing. JUAN MARCILLA ARRAZOIA

(27-X11-1886 — 16-VIII-1950)

La pérdida de don Juan Marcilla ba significado,
para los que le conocieron, la desaparicién, no ya
sélo del Maestro y del Tnvestigador, sino también
del bombre bueno, noble y sencillo que jamds negé
colaboracién y consejo cuando le fueron solicitados.
La Redaccion de MICROBIOLOGIA ESPA-
NOLA, que de él recibié alientos y orientaciones
en la tarea continua, no puede dejar pasar este
ntimero, en que de manera tan especial se le re-
cuierda, ‘sin bacer constar en las pdginas que fueron
creciendo bajo su vigilancia permanente, el mds
profundo sentimiento por la muerte de guien fué su
primer y querido Director.
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de los Salmones, con quien colaboré en la intensa labor de estudio, ensayo e
implantacién de portainjertos americanos para la repoblacién del vifedo:
filoxerado. ’

En esta época publicé, con el sefior Garcia de los Salmones, la obra de
Quimica, Viticultura y Enologia que tanto bien ha hecho, principalmente er la
Enologia espafiola.

Su incansable actividad encontré tiempo para ejecutar también trabajos de
aplicacién préctica, como los de organizacién, construccién y direccién de bede-
gas cooperativas, adaptando en su instalacién las mejoras alcanzadas por la
técnica moderna. A esta época y siguientes pertenecen las de Cintruénigo, Pe-
fiafiel, La Seca, Alcdzar de San Juan, Santa Maria de los Llanos y proyectos.
de otras aun no realizadas.

En el curso 1923-1924 fué nombrado, por concurso de méritos, catedrdtico
de Viticultura y Enologia en la Escuela Especial de Ingenieros Agrénomos. Pronto
se destacé su presencia en este Centro. Sus clases despertaron el entusiasmo de
sus alumnos, de los que muchos habian de elegir en el ejercicio de su carre-
ra para su actuacion en los primeros pasos profesionales aquellos asuntos re-
lacionados con las- especialidades vividas con- el Profesor Marcilla, ya que se
sentian no sélo firmes en su conocimiento, sino con seguridad para actuar en
la préctica. Este fué el cardacter de su ensefianza: hacer -vivir su asignatura acom-
paiiando al alumno en su trabajo al mismo tiempo que le dirigia y ensefiaba.

Por su entusiasmo y profunda conviccién -de la importancia de la Microbio-
logia agricola en la carrera de ingeniero agrénomo se cred esta catedra en la
Escuela, que desde el primer momento, hasta su muerte, desempeid con inten-
sidad creciente. Abiertos a todas horas sus laboratorios para los alumnos, vela-
ron muchos de ellos hasta avanzadas horas para terminar el trabajo préctico,
verdadero tema de investigacién. Varios de estos trabajos fueron publicados
algunos en esta misma Revista.

Numerosos han sido también los alumnos que, después de aprobada la csig-
natura de Microbiologia, continuaron los trabajos de investigacién emprendidos,
y muchos los que, después de terminar la carrera, los continuaron, encontrando
siempre facilidades para ello. No solamente éstos recibieron facilidad para espe-
cializarse. Era caracteristica de don Juan Marcilla su generosidad para admitir
en sus laboratorios a todo aquel que sinceramente queria trabajar, no eszati-
mando medios ni (lo que era més precioso) su tiempo, cuando a él se dirigian
para consultarle.

Este verdadero apostolode alcanzaba también con el mismo entusiasmo al.
humilde viticultor, despertando verdadera veneracién entre la inmensa poblacién
de pequefios y grandes cosecheros de todas las regiones de Espafia.

Fué el alma de los «cursillos» practicos de Enologia y, Gltimamente consi-
guié, con éxito grande, despertar el interés y hacer asequible en el terreno-
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de la practica la aplicacién de la Microbiologia, en «cursillos», dados por pri-
mera vez en Espafia, de Microbiologic enolégica. Tema que presenté recien-
temente en su ponencia sobre enseficnza enoldgica, al Congreso Viticola y
Enolégico de Atenas. ‘

Numerosas fueron también sus publicaciones en esta época; obras, revistas
y folletos, tales como: «Vinificacién en paises cdlidos», «Vinagres de vino»,
«Limpieza de bodegas», «Defectos, alteraciones y enfermedades de los vinos»,
efcétera.

Para sus clases preparé los Apuntes de Viticultura y Enologia, y los de Mi-
«crobiologia; apuntes sin limites, que cada afio ampliaba y mejoraba, base de
una gran obra que era su ilusién terminar, sobre Microbiologia espafiola.
También escribié ponencias y comunicaciones para los Congresos Internacio-
nales a los que asistié, colaborando eficazmente y con prestigio para su Patria,
.en Roma, Lousanne, Amberes, Bruselas, Dinamarca, etc., referentes a la Vida
y el Vino, Plantas tropicales, Reuniones de Expertos para la unificacion de mé-
todos de andlisis de vinos, Microbiologia, Quimica, etc.

El afo 1933 la Fundacién Nacional para Investigaciones Cientificas y En-
sayos de Reforma, con el fin de establecer un Centro de Investigacién, abrié
un concurso de temos de estudio, siendo elegido como el de mayor interés
el presentado por don Juan Marcilla, referente a sus trabajos ya iniciados
sobre levaduras que forman velo durante la «crionza» de vinos de elevado
grado alcohélico. Se cre6 el Centro de Investigaciones Vinicolas y fué nom-
brado su Director.

Con la publicacion atdn en la imprenta de la primera serie de trabajos co-
menzaron los tragicos dias de la época roja de Madrid. Como cristiano caba-
llero sufrié duras pruebas y padecié la prision. Fué entonces y durante las
horas de forzosa quietud cuando su actividad se empled en escribir la obra de
Viticultura y Enologia, refundicién y ampliacién de la anteriormente publicada
.con don Nicolds Garcia de los Salmones, con el titulo de «Quimica, Viticultura
y Enologia».

Editada al terminar la guerra, fué premiada por el Office Interna-
tional du Vin.

En esta época de poz, gigantesca fué la obra que don Juan Marcilla em-
prendié y que, llegando a su cumbre, habia de contribuir a su muerte. Nombra-
do Delegado en Madrid de la Direccién General de Agricultura, residente en-
tonces, como el Gobierno, en Burgos, rapido y con clara visién resolvié dificiles
-asuntos.

También fué nombrado Director de la Escueia Especial de Ingenieros Agré-
nomos. Toda la extensién de ésta, en aquellos momentos, se reducia a un despa-
cho del Ministerio de Educacién Nacional. Con entusiasmo y fe, no solamente
levanté de las ruinas su edificio, destruido por la guerra, sino que una nueva y
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moderna organizacién de la ensefianza comenzé a regir, resucitando con vigor
los laboratorios de especializacién y consiguiendo la mdas completa instalacion
para la prdctica y estudio de las industrias agricolas, incrementando las de otras
especialidades de la carrera. ]

Reconocido su valer por los que se proponian el engrandecimiento de Espoia,
y lleno de aquel verdadero fervor de trabajar por su Patria recuperada, sigui6
recibiendo los cargos que sobre él pesaron: Miembro del Consejo de Educacion
Nacional, Presidente de su Seccién IV, Asesor técnico de organismos oficiales.
No por ello dejo de trabajar en sus investigaciones, dandolas nuevamente im-
pulso. Reorganizé el Centro de Investigaciones Vinicolas, realizando sus trabajos
en los laboratorios hospitalariamente cedidos por el Jardin Botdnico de Madrid.

Alli comenzé sus investigaciones sobre la fermentacion citrica por el Aspergi-
llus niger, de ‘extraordinaria importancia para nuestro pals, trabajo que,

ya bastante avanzado cuando su ingreso en la Real Academia de Ciencias, ex-
puso en su discurso de recepcién.

Al surgir la magna creacién del Consejo Superior de Investigaciones Cien-
tificas, ‘el Centro de Investigaciones Vinicolas (que también las habia hecho ex-
tensivas o la fermentacion citrica, butilica e isopropilbutilica), pasé del Instituto
de Espafia al Consejo, constituyendo la Seccién de Fermentaciones del Instituto
«Cajal».

Aqui pudo don Juan Marcilla ampliar su campo de estudios cada dia con
mas profundidad y entusiasmo, dando mayor impulso a las investigaciones sobre
la fermentacién citrica, ya comenzadas, fijacién del nitrégeno por la levadura
en su fase aerobio, enriquecimiento de la misma en grasa por su permanencia
en atmésfera de alcohol, y di6 comienzo a los estudios que tanto interés habian
de despertar sobre «multiplicacién de levaduras para pienso», comenzando por
el estudio analitico de su riqueza en proteinas, vitaminas, glicégeno, grasas,
4cido nicotinico, que fueron objeto de publicaciones y comunicaciones. Recli-
zando después el estudio de las materias primas mds convenientes para dicha
multiplicacién de levaduras, trabajo publicado con el titulo: «Contribucién cl
estudio de materias primas espafiolas para la sintesis microbiana de proteinas».

Pertenecia también al Instituto de Investigaciones Agronémicas, en donde
dirigia la Estacién de Quimica Agricola, y posteriormente al Patronato «Juan de
la Cierva». Relaciond todos estos centros con altura de miras, completando los
investigaciones puras con ensayos de cardcter industrial. Entre sus trabajos pu-
blicados en el «Boletin de Investigaciones Agrondmicas» estan: «La fijacién del
nitrégeno atmosférico de los suelos», «Contribucién al estudio de una especie
de Saccharomycodes resistente a la accién téxica del sulfuroso», «Las bacterias
de los nudosidades de las leguminosas», «Una mezcla de indicadores de pH es-
pecialmente indicada para la industria enolégica», «lnoculacién de semillas
leguminosas con bacterias radicicolas», «Las materias primas espafiolas para la
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fabricacion de levaduras-pienso», «Los p}ocesos de acondicionamiento (deslig-
nificacién) de los pajas de cereales, gserdn reductibles en Espaiia?». Trabajos
que publicé "haciendo constar el nombre de sus colaboradores, lo que siempre
tuvo presente con generosidad y delicadeza.

Su labor profunda y eficaz fué reconocida y admirada. Condecorado con
las grandes cruces del Mérito Agricola y de Alfonco X el Sabio, le fueron im-
puestas en actos de sentido homenaije por los respectivos Ministros de Agricultura
y Educaciéon Nacional.

ingres6 en la Real Academia de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales como
académico de nUmero, y en la de Farmacia fué elegido, sorprendiéndole la
muerte en visperas de su ingreso.

Grande fué su valer y grandes la admiracién y carifio de todos los que le
conocimos, pero su muerte hace mds intensos estos sentimientos; sus obras, rea-
lizadas con caracteristica sencillez, no carecian, por eso, de esfuerzos y sacrifi-
cios, los que, unidos a su vision privilegiada y al inmenso caudal de sus conoci-
mientos, las hicieron llegar a la aliura que ocupan; por eso, al tratar de conti-
nuarlas, se aprecia més la grandeza de la obra por él realizada.

Su autoridad y prestigio, reconocido en todo el mundo, se manifiestan ahora
con su pérdida en toda su magnitud. Demostraciones de profundo sentimiento y
sincera admiracién y cariiio llegan de numerosos paises. Portugal, en s, Zsricon
Agrondmica de Sacavém, expuso una «Orden del Dia» comunicando su muerte
y comentando su vida, que siempre recordaremos. En Francio, como sentido
homenaje a su memoria, ha sido designado otro espafiol para ocupar su puesto
enel Office International du Vin. En Grecia, durante el Congreso
Internacional de Viticuliura y Enologio, celebrado en Atenas, al recibir la triste no-
ticia de su fallecimiento, se comunicé en solenine sesién, dando origen a expresio-
nes de sentimienfo y exaltaciéon de su recuerdo, acordandose como homenaije,
reservar su puUésto para un espafol.

Muy largo espacio seria necesario para seguir exponiendo, aun en forma
sucinta, las manifestaciones. de sincero sentimiento que siguieron llegando de
Suviza, ltalia, Inglaterra, paises de Norteamérica y América del Sur; de Aus-
tralio, en donde reciben la triste noticia al tratar de estrechar las relaciones
cientificas su Centro de Microbiologia de Adelaida.

Refiriéndonos a nuestro pals, su pérdida ha sido la del Maestro, maes-
tro paternal que a todos atendia. A toda Espafia ha llegado el sentimiento,
sentimiento profundo del que pierde un amigo y consejero leal. Son innumera-
bles los alumnos que hoy, ya en el ejercicio de su profesién, recibian su consejo y
ensefianza; numerosos los propietarios e industriales, principalmente vitivinico-
las, que recibian su valioso asesoramiento, facilitado con completo desinferés,'
alcanzando su atencién al més humilde y sencillo.

Pero donde don Juan Marcilla vivié con més intensa satisfacién su vida de es-
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tudio y experimentacién fué en los laboratorios de microbiologia del Instituto de su
direccién. Para él era un descanso, en las horas libres de otras obligaciones que
le distraian de su trabajo de investigacién, poder dedicarse plenamente a él y
sin limite de tiempo.

Con la misma satisfaccion venia a estas reuniones de nuestra Sociedad de
Microbiblogos, de la que fué Presidente y que con tanta fe contribuyé a crear
y organizar.

Tomé parte activa en las conferencias y desarrollo de la Revista, estimulando
con su ejemplo y comunicando su entusiasmo. Sus caracteristicas de elevada
categoria cientifica y sencillez en su trato, se reflejaron en las sesiones de la
Sociedad, donde se desarrollaron numerosos temas de alto interés cientifico, en
un ambiente gratamente familiar.

Memorable serd la Oltima sesién celebrada bajo su presidencia; en ella co-
municéd la invitacién del Gébierno del Brasil con motivo del Congreso de Micro-
biologio, que habia de celebrarse en Rio de Janeiro. Mandaba a la Socie-
dad de Microbiolégos tres pasajes de avién, uno de ellos, personal para
dor Juan Marcilla. Este viaje no habia de realizarlo nunca, pues la vispera de
su marcha cayé mortalmente enfermo. Cayé como el soldado en la batalla:
contestando @ una consulta cientifica, un derrame cerebral le hirié de muerte.
Su espiritu era gigante, pero su naturaleza, sufrida y martirizada, no pudo re-
sistir ya. Sélo tres dias mdas duré su vida. El Sefor le concedié lucidez para des-
pedirse de los suyos y encomendar su alma, muriendo como habia sido su vida,
de cristiano ejemplar, el dia 16 de agosto, siguiente al de la Asuncién de Nues-
tra Sefiora, rodeado de sus once hijos.

Descanse en paz y vele por nosotros.
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SECCION DE FERMENTACIONES INDUSTRIALES DEL PATRONATO
“JUAN DE LA CIERVA”
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CONDICIONES OPTIMAS DE PROLIFERACION DE LA TORULOPSIS
UTILIS —VAR. MAGNA DE THAYSEN—, SOBRE PREHIDROLIZADOS
DE CAROZOS DE MAIZ (MAZORCAS DESGRANADAS)

Juan Marcilla Arrazola (t), Enrique Feduchy Marifio, Luis Hidalgo Ferndndez-
Cano y José Garrido Marquez.

Préximos a publicarse, en los Cuadernos de la Seccién de Fermentaciones in-
dustriales del Patronato «Juan de La Cierva», los estudios realizados sobre la
utilizacién de los prehidrolizados de carozos de maiz, en la fabricacion de _leva—
duras alimenticias, presentamos esta Comunicaciéon como adelanto de los mismos.

En Espafa, el problema fundamental, en el orden econémico, para el auge
de las nuevas industrias de fermentacion y en el campo de otras bioguimicas no
fermentativas (fabricacion de furfural, xilosa, glucoso técnica o pura, etfc.), es
el disponer de hidratos de carbono abundantes y baratos. Esta exigencia gene-
ral es de mds necesaria urgencia en la fabricacién de levaduras para alimenta-
cién de animales como pienso concentrado, extrordinariomente rico en protei-
nas de alto coeficiente de digestibilidad y en vitominas del grupo B, entre otras
del complejo de microfactores de las levaduras. .

Las materias primas para todas estas industrias pueden ser productos vege-
tales predominantemente ozucarados, amildceos, celulésicos, o mds o menos.
ricos en pentosas y poliur(:)nidos. Para algunas finalidodes son también utiliza-
bles productos ricos en materias pécticas. ‘

En nuestra Patria, las melazas de azucareria son relotivamente caras por ser
en su casi totalidad consumidas en fébricas de alcoho! y levadura prensada de
panaderia, y las materias amildceas, acemds de caras, insuficientes para las
necesidades de la alimentacion humana y de los animales.

Se ha recurrido a otros substratos también ricos en azicares fermentescibles
y polisacdridos hidrolizables (inulina). Con este fin se estudié la utilizacién de
los jugos de higos chumbos (Opuntia ficus indica) ycomo ricos en inu-
lina a los de pataca (Heliantus tuberosum) y a rizomas de los
Asphodelus albus y microcarpus, plantos estas Gltimas espontd-
neas y extraordinariamente abundantes en eriales extensisimos de comarcas de
la Peninsula y del Protectorado de Marruecos.
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Para compensar la imposibilidad del empleo de materias primas amildceas,
utilizadas en otros paises, y desechadas las de los substratos de «azicares de
‘madera», por carestia de la materia prima, no demasiado abundante, ademas
.de la complejidad de las instalaciones necesarias para la sacarificacion de los
lefios y depuracién de hidrolizados, y no siendo tampoco suficientes las fabricas
de papel por el proceso de «lejias al sulfito», se ha recurrido a la sacarificaciéon
.de residuos vegetales (carozos de maiz, cascarilla de arroz, paja, etc.), a resi-
.duos industriales (bagazos de cafia de azdcar, etc.) y a otras plantas (tales como
la grama), espontdneas y perjudiciales para la agricultura, productos, la mayo-
ria, de extraordinaria abundancia y poco coste.

Aunque bastantes investigadores han estudiado la composicién de los zuros
.de maiz, incluso Duning y Lathrop realizaron la prehidrolisis y la sacarificacion
.de su celulosa, creemos que el tema por nosotros abordado es absolutamente
nuevo, ya que los citados autores norteamericanos enfocaron la cuestién con el
exclusivo objeto de la produccién de xilosa y glucosa, y no mencionaron la posi-
bilidad de dedicar las pentosas ‘a nuestra finalidad, juntamente con otras
sustancias ternarias, asimilables-por algunas levaduras, que se obtienen en la
prehidrolisis, extremo este Gltimo comprobado y valorado en su justo término
por la Seccién de Fermentaciones Industriales, y que-serd objeto de una préxima
Comunicacion.

Por cada cien kilos de materia prima disponemos de 33 a 34 kilogramos de
pentosanas, aprovechables al realizar la prehidrolisis como elementos carbona-
dos, plasticos y energéticos de las levaduras.

Para abreviar llamamos prehidrolisis a las logradas a temperaturas relativa-
mente bajas (80°-110°) con soluciones dcidas bastante diluidas (1-4 %). En estas
condiciones la sacarificacién de la celulosa es casi nula y, por el contrario, es
completa la hidrolisis de las pentosas y de los poliurénidos, constitutivos de la
mayor parte de las sustancias que, en conjunto y de modo muy impreciso, reci-
ben el nombre de hemicelulosas.

Del nitrégeno total contenido en los carozos de maiz (0,48 %) una parte im-
portante pasa a los prehidrolizados, dependiente de la intensidad de la prehi-
drolisis; pero de ella sélo 0,010 gramos son titulables como nitrégeno formol,
que se supone (en primera aproximaciéon) asimilable por las levaduras,
cantidades insuficientes, segin se ha demostrado en el curso de las experiencias.

Es una cuestion importantisima la concerniente a la presencia de prehidro-
lizados de sustancias inhibidoras o retardatrices del crecimiento de las levaduras,
una de ellas el furfurdl; pero con prehidrolisis suaves su concentracién en los
«mostos» no es inhibidora y sélo retrasa, en las primeras horas, el ritmo de pro-
liferacién y crecimiento de las levaduras alimenticias que se han ensayado.
Otro grupo de inhibidoras parece que debe ser adscrito a sustancias oxidables
(quizd compuestos fendlicos), que floculan por aireacién de los caldos, dando



“T. UTILIS” SOBRE PREHIDROLIZADOS 183

origen o grumos negruzcos, que se acumulan en las espumcs y tienden a adhe-
rirse a las paredes de los cubas de multiplicacién. Cuando en mostos obtenidos
por enérgicas prehidrolisis se producen estas floculaciones en gran cantidad, la
proliferacion de las levaduras se detiene y las células sembradas quedan en
parte englobadas en los grumos, cuya accién perjudicial pudiera ser a la vez de
orden quimico y mecdnico, este Ultimo por recubrimiento de la membrana
celular. »

En definitiva, ninguno de los inhibidores existentes en los prehidrolizades de
carozos es suficientemente enérgico para que su accién nociva se acuse de otro
modo que por una disminucién, no demasiado pronunciada, de la velocidad de
multiplicacién celular, cuando se procede a prehidrolizar con diluciones acuosas
de SOH. al 3 % (peso/volumen) y a temperaturas de 100° C, condiciones su-
ficientes para lograr una sacarificacién completa de las pentosanas, y a diluir
estos «mostos fuertes» hasta una concentracidn, en materias reductoras exore-
sadas en glucosa (1), no superior a 20 gramos por litro.

Seguramente este método serd el que se siga en la industria, ya que parece
dificil, y en todo caso costosa, la eliminacién de las materias nocivas por ofro
método. Continuamos, no obstante, nuestras investigaciones segin dos rutas: una
puramente cientifica de caracterizacién de los inhibidores, y otra ensayando
su eliminaciéon global por adsorcién sobre bentonitas, alimina, carbones activa-
dos o decolorantes, etc. ,

Respecto a deficiencias carenciales de los prehidolizados llegamos a precisar
que la proliferacién y el incremento de la materia seca de la levadura sembrada
son 6ptimos con la adicién de extractos acuosos de cereales preparados de modo
andlogo al «corn-steep». Las adiciones de agua de levadura y las de sulfito so-
dico (recomendadas las Ultimas por algunos investigadores norteamericanos para
la utilizacién de los «azOcares de madera» en la misma fabricacién que nos
ocupa) nos dieron cosechas netamente inferiores.

Es probable que en la industria convenga mezclar una pequefia porcién de
grano molido a los carozos triturados, porque asi aprovechamos al almidén (so-
carificable), ademds de los microfactores de activacion.

De los trabajos realizados y publicados por la Seccién de Fermentaciones so-
bre la utilizacién de la cebada, centeno v avena, como sustitutivos del maiz en la
preparacion del «corn-steep», se deduce que para la Torulopsis utilis, entre otras,
puede ser sustituido el cldsico activador por el extracto acuoso de cebada, en pri-
mer lugar, sin diferencias sensibles en la proliferacién y crecimiento celular, ni de
los rendimientos del azicar en materia seca de las cosechas.

El trabajo que nos ocupa, cuyo protocolo detallado ya hemos dicho que figu-

(1) Las materias reductoras se expresan en glucosa, aunque es sabido que en los carozos
de maiz se encuentran principalmente bajo la forma de xilosa y acidos urdnicos.
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rard en el Cuaderno nimero 1, actualmente en prensa, de la Seccién de Fermen-
taciones Industriales, comprende un extenso estudio,de todos los extremos apun-
tados, asi como de las condiciones éptimas de proliferacién de la Torulopsis
utilis (var. magna de Thaysen), limitdndonos en esta Comunicacién a exponer
el proceso «standard» que actualmente se sigue como consecuencia de todos ellos.

1.—Prehidrolizados.

los prehidrolizados se abtienen por. difusién a 100° C en cuatro elementos,
con una hora de contacto entre sélido (molido groseramente) y solucion de 4cido
sulforico al 3 % (peso/volumen).

Los «mostos fuertes» con que normalmente operamos responden al siguiente
andlisis medio:

Materias reductoras ... ... ... oo oo o i 5 %
NUmero de formol ... ... ... ... ... ... ... ... 0,7

Con difusiones mds perfectas obtenemos prehidrolizados con un 8 % de mate-
rios reductoras, pudiendo llegar hasta los 14-15 gramos por 100, con lo que la
industria podrd disminuir muy sensiblemente el volumen de los liquidos que
han de ser manipulados, con economia en la cabida de las cubas de neutraliza-
cién, en filtros, centrifugas, montajugos, etc. Para nuestras investigaciones utiliza-
. mos siempre prehidrolizados diluidos, por lo cual no era de gran interés el esfor-
zarse en alcanzar las méximas concentraciones.

Los «mostos fuertes» se neutralizan parcialmente con CO,Ca hasta pH 5-6,
hirviendo a continuacion durante tres minutos para lograr una mayor depura-
cién.)AI liquido filtrado se le afiade 0,065 gramos de POK.H y 0,126 gramos
de SO, (NH,), por cada gramo de materia reductora; se reajusta el pH a 4,5-5,
si ello es preciso, y se esteriliza a 100°C (vapor fluyente) durante media horc. A
continuacién se filtra nuevamente y esteriliza a la misma temperatura y tiempo.

El SO,(NH,).

anadido da lugar a que el prehidrolizado que se utiliza como
«mosto diluido», después de su total preparacién, tenga un nimero formol me-
dio de 4,5.

Los «mostos fuertes» se diluyen hasta el 2 % (peso/volumen) en materias re-
ductoras y se adicionan de «cebada-steep» (2), en la proporcién cel 1 % (volu-

(2) Para la preparacién de la cebada steep seguimos en lineas generales la téenica
dada por R. Winston Liggett y H. Keeffler —Bact. Rev. 12-297— para la preparacién del
corn-steep: A los granos de cebada se adiciona, hasta cubrirlos por completo, una
solucién de bisulfito sédico que contiene 2 gramos de SO, por cada litro. El liquido y los
granos de cebada, en remojo, se mantienen en estufa a 45° C, durante treinta y seis horas.
Pasado este tiempo se separa el liquido; a través de un tamiz de seda, y se envasa en un
recipiente cerrado, de forma alta, en el que se siembran lactobacterias (Lactibacterium
delbriichii, en cultivo puro o, mas sencillamente, Joghurt) y se conserva durante
cuarenta horas a la temperatura de 46° C. Terminado este periodo de fermentacién se filtra
el liquido y se concentra al vacio hasta que contenga una proporcién de materia seca del
50 por ciento.
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men/volumen), concentracién y proporcién encontrada como éptima para la
multiplicacién que nos ocupa.

2.—Siembra.

Previo rejuvenecimiento de la cepa de Torulopsis utilis (var. magna
de Thaysen) (3) en mosto peptonado al 2 % durante cuarenta y ocho horas, se
centrifuga y lava con agua estéril, resembrandola en un prehidrolizado diluido,
«mosto débil», de caracteristicas idénticas al que va a servir para la multiplica-
cién definitiva, airedndolo durante veinticuatro horas con una placa filtrante no-
‘mero 3 (Jena) a la temperatura de 28-30° C.

Antes de proceder a la siembra definitiva, se centrifuga y lava con agua
estéril, adiciondndola a la cuba de multiplicacién, que contiene el prehidrolizado
diluido y preparado, en la proporcién de 0,15 gramos de materia seca por cada
100 c.c. de medio, que aproximadamente corresponde a 100.000.000 de cé-
lulas por c. c.

3.—-Aireacién.

El sistema de aireacidn, de tipo nebulizado, se logra inyectando aire estéril,
previo paso por dos frascos lavadores con mezcla crémicay filtracién por colum-
na de algodén, a través de placas filtrantes nimero 3 (Jena) o de porosidad
equivalente a la del citado nimero.

La proporcién de aire es de 20 litros a la hora por cada 100 c. c. de medio
de cultivo, controldndose su paso por un contador de aire y un mandémetro de
mercurio.

4.—Temperatura.

Se mantiene la multiplicacién o 28-30° C, mediante regulacién eléctrica.

5.—Resultados obtenidos en la multiplicacién.

En las condiciones «standard» que hemos apuntado se obtiene un factor
horaorio medio de multiplicacién de 0,21, satisfactorio si se le
compara con el obtenido por ofros investigadores, con Torulopsis utilis
nimero 3 sobre «azicares de madera» (0,19-0,23), con un tiempo de agotamiento
de veinte-ventitrés horas y un rendimiento aparente medio del
56 %, si se refiere la materia seca producida a las reductoras consumidas, cifra
esta Oltima algo elevada si se la compara con las de otros substratos, pero de cuyo
significado se ha ocupado también la Seccidén de Fermentaciones Industriales en un

(3) La estirpe de esta cepa, traida directamente de los Teddington Laboratories, nos
fermenta, aunque lentamente y en pequefia proporcién, la glucosa y la levulosa y no lo
hace con la maltosa. sacrosa y lactosa. La Seccién de Levaduras del Instituto de Micro-
biologia General y Aplicada, de donde proceden todas las que se ensayan en la Seccién de
Fermentaciones Industriales, estd en la actualidad procediendo al estudio de esta estirpe,
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trabajo que por su volumen se sale de nuestro propésito y serd objeto de una
nueva Comunicacion.

RESUMEN

Los autores, después de larga serie de experiencias, han llegado a concretar
la técnica de proliferacién de la Torulopsis utilis (var. magna de Thaysen) sobre
prehidrolizados dcidos de carozos de maiz (mazorcas desgranadas), logrando
ponér a punto un proceso industrializable de fabricacién de levaduras
alimenticias.

SUMMARY

After a long series of experiments the authors were able to establish the proli-
feration technique of Torulopsis utilis (var. magna de Thaysen) on prehydrolized
acid corn cobs and succeeded in devising a manufacturing process for the produc-
tion of food yeasts. ‘
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FORMAS MICOSICAS EN LA CONJUNTIVA TRACOMATOSA

A. Socias.

En diversas comunicaciones hemos ido recogiendo motivos para establecer
una teorfa micésica del tracoma, que hemos resumido en un reciente trabajo pu-
blicado (1). En otra publicacién dimos una interpretacién sobre determinadas
células que se encuentran en las granulaciones del tracoma, segin la cual tales
célules corresponden al parésito y no al huésped. (Reproducimos mds adelante
la parte que aqui interesa de dicha publicacién, y para las microfotografias véase
el original (2) (*). Tales células se encuentran siempre en las extensiones de la
parte larddcea que salta al presionar las granulaciones en fase T-2. Ahora bien,
la forma de tales células no incita por si misma a sospechar su naturaleza micé-
sica, y buena prueba de ello es que los numerosos autores que han tratado de
la anetomia patolégica del tracoma, asi como de su etiologia, siempre han admi-
tido e interpretado que son células del huésped. Para nosofros fué preciso que
la epidemiologia nos diera la intuiciéon de una etiologia micésica para ver que
tales formas celulares correspondian al parésito y no al S.R. E.

En esta comunicacién presentamos un caso en el que no cabe duda sobre tal
naturaleza y ademds nos da luz para comprender que estdbamos en lo cierto
cuando establecimos la interpretacion dicha.

(*)  En relacién con estas formas, en 1941 hicimos la descripcién que sigue
sobre una supuesta forma microscépica del agente infeccioso del tracoma, que
considerdbamos como localizada, en muchas ocasiones, intranuclearmente. De-
ciamos: Los corplsculos de R& tendran, ademds, segin nosotros, otra manera de
evolucionar, penetrando en el interior del nicleo celular. Esta-evolucion intra-
nuclear, que hoy dia la consideramos muy frecuente, es de dificil observacién
por confundirse tcles corpUsculos con la cromdtina nuclear. Cuando con la ex-
tensién se rompen las células parasitadas es cuando se observan mas fécilmente,
constituyendo entonces lo que llamamos conglomerados secundarios, que no
serian mds que los conglomerados primarios agrupados mediante la sustancia
nuclear.»

«Estos cuerpos diferenciados se encuentran en gran frecuencia colocados
intercelularmente en los frotis de los granulomas y eran a los que en nuestra co-
municacion de 1935 nos referimos verdaderamente, suponiendo entonces que
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Nuestros estudios de laboratorio se han orientado siempre hacia el foliculo
—Ila llamada granulacién— que se encuentra principalmente en el tipo T-2 y
salta féacilmente a la presién del rodillo. Ahora bien, ésta es sélo parte de la le-
sién anatomopatolégica de la enfermedad y hay que reconocer que en general
los autores al presentar microfotografias o dibujos de la anatomia histo-patolé-
gica del fracoma han tenido una predileccion por aquellos campos en que se en-
cuentre una de estas granulaciones. Si observamos muchas preparaciones de cor-
tes nos llamard la atencién que es mucho menos frecuente de lo que parece ha
de ser por las publicaciones el encuentro de estas granulaciones; es decir, que
no son precisamente tales granulaciones lo mds caracteristico de la lesién histo-
patoldgica.

Hay que estudiar, pues, con detenimiento todo el corte de la biopsia de la
conjuntiva tracomatosa y depositar menos confianza en la porcién larddcea de
la expresion. Esperdbamos que asi se nos podria definir mejor la naturaleza de
la lesién en los cortes histolégicos y en ellos usamos también la tincién con Giemsa.

Hemos observado mas de sesenta casos mediante este procedimiento, y entre
ellos hubo uno que fué aleccionador por completo. A este caso corresponden las
figuras que se indican. \

Enellas, sin ningdn género de duda, pueden verse una serie de
formas que corresponden plenamente a las de un micelio y demds formaciones
de un moho. El tejido en su corte es muy friable y tiene una facilidad grande

tan sélo procedian del protoplasma de las células, una vez rotas por la vio-
lencia del frotis, mientras que hoy consideramos que en una gran parte proce-
den del nicleo. Las formas més frecuentes en el interior del nicleo son también
los cuerpos diferenciados, siendo, como ya hemos dicho, su discriminacion de la
cromatina nuclear dificil. Es posible que esta sea la causa de que su presencia
hasta el presente no hubiese sido descrita por ningdn autor. Ahora bien, lo que
para nosotros tiene un singular interés es la presencia intranuclear de una espe-
cie de ciclo evolutive, que si bien no es abundante, es muy caracteristico y sig-
nificativo, habiéndole tan sélo- encontrado intranuclearmente o en el exterior,
pero debido entonces a la rotura de éstos. Son formaciones redondas u ovales
que recuerdan en gran ndmero las formas de las levaduras, mucho mds ain
por una doble pared real o aparenté que puede verse distintamente en la
fig. 1. Estas formas unas tienen su interior coloreado homogéneamente y otras
estdn formadas o rellenas de un nicleo de granulaciones también redondas u
ovales de tamafios diversos y que le dan un aspecto moruliforme. Recuerdan los
quistes del género Coccidioides del orden de los Ficomicetos.»

«En el caso de la microfotogratfia de la fig. 1 se nos presenté desde un prin-
cipio la duda de si la forma oval que contienen los elementos esferoides de doble
pared era un nicleo de célula del huésped o si era un elemento de naturaleza
distinta. Hoy nos hacemos partidarios de este segundo concepto. Queremos
decir que no hay nicleo, sino que se trata de un ele-
mento quistico, asca o algo similar, que contiene en



FORMAS MIC6SICAS EN LA CONJUNTIVA TRACOMATOSA 189

en deshacerse, como corresponde a un seudo tejido compuesto por hifas sin tra-
bazén, como es el caso del tejido carnoso de los hongos macroscdpicos, que,
como es sabido, estd constituido por un pseudo-parénquima. Corresponde a la
figura 1.

En las figs. 2 y 3 pueden verse con foda claridad los artejos de un micelio,
muchos de los cuales guardan la morfologia corespondiente a un cultivo aéreo
deun Aspergillus. De todas maneras, con fijarnos un poco se pueden ver
formas de algunos de estos artejos que no estdn en cadena, sino aislados, y
gue en vez de tener una forma correspondiente a un cilindro la tienen esferoidal
o en calabaza. Esto representa un momento de transicién.

En la fig. 4, al lado de las formas como las Gltimas antes descritas, se pueden
ver una serie de células deformadas por la comprensién de unas con otras y
cuyo protoplasma estd tefiido irregularmente. Tienen un aspecto alargado y ten-
diendo a fusiforme en muchas de ellas. Seria un paso més en la transicion.

En la fig. 5 puede verse como este Gltimo tipo de células estén reunidas en
hacer curvados y forman casi un tejido apretado. Mds hacia el centro de la
preparacién estos haces se separan por dehiscencia de ofra interior que en-
vuelven.y estd tefida de un tono mucho més oscuro, como puede verse en lc
figura. 6. Estas células separadas pueden observarse en la fig. 7, en su parte
central especialmente, asi como en la fig. 8. Llamamos la atencién sobre estat
formas por su relacién, que estableceremos més adelante.

su interior formas esporadas del agente etfiolégico
Es sabido que las esporangiosporas, ascosporas, etc., tienen doble pared, al igua
que las formas de la microfotografia en cuestién. Ahora bien, estas formas col
doble pared no tan sélo se presentan dentro de su asca en moltiples de nues
tras preparaciones, sino que también fuera, es posible que por maduracién
bien por rotura en la extension. Estas esporas, segun esta morfologia, no seria
muy frecuentes; en cambio si lo son los elementos quisticos o ascales —con estc
nombres queremos denominar un receptéculo lleno de esporos o elementc
parecidos, sin darle clasificacién botdnica morfolégico-fisioldgica. Estos receg
téculos serian abundantisimos en el centro de la granulacién tracomatosa, y
hasta el presente no se han descrito como tales, debe atribuirse a que se he
confundido con nicleos o con células enteras del huésped —linfocitos, monont
cleares, histiocitos, etc.—. Esta confusién es consecuencia de que tales formas, €
muchos casos, se rodearian de una envoltura de sustancia segregada, bien por |
misma célula-pardsite, bien como reaccién de las células del organismo huéspe
enfrente del pardéito. Asi sucede con el Sacharomyces tumefacien:
que Curtis encuentra en un tumor mixomatoso, donde tiene el pardsito una cag
envolvente gelificada de mds de 10 micras de espesor, siendo la célula de
a 20 micras. Esta envoltura no se consigue en los cultivos in vitro de la levadur
De esta manera, estas fermas de la granulacién que acabamos de describir
parecen grandemente a una célula con su.protoplasma y nicleo.»

«La interpretacion que le damos a tales formas seudocelulares es como sigt
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Al margen de la preparacién y separada un poco del resto del tejido en
general hemos visto unas formaciones, las correspondientes a las figs. 9 y 10.
Las figs. 11 y 12 son detalles de las mismas vistas o mayor aumento. Nosotros
interpretamos estos cuerpos como correspondientes a peritecios en su ju-
ventud. En ellas se distinguiria la parte periférica, que seria el micelio envolvente
y la parte central el oogonio en desarrollo.

Con el hallazgo de estos cuerpos interpretamos la preparacién en conjunto
como una serie de peritecios en mayor o menor desarrollo. El resto de la prepa-
racién, fuera de estos cuerpos, seria un gran peritecio en pleno desarrollo,
de un Aspergillus (Eurotium), cuya parte central estéd formada por
las células oscuras de las figs. 6, 7 y 8.

En la fig. 13 hemos fotografiado el detalle de unas células que, como pusde
verse, tienen una gran aureola refringente y que se encuentran distribuidas al
azar por la parte miceliar del periteci o desarrollado. Sospechamos que
pueda tratarse de la iniciacién de nuevos peritecios.

Esta preparaciéon, de un interés extraordinario para nuestros estudios, corres-
ponde a la Estirpe ndmero 40, cuya siembra hemos comentado anteriormente (3)
y que nos daba un Aspergillus. Esta estirpe es la Unica que ha dado un
Eurotium, o sea un Aspergillus con formas sexuadas. Suponemos que a esta
particularidad se debe que tenga esta morfologia tan tipica en células micésicas.

En esta preparacion puede observarse coémo las células de protoplasma gra-

a) de una materia capsular que correspenderia, en cuanto a su analogia formal,
al protoplasma de una célula; b) de un asca o similar que corresponderia al no-
cleo celular, y ¢) de los ascosporos que corresponderian a los que en el afio 1941
describiamos como formas parasitarias intranucleares. Este conjunto pleno no
se daria mds que contadas veces, porque, por lo regular, cuando el asca esté
repleta de ascosporos estaria en una fase donde la envoltura habria ya des-
aparecido; en cambio, si es frecuente la fase en que hay envoltura capsular y
asca, sin distinguirse en su interior ascosporos y quedando mds fuertemente tefii-
do que un nicleo celular y con cardcter homogéneo; es en este momento cuan-
do la confusién con una célula del huésped es facilisima, por su parecido ex-
traordinarjo.»

«En més de un frotis de granulaciones hemos encontrado una gran masa sin
parcelamientos y de aspecto como si estuviese constituida por sustancia mucoide
y contuviera, envolviéndolas, formas ovales grandes, que pueden tener 15 y
mds micras de didmetro. En tales casos dificilmente se podria interpretar el pa-
norama microscopico como un conjunto de células con protoplasma individual a
cada nicleo, ya que sélo se encuentran los tales nicleos reunidos por el magma
de la sustancia mucoide segregada; en todo caso tendria que describirse como
una célula gigante descomunal. Nosotros lo interpretamos que son formas asca-
les reunidas y englobadas por sustancia mucoide segregada. Es el caso que
puede verse en las figuras 2 y 3, especialmente en esta Oltima. En ella se ve
como muchas de las formas ovales estén pegadas unas a ofras, sin que las se-
pare porcién protoplasmatica o membrana alguna.»
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nuloso, en un avance de su desarrollo o transformacién, tienen los bordes no bien
definidos, como si llegado el momento se deshiciesen en una masa algodonosa;
si se analiza a mayor aumento —1.200 didmetros— se ve que estdn integradas
por formas que se observan en la mayoria de frotis de foliculos tracomatosos
exprimidos, que tienen un parecido con los microorganismos de lo Colonia
Tipo (a”) y (b’) (3). En ciertos campos de la preparacién en cuestion no cabe
duda que se frata de formas bacterianas.

Hemos dicho que el caso anterior es excepcional. Lo normal es que en
todos los cortes histolégicos de la lesién tracomatosa en fase T-2 veamos una
serie de células que se colorean intensamente por el Giemsa, situadas en medio
de un tejido que se decolora mucho més fdacilmente. Este tipo de células a
veces se encuentra reunido en grupos, y ofras, mds o menos aislado, tienen una
forma esferoidal y muchas veces covada, o bien mds raramente en calabaza.
Tienen una gran semejanza con las que hemos descrito al tratar de las formas
seudo celulares y nosotros las interpretamos como correspondientes al pardsito
y no al huésped. Es muy frecuente que se encuentren principalmente bien de-
finidas en la misma periferia de la preparacién correspondiente a la conjuntiva
libre. La mayoria de estas formas son de tincion intensa y uniforme y no pue-
den distinguirse nicleo y protoplosma. Véanse los figs. 14, 15y 16.

En una fase mdas avanzada estas células se ven, segin hemos descrito antes,

«En casi todos los frotis puede observarse, de una manera muy distinta del
resto, formas aislodas de estas ascas rodeadas de la capa mucoide, que, como
hemos dicho, tienen un parecido ton grande con la célula y su nucleo, que hemos
dudado durante mucho tiempo sobre su naturaleza. Las figs. 4 y 5 son un ejem-
plo tipico de tales formas. En cambio, en ofros casos (fig. 6), en su parte central,
hay una forma oval en lo que con dificultad se ve en su centro una figura elip-
soide que llena casi todo el espacio; estas formas sélo dificilmente podran pasar
por ser una célula y su nicleo. En la fig. 7 se ha pronunciado més la falta de
diferenciacién entre célula y nicleo y, aparte de su tamafo gigante, puede ob-
servarse que el supuesto protoplasma contiene formas més o menos esféricas,
unas coloreadas y por tanto oscuras v otras refringentes, siendo estas Gltimas
muy cbundante. (Fig. 6.)» .

«A veces se ven mosas oscuras con una envoltura menos densa v ademds
sin limite claro externo, y dan completamente la sensacién de sustancia mucoi-
de. {Fig. 8.)»

«En la fig. 9 se pueden ver nicleos () bien destacades, en los cuales
no existe la mds minima cantidud de protoplasma (1) a su alrededor y
no pueden tomarse como células de gran nicleo y escaso protoplasma ni, al
revés, de gran profoplasma y escaso nicleo, poraue en su interior sélo se ven
granulaciones mds o menos desiguales de tamafo y que recuerdan las formas
vistas en la fig. 10. Este contenido granuloso era més distinto y claro en la ob-
servacion directa al microscopio que en la microfotografia. En esta misma figu-
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como células alargadas y apretadas y de contenido granuloso, pero aqui no
forman entre si un seudo parenquima, sino que estdn mdas o menos aisladas y
son menos aparentes las impresiones de las unas sobre las ofras, y conservan
mds o menos su forma, segin acabamos de describirlas; son esponjosas en su
contenido y se tiflen mucho menos intensamente. (Fig. 17.)

En muchos casos se puede observar cémo si estas formas en vez de ser
homogéneas o bien esponjosas, se tratase de una envoltura con la forma pri-
mitiva y repleta de granulacipnes bien definidas. (Figs. 18 y 19.) En otros campos
de la misma preparacién, o bien en preparaciones distintas, estas granulacio-
nes de tamafio que va desde los limites de la visibilidad hasta formas esféricas
de tamafio de cocos y aldn mayores, estdn agrupadas pero claramente libres
de una envoltura que las contenga y redna. Es frecuente ver cémo muchas
de estas formas tienen un aspecto alargado, como de un bacilo o virgula finisi-
mo mds o menos envuelto por un halo refringente. Estas formas corresponden a
los llamados por varios autores elementos rickettsoides y al Clamydozoon
trachomatis (*) del «Bergey’s Manual of Determinative Barteriology». (Fi-
guras 20, 21, 22y 23))

ra, a la derecha y més abajo que las anteriores, se observa una célula (1
que corresponderia a una formacién mucoide sin diferenciacion ascal, corres-
pondiente al nUcleo (1). Fig. 10.»

«Estas formas que acabamos de describir, que se ven en los frotis de la
sustancio larddcea tracomatosa, las interpretamos como pertenecientes a un ciclo
evolutivo del parésito que, por lo dicho hasta aqui, se desprende fécilmente,
pueden pertenecer a la morfologia de un organismo de los Eumicetos en sus
fases perfecta o sexuada e imperfecta. Quedan adn otras formas de morfologia

(*) Clamydozoon trachomatis, Foley y Parrot. (Rickettsia trachomae.
Busacca; Arch. Opthalm. 52,1935,567; Foley y Parrot. Arch. Inst. Pasteur d’Algerie, 15,
1973,339; Rickettsia trachomatis, Foley et Parrot, idem.) Asi llamada por la
enfermedad que produce: tracoma. ’

Cuerpos cocoides: microorganismos pequefios de 200 a 300 milimicras de didmetro en
la forma de cuerpo elemental. Los cuerpos iniciales tienen sobre unas 800 milimicras de
didmetro y también se encuentran formas de mds de 10 micras. Todas las formas grandes
se encuentran encapsuladas en una sustancia, que deriva bien del microorganismo bien del
protoplasma de la célula parasitada. El cuerpo elemental es la unidad bésica. Aparecen
agrupaciones e¢n parejas y cimulos. Gram negativos. Se tifien eon dificultad con colorantes
de anilina; con el Giemsa dan color azul o violeta y con el Macchiavelo dan azul o rojo,
seglin su momento metabélico. La matriz de las marcas da una fuerte reaccién del glicé-
geno. No moviles.

Cultivo: no han sido nunca cultivadas. .

Aspectos inmunoldgicos: tienen uno o mas antigenos en comin o son al menos parecidos
a los que tienen la Miyagavanella sp. Producen a baja concentracién anticuerpos
que fijan el complemento con antigeno de Miyagavanella lynphogranulo-
matis.

Patogenicidad: Patégeno para el hombre y monos en lo que afecta solamente a la cornea
y a la conjuntiva, causando lesiones altamente destructivas. Susceptibles a la penicilina y
sulfamidas.

Origen: se encuentra en raspados de cérnea y conjuntivas tracomatosas,



Fig. 1.*.—Corte histolégico de una biopsia de conjuntiva tracomatosa. Tincién Giemsa.
Pseudo-parénquima de naturaleza micésica.

Fig. 2" —Artejos de micelio correspondientes a 2 en la microfotografia L



Fig. 3.4—Artejos de micelio tipicos y otros mds adaptados al medio; corresponden a 3 en
la microfotografia 1.*

Fig. 4.°—Células micdsicas en pseudo-parénquima presionadas unas con otras; correspon-
den a lo que parece ser pared del peritecio. Situadgs en 4 en la microfografia 1,



Fig. 5.%—Células micésicas en pseudo-parénquima presionadas unas con oiras; correspon-
den a lo que parece ser pared del peritecio. Situadas en 5 en la microfotografia 1.

Fig. 6.“—Limite entre las células del interior del peritecio y las periféricas. Situadas en 6
en la microfotografia 1.%
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Fig. 7.%—Detalle de las células del centro del peritecio. Situadas en 7 en la micro-
fotografia 1.°

i

Fig. 8.%—Detalle de las células del centro del peritecio. Situadas en 8 en la micro-
fotografia 1.°



Figs. 11 y 12.—Detalles a mayor aumento de la pared de los cuerpos de las microfotografias
9.4 y 10.°



Y
Fig. 13.—Células micésicas envueltas en un halo de sustancia que no admite el colorante.
Inicios de peritecio (?). Situadas en 9 en la microfotografia. 1.

Fig. 14.—Corte de una conjuntiva tracomatosa en T-2. Giemsa. En el borde se observan
unas células de protoplasma fuertemente tedido y que son de naturaleza micgsicq



Figs. 9 y 10.—Peritecios jovenes (?).



Figs. 15y 16.—Células de naturaleza micgsicq a gran aumento en una conjuntiva tracomatosd,



Fig. 17—Células como las de las figuras 15 y 16 y otras con protoplasma esponjoso, tam-
bién de naturaleza micdsica.

Fig. 18.—Células como las de las [iguras 15 y 16, cuyo protoplasma se resuelve en cor-
pisculos independientes y bien discretos, Junto a ellas se ven tales corpiisculos libres.



Fig. 20—Corpisculos libres de tamanos diverscs hasta llegar a los mismos limites de
resolucién del microscopio. Formas en coco, salterio, virgula y rickettsia.



Figs. 21 y 22—Corptisculos libres de tamarios diversos hasta llegar a los mismos limites de
resolucién del microscopio. Formas en coco, salterio, virgula y rickettsia.



Fig. 23.—Corpiisculos libres de tamafos diversos hasta llegar a los mismos limites de
resolucién del microscopio. Formas en coco, salterio, virgula y rickettsia.

Fig. 24—Corte de una de las llamadas glindulas de Ivanof. Nosotros la ccnsideramos un
peritecio. Obsérvese la semejanza de sus células con las que se ven en las microfotografias
correspondientes a las figuras 2 a 7.



Figs. 25 y 26—Proceden de colonias de tipo (a”) y (b”). Se observan unas células grandes

que cuando se desarrollan dan lugar a una colonia de Aspergillus. Compdrese con las cé-

lulas de las figuras precedentes. Se ven corpisculos libres, pero aglomerados, de distinto
tamario,



Fig. 27.—Como la anterior. Se ven corpiisculos libres y bien aislados de forma varia, siendo
su minima expresién un punto tefiido; éstos corresponden a nuestros corpisculos de Rd.

Fig. 28.—Frotis de una granulacion tracomatosa, donde pueden verse corpisculos de Rd,
inclusiones, clamidozoon, cuerpos rickettsoides, etc,
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En la literatura sobre la anatomia patolégica del tracoma es bien conocido
el término de Glandulas de Iwanoff. Sobre esta terapéutica dice Cange:

«En 1878 Iwanoff describié en la conjuntiva fracomatosa unas formaciones
glandulares que por su frecuencia, su abundancia y su tenacidad explicarian la
cronicidad del proceso, su resistencia a la accién terapéutica y su tendencia a
las recidivas. a) En su forma més elemental se presentan como simples diver-
ticulos o profundizaciones superficiales del epitelio; b) En un grado més avan-
zado parecen gldndulas tubulosas alargadas, provistas de una membrana basal
soportando dos capas de células, redondas vy cilindricas, alrededor de las cuales
hay una infiliracién de células linfocitarias especialmente acumuladas en el
fondo y en la embocadura. Estas Gltimas se organizan de tal modo que tienden
a obstruir el canal excretor, y engendrarian: ¢) Los quistes de retencién, que
harian relieve en la conjuntiva y se confundirian fécilmente con la granulacién
auténtica; d) En fin, el grado més pronunciado de estas transformaciones estd
representado por las glédndulos acuminadas resultantes de la transformacion y
produccién de diverticulos secundarios ramificados sobre el tubo inicial. Mien-
tras que las granulaciones tracomatosas son pasajeras y transitorias, las glan-
dulas tendrion una duracién casi indefinido; la inoculacién purulenta provocada
causaria su desaparicion: de esta manera se explicaria la accién curativa de
este método terapéutico. Al mismo tiempo que Iwanoff, Berlin describia unas

mucho mads simplificadas que serian resultantes de una perfecta adapta-
cién parasitaria del microorganismo enfrente del huésped. Estas formas se pre-
sentan en la microscopia del granuloma y toda una serie de autores las vienen
denominando formas rickettsoides... A estas formas las denominamos cor-
pusculos de Rd&.»

«En las figs. 11 y 12 pueden verse dos microfotografias correspondientes a un
solo caso de tracoma y hechas segin la técnica corriente; se ven imdgenes abun-
dantes y claras de las formas antes tratadas; pero el interés capital de estas
preparaciones estriba en que estos corpUsculos estdn englobados dentro de un
magma mucoide, que a la vez envuelve gran nimero de’formas ascales
—nUcleos (1)—, segin nuestra anterior descripcidn, sin que se vea ninguna
célula de naturaleza linfoide. ;Qué relocidn existe, pues, entre estas formas
casi ultramicroscopicas y las otras que miden muchas micras? En las micro-
fotografias es muy dificil poder observar que las formas ascales contienen en
su interior gran nimero de los pequefos corpUsculos, pero se distinguen fdcil-
mente en la mayoria de los casos mediante la observacion directa al micros-
copio y tienen el mismo aspecto que las que se encuentran fuera, o sea inter-
celularmente, por la causa que sea; de aqui que nosotros consideremos que
tales corpUsculos proceden siempre del interior de los ascos, aunque esto no
empece que estos mismos corpUsculos puedan desarrollarse por esciparidad fuera
de los ascos. Segln esto, todas estas formas descritas corresponderian a momen-
tos distintos de wn ciclo evolytivo que, por consiguiente, en ciertos momentos,
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lesiones idénticas y, por consiguiente, se asociaron estos dos nombres para desig-
nar tales gldndulas.

Las objeciones en contra de esta teoria no han faltado; en un principio hay
que tener en cuenta que estas glandulas son inconstantes; por ofra parte pue-
den mostrarse en estados patolégicos, inflamatorios o no, distintos del tracoma,
y hasta su naturaleza glandular ha sido discutida seriamente.

En 1874 Remy describié imégenes microscépicas andlogas, pero dié de ellas
interpretacion  distinta; las consideré como pseudo-gldndulas resultantes de
depresiones interpapilares tapizadas con su epitelio. Muchos otros investigado-
res las han encontrado, y unos opinan que sélo tienen la apariencia de gléndu-
las vy procederian de una exageracion de los pliegues normales de la capa epi-
telial, hundiéndose mds o menos entre las vegetaciones papilares y las crestas
foliculares. Para otros observadores se trata de gléndulas verdaderas proceden-
tes de células pertenecientes a los acini normales o bien de elementos epiteliales
del fondo de los surcos interpapilares.

Los ulteriores investigaciones de Réehlmann le han llevado o adoptar una
opinién mixta. Serfan en un principio consecuencia de pliegue en acordedn de la
mucosa tracomatosa que luego se invaginaria como los surcos de Stieda. Por
ofra parte podrian proceder de una neoformacion glandular auténtica, mas esto
sélo se daria en la fase en que hay Ulceras foliculares. Segin el autor citado, en

tendrian tallas muy grandes —veinte micras y més—, no correspondiente, por
tanto, ni mucho menos, a wun Vvirus filtrable, pero si posibles
productores de ¢él, lo que tendria extraordinario interés».

«La morfologia del agente etiolégico quedaria resumida, segin nosotros,
del modo siguiente»:

«a) Formas de gran tamafio seudo-celulares que con el Giemsa
se colorean de azul-violeta y que tienen un contenido francamente granuloso
constituido por unidades independientes. Para esta forma no admitimos la deno-
minacién de inclusion, desde el momento que no estdn dentro de ninguna
célula, vy si tal parece es debido a que estdn envueltas o se rodean de una espe-
cie de cdpsula mucoide, y por haberse confundido ésta con el profoplasma por
la mayoria de los autores no es de extrafiar que el conjunto se haya considerado
como una célula con inclusiones. Por tanto, creemos se las debe denominar
cuerpos seudo-celulares del tracoma de naturaleza parasi-
taria mejor que células del tracoma, que parece involucrar una na-
turaleza celular procedente del huésped.»

«b) Formas de tamafio bacteriano —-de una a ocho micras de longitud—- de
morfologia mds o menos bacilar, a veces con extremos mds coloreados que el
resto y siempre con irregularidades de tincién, ya que unas veces se quedan sin
tomar los colorantes, y por tanto refringentes, y ofras fuertemente tefiidas en azul-
violeta. Estas son las formas que les cuadraria la denominacién de cuerpo
rickettsoide, ya que en muchos casos tienen una semblanza morfolégica
grande con las rickettsias, especialmente cuando son extraascales y se encuen-
tran dentro de la sustancia mucoide»,
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cuanto el nédulo tracomatoso evacua su contenido deja una cavidad que luego
se convertiria en glandula.

Sea cual fuere el significado de estas glandulas, parece que no tienen nin-
gun valor especifico, ya que pueden observarse en estados irritativos, en irfla-
macicnes crénicas y hasta en el ectropion banal.»

Nosotros, en mds de un caso, hemos creido poder identificar tales formacio-
nes con la primeramente descrita correspondiente a un peritecio. No tendrian
¢l desarrollo tan completo como en tal caso. Puede verse un corte de una de
éstas (fig. 24), y ciertas de sus células las identificamos con las descritas hasta
aqui. Las correspondientes al centro por la presién ejercida al realizar la bicpsia
serfan expulsadas y de aqui la causa de la semejonza con una formacién

glandular.

Como deciamos, pues, en la introduccién, tenemos:

a) Por los estudios que hemos realizado sobre la epidemiologia del tra-
coma (1), podemos establecer la hipdtesis de la etiologia micésica del tracoma.

b) Por la microscopia de los frotis de las granulaciones debidamente in-
terpretadas se refuerza tal hipétesis al encontrar unas células que son del pa-
rasito y no del huésped (2).

«c) Formas diminutas de media micra de digmetro, que si se colorean me-
diante el Giemsa toman matices que van del violeta pUrpura al naranja. Suelen
estar formadas por dos partes: una central puntiforme con tendencia al violeta
y una periférica de coloracién naranja o sin colorearse y refringente. Esta dis-
posicién es la causa de que el conjuntc tenga un gran contraste y, por tanto, pue-
da distinguirse con una cierta facilidad, que no tendria de no existir. Bajo esta
morfologia se presentaria el primer momento visible al microscopio del pardsito
en su fase de ultra virus y a la vez procederion de los formas antes descrites y
serion precisamente estas formas ¢) las verdaderamente copaces de parasitar el
protoplasma de las células del huésped, integrantes principalmente de la capa
externa del granuloma tracomatoso; serian, por tanto, la manifestacién morfolé-
gica de la fase del pardsito mas altamente parasitaria, con lo que queremos decir
que dependerian estrechamente del fisiologismo de la materia constituyente del
protoplasma celulor. Estas formas pueden compararse a los corpéUsculos
elementales de von Prowaczek y es posible que a la misma denomina-
cién de Poleff, segin su descripcién aparecida en 1942 en Archiv fur die
Gesamte Virusforschung. En lo que nosotros, en 1941, denominamos cor -
pusculos de Rd&, y que consideramos no pueden subsistir fuera del proto-
plasma, y, por tanto, no pueden coincidir con los corpisculos elementales libres
de Poleff. Con bastante frecuencia, mds que estas formas:puntiformes aisladas,
se pueden observar dentro del protoplasma celular filamentos apelotonados en
ovillo més o menos apretado y que tienen las mismas caracteristicas de disoosi-
cién de su sustancia constitutiva que la de los elementos puntiformes. No estarian
estos filamentos formados por eslabones unidos —siendo los elementos puntifor-
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c) Por los cortes histo-patolégicos de la conjuntiva tracomatosa, en deter-
minados casos no cabe lugar a duda, segin lo expuesto en esta comunicacién,
que hay formas correspondientes a las células de un moho, lo que confirma la
interpretacion del apartado b). '

d) Por las deducciones hechas de las siembras de granulaciones y las colo-
nias que de ellas nacen, segin una reciente publicacién (3), se encuentran con
frecuencia colonias correspondientes a una especie de Aspergillus, ade-
mas de ofras de tipo bacteriano.

Por nuestra presente comunicacién, hemos visto en la Ultima parte que las
formas celulares del pardsito pueden confundirse con las células de fa conjun-
tiva, més su protoplasma, de tincién mds intensa y homogénea, las diferencia.
Estas células, en un momento de su evolucién, presentan la fase que parecen una
envoltura celular repleta de corpUsculos individualizados bien discretos, que en
fase ulterior quedan libres y toman el aspecto de los llamados por nosotros
CorpUsculos de R& y por ofros autores cuerpos rickettsoides o Clamidozoon
trachomatis. '

Estas células del pardsito en sus fases no bacterianas si son sembradas tien-
den a dar colonias del tipo (a”) y (b’), que s6lo se consiguen en la primera
siembra. La mayorfa de los veces estas colonias no pueden ser resembradas y
parecen estériles, o bien dan nacimiento a colonias del tipo (a), (@) y (b) o de
Aspergillus. Su microscopia suele corresponder a las figs. 25, 26 y 27.

¢Cudl es la interpretacién que damos a lo expuesto en estos cinco apartados?

Establecemos que el agente etiolégico del tracoma es un Aspergillus.

Este moho en la lesién histo-patolédgica del tracoma se presenta pleomérfico
—plenitud de formas— o sea como células de un micelio, de un peritecio y bac-

mes los eslabones—, sino que la imagen corresponde a un filamento continvo.»

«d) Por Ultimo hemos de tratar de una forma de la cual hasta el presente
nada hemos dicho, lo que es debido a que su presencia se deduce de las ante-
riores, ya que es imposible establecer una clara diferencia entre esta forma y
ciertas células reaccicnales que se ven en el campo. Se trata de unas formas
que tienen un parecido extremo con los linfocitos de protoplasma minimo. Se ca-
racterizan por una masa a modo de nucleo de linfocito con un halo muy delgado
con tendencia a ser refringente; este cardcter y el que tal ndcleo (1) tenga
una forma redonda u oval de bordes muy netamente delimitados, y que su colo-
racién sea muy homogénea e intensa, hace que si bien se parece enormemente
a un linfocito, tenga algo que permita diferenciarlo de ellos. Por ofra parte,
si bien su tamafio en muchos casos es como el de aquéllos, no cabe duda que
también abundan las formas de tamafio mas pequefio, llegando algunas a tener
tan sélo de tres a cuatro micras de didmetro. No en vano se ha llamado a los lin-
focitos: células esporas. Un poco mds pequefias y refringentes, y se con-
funden ya con las formas de tipo b). A estas formas les llamamos: leva -
duriformes pseudo-celulares. (Fig. 13))
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terianas. Estas Ultimas son escasas en la microscopia del frotis o corte histolégico
de la lesién; en cambio si estén presentes y con una alta frecuencia en los cultivos
de la misma procedencia. Hay otra forma que siempre se encuentra en las iesio-
nes de la enfermedad, que son las correspondientes al tipo Rickettsia vy
que pertenecen también al pleomorfismo del moho, y que no se obtienen en los
cultivos; al menos no son capaces de resiembra.

Todo lo cual nos induce a interpretar los hechos experimentales citados di-
ciendo que el agente etiolégico del tracoma es una, alguna, o cada una de las
fases de un Aspergillus pleomérfico que hemos clasificado como el As-
pergillus amstelodami.

RESUMEN

Estudiomos las células de cortes histo-patolégicos de conjuntivas traco-
matosas.

“En un caso especialmente se pueden ver, sin lugar a duda, células que per-
tenecen a un hongo y seguramente a un peritecio. Se encuentran formando
un seudo parénquima que, por tanto, tiene la apariencia de un tejido de células
dehiscentes. l

En los ofros casos hay células del tipo anterior, pero aisladas o en peque-
fos grupos.

Las Hlamadas gléndulas de Iwanof de la conjuntiva tracomatosa las interpre-
tamos como peritecios del moho en cuestién.

Por la presente publicaciéon y otras anteriores establecemos que el agente
etiolégico del tracoma es el Aspergillus amstelodami con un gran
pleomorfismo.

Dentro de la plenitud de formas de este moho se encontrarian células de
tipo eumiceto, miceto imperfecto, bacteria y rickettsia (Clamydozoon).

SUMMARY

We studied the cells of histopathological sections of the trachoma conjunctivee.

In one case especially the cells observed undoubtedly belong to a fungus,
most probably to perithecium. They form a pseudoparenchyma and therefore
resemble dehiscent cell tissues.

In the other case we found cells of the previous type but isolated or in small
groups.

We consider the so-called Ivanoff glands of trachoma conjuntiva to be
perithecia of the studied mold.
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In this and former papers we established that the etiological agent of
trachoma is Aspergillus amstelodami with great pleomorphism.

Among the multiple forms of this mold can be found cells of eumycetic
type, imperfect mycetum, bacteria and rickettsia. (Clamydozoon).
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OPACIMETRO DE REGISTRO FOTOGRAFICO CONTINUO (%)

C. Xalabarder.

Muchas reacciones quimicas o fenémenos biolégicos manifestados por gra-
dos de turbidez variables en funcién del tiempo, resulta interesante poderlos
registrar automdticamente de manera continuada. Una de sus aplicaciones im-
portantes es la obtencién de las curvas de crecimiento bacteriano para obser-
var sus modalidades de alteracién bajo la accién de los antibiéticos, afiadidos en
cade una de las fases principales de dicho crecimiento. El misterio que todavia
envuelve al mecanismo de accién de tales drogas, podrd irse desvaneciendo
con el auxilio de nuevas técnicas que nos permitan estudiar bajo qué condicio-
nes se unen a los gérmenes y cémo responden estos Gltimos a la presencia de
los antibidticos. El registro fotogrdfico de las curvas de crecimiento bacteriano
puede ser de gran utilidad para resolver diversos aspectos del problema.

En realidad, se han llevado yo a cabo varios realizaciones practicas para
registrar automdticamente los grados de turbidez correspondientes al aumento
progresivo del nimero de gérmenes en fase de desarrollo. Todos esos intentos
son muy valiosos, pero presentan también serios inconvenientes. El dispositivo de
Bonet-Maury y Walen registra simultdneamente seis curvas distintas, trabajan-
do por puntos a intervalos regulares; pero es un aparato extremadamente com-
plicado y forzosamente caro. El intento de simplificacién ideado por Giménez
Vargas y Monche no permite apreciar pequefias variociones en la densidad
bptica, debido a que la célula fotoeléctrica auténoma utilizada por estos inves-
tigadores resulta ser muy poco sensible y no hay posibilidad de ampliar la de-
bilisima corriente que origina. '

Con el fin de obviar diches inconvenientes he ideado y construido un dispo-
sitivo simple y eficiente, que puede ser montado con facilidad en cualquier la-
boratorio medianamente equipado.

Como sea que la célula fotoeléctrica auténoma no se presta bien para apre-
ciar, debidamente ampliadas, las pequefiisimas variaciones de intensidad lumi-
nica, he recurrido a la célula fotoemisora, cuya corriente de salida puede ser
multiplicada tantas veces como convenga. En el esquema adjunto se aprecian,

(*) Trabajo leido en la Seccién de Barcelona, de la S. M. E,
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mejor que con una larga explicacién, las caracteristicas técnicas de mi disposi-
tivo (Fig. 1).

" El galvanémetro registrador, de espejo mévil, abarca un dngulo de 60 gro-
dos, bajo una intensidad de 25 micro-amperios; pero, mediante el shunt variable
conectado al mismo, es posible reducir su sensibilidad de acuerdo con las nece-
sidades del trabaio a realizar. Siendo conveniente saber la situacién de la curva
en un momento determinado (y el trazado fotogrdfico solamente podemos verlo
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Fig. 1.

después del revelado), he dispuesto un segundo galvanémetro indicador en el
exterior de la-caja que contiene el galvanémetro de registro. Ambos son de idén-
tica sensibilidad y estdn conectados en paralelo. Asi puede seguirse «de visu»
la situacion del trazado fotografico en cualquier momento y podemos alterar las
condiciones del cultivo en la fase de crecimiento que mds convenga a nuestros
fines.

Una ldmpara-piloto, situada también en el exterior del aparato, estd conec-
tada en serie con la ldmpara proyectora del galvanémetro trazador. Tiene por
objeto controlar el perfecto funcionamiento de todo el circuito de proyeccidn.

Lo longitud del papel fotografico se ha escogido de 24 centimetros, y el tam-
bor que lo sostiene, accionado por un simple mecanismo de relojeria, da una
vuelta completa cada veinticuatro -horas. De esta forma, cada un centimetro
lineal en el eje de abscisas equivale exactamente a una hora de trazado. Esta
velocidad es la més adecuada para el registro del crecimiento bacteriano, pero
es facil variarla de acverdo con las conveniencias del momento.
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La separacién entre el grupo-registro y el grupo detector-amplificador pue-
de ser bastante larga, lo cual permite introducir este ltimo en el termostato para
todas aquellas observaciones que requieran temperatura constanfe o para el cul-
tivo de gérmenes. En cambio, la distancia entre la célula fotoeléctrica y la val-
vula amplificadora debe ser lo més corta posible, siendo conveniente montarlas
en monobloque. En nuestro laboratorio la longitud de los cables conductores es
de tres metros, y fué necesario blindarlos porque las curvas obtenidas antes de
tomar esta precaucién resultaron perturbadas por pardsitos radio-eléctricos. Con

blindaje de los cables y la proteccién del galvanémetro principal mediante -
una cdmara de Faraday, las curvas fotogrdficas resultan de una precision y
finura extraordinarias.
~ Uno de los problemas que se presentan al registrar fenémenos que puedan
resultar falseados por el hecho de la sedimentacién de particulas, cosa que ocu-
rre constantemente al obtener curvas de multiplicacién bacteriana, se ha pro-
curado evitar mediante lo agitacién mecdnica continua (Bonet-Maury y Waler).
Sin embargo, este proceder introduce a su vez ofra causa de error no menos
fastidiosa, puesto que algunos gérmenes no resisten sin perturbacion dicha agi-
tacion permanente. He solventado esta dificultad haciendo que la cubeta del
liquido-problema sea de la misma altura que la placa sensible de la célula foto-
eléctrica. De ‘esta manera, cuando la sedimentacién bacteriana es notable,
célula recibe menos luz a través de las capas inferiores; pero también recibe mds
a través de las capas superiores, compensdndose mutuamente esas diferencias,
que resultan inapreciables en el circuito de salida del amplificador.

A pesar de utilizar una sola vélvula miniatura, la sensibilidad de este dispo-
sitivo es tan elevada que el foco luminoso que actéa sobre la célula foto-eléctrica
debe estar alimentado con pilas o baterios, pues su conexién a la red alterna
produce oscilaciones luminicas, absolutamente inapreciables a simple vista, pero
que se traducen en grandes alteraciones de la curva fotogréfica.

Aunque el funcionamiento del aparato haya sido de veinticuatro horas sin
interrupcidn, y después de varios meses de trabajo casi diario, no he observado
distorsiones en las graficas que puedan ser imputadas al fenémeno de fatiga de
la célula fotoeléctrica.

Los siguientes trazados son un buen ejemplo de la precisién con que pueden
ser estudiados ciertos problemas bacteriolégicos de interés actual, confirmdndolo
rechflccmdo las deducciones derivadas de ofras técnicas, que, por ser indirectas,
estén sujetos a factores de apreciacion personal mds o menos discutibles.

Agosto 1950.
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Fig. 2.

Cultivo de S.aureus penicilino-resistente. La adicién de penicilina (50 u. por c.c.) no mo-
difica la curva normal de crecimiento, la cual se muestra claramente en sus tres fases.
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skr,

Fig. 3.

Cultivo de E.coli en caldo-lactosa. Fragmento de curva correspondiente a la fase logarit-

mica. Al anadir estreptomicina continiia todavia el desarrollo bacteriano durante una hora.

En el transcurso de otras dos horas se produce una lisis parcial, deteniéndose después
totalmente la multiplicacién celular.
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&Iucosa

Fig. 4.

Cultivo de E.coli en caldo ordinario. La adicién de estreptomicina en plena fase logaritmica
no detiene el desarrollo microbiano hasta pasadas cuatro horas. Anadiendo después glucosa
al medio de cultivo no se consigue neutralizar la accién bacteriostdtica.
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Fig. 5.

E. coli en caldo-lactosa. Al iniciarse la fase logaritmica se introdujo un detergente que hizo
descender 10 dynas-centimetro la tension superficial del medio de cultivo. E] desarrollo
bacteriano no experimenta ninguna modificacién.
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ESTUDIOS SOBRE INCLUSIONES INTRACELULARES, PRODUCIDAS
POR VIRUS, EN LAS PLANTAS

Miguel Rubio Huertos.

INTRODUCCION

Siempre ha interesado y se ha escrito bastante sobre la formacién, propie-
dades y etiologia de las inclusiones intracelulares producidas por virus en las
células de los organismos atacados por ellos, tanto en el reino animal como en
el vegetal.

Nosotros hemos aprovechado la suerte de haber encontrado algunas que
difieren en varios aspectos de las ya conocidas y hemos creido de interés inten-
tar esclarecer algunos puntos oscuros existentes en su proceso de formacién y sus
causas, intento que constituye el tema de este trabaijo.

INCLUSIONES INTRACELULARES

Dos clases de cambios internos se observan ‘frecuentemente en las plantas
que sufren enfermedades producidas por virus. La primera consiste en modifica-
ciones y destruccién del tejido normal o del contenido de la célula y la segunda
en la produccién de peculiares inclusiones intracelulares.

En la primera clase de cambios internos vemos que se corresponden, prin-
cipalmente a las caracteristicas de los sintomas externos, y éstos, con ser muy
tipicos de las infecciones producidas por virus, son a veces semejantes a los cau-
sados por enfermedades de carencia, bacterias y hongos, como son: la aparicion
de édreas cloréticas, necrosis, efc. De estos sintomas externos, en las virosis, las
areas cloréticas de las hojas son mds delgadas que las zonas verdes, corres-
pondiendo a zonas hipotréficas, en las que encontramos una reduccién en la
longitud de las células de la empalizada, siendo también més pequefios los es-
pacios intercelulares. En el interior de las células, donde mayores alteraciones
se observan es en los cloroplastos; éstos son mds pequefios, vacuolados'y a veces
adoptan formas anormales. Se encuentran en menor nimero que en las células
normales y algunas veces su destruccién es completa. En general, todas estas
anormalidades tienden a una reduccién de los tejidos asimilatorios, aunque se
dé la paradojo de que, en algunas virosis (Leaf-Roll de la patata y
Yellows de la remolacha), a pesor de la reduccién de tamafio y nimero de
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los cleroplastos, hay una acumulacién de almidén en las células de las hojas, que
producen una rigidez en ellas, haciéndose fragiles y saltando al ser apretadas.

También son frecuente resultado de la infeccion la necrosis, como dije antes,
y la muerte de las células.

Lo segunda y més caracteristica clase de cambios internos es, como decimos,
la produccién de inclusiones intracelulares especificas.

Aunque en los plantas normales se han visto inclusiones intracelulares
de diversa naturaleza, como, por ejemplo, cristales de sales minerales, los
«slime bodies» en el floema de algunas plantas, inclusiones proteinicas en cro-
matéforos, en vacuolas de vasos lactiferos de Musa Chinénsis (Molisch)
y en las células de la epidermis de Epiphyllum de Opuntia Mona-
cantha etc, parece que estas inclusiones son peculiares de determinadas
familios y especies de plantas y se encuentran habitualmente sélo en ellas, y
hasta, como se ha visto, en determinados tejidos.

Las inclusiones inducidas por virus son especificas del virus, no de la espe-
cie de la planta atacada, pues un mismo virus, por ejemplo, el del Mosaico del
Tabaco, produce el mismo tipo de inclusiones en plantas de diferentes familias,
géneros y especies, y, ademds, una misma especie de planta da diferentes tipos
de inclusiones, segin esté infectada con un virus u ofro; por ejemplo, la ‘Bras-
sica Chinensis, segin esté inoculada con el virus del amarillo del nabo,
con el Anillo Negro de la col o con el Mosaico de la coliflor, da tres diferentes
tipos de inclusiones, con propiedades también diferentes.

Sabida es también la gran imporfancia que han tenido y que tienen y lo
discutidas que han sido en las virosis animales las inclusiones intracelulares. Asi,
ya en 1869, Rivolta observé las primeras en Fowl-pox y Guarnieri en virvela
los llamados hoy cuerpos de Guarnieri, ya notados por Wergert en 1847 y por
Renant en 1881, describiendo mas tarde, en 1903, Negri, estructuras anorma-
les en las células del cerebro de animales atacados de rabia, pronto reconocidas
como de significativo valor diagnéstico de esta enfermedad.

Aungue las inclusiones de plantas parecen ser motivadas especificamente por
infecciones de virus, apareciendo en algunas con la suficiente frecuencia para
ser de considerable valor diagnéstico, no han sido encontradas en todas las viro-
sis; por ejemplo, hay dos virus, el del Mosaico del Tabaco y el Cucumber virus 3
y 4 que son muy parecidos en la produccién de sinfomas externos en las plantas a
los que atacan y ademds, estén relacionadas serolégicamente y que, sin
embargo, el primero produce inclusiones en casi todas las plantas con él infecta-
dos y el segundo no las produce en ninguna. Como digo antes, su produccion
depende mds del virus infectivo que de la planta infectada. Ademds, general-
mente, aparecen las inclusiones en las células de la planta sélo en determinados
momentos de la infeccién y vuelven o desaparecer al cabo de cierto tiempo, ue
varfa con la naturaleza del virus.
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En 1903, Iwanowski fué el primero que hizo un estudio histolégico de una
plonta infectada con virus, describiendo dos clases de inclusiones en las células
de plantas infectadas por el Mosaico del Tabaco: unas, cuerpos ameboides,
constituidos. por material amorfo, y ofras, cristalinas, en forma de placas y agujos.
Siete afios mdés tarde, Lyon describié pequefios cuerpos de forma irregular en
las células de cafia de azlcar infectada con el virus Fiji; en 1922, Kunkel (39)
encontré inclusiones similares asociadas con el Mosaico de Hippeastrum eques-
tre Herb. Smith en 1924, estudiando el Mosaico de lo patata, vid, también in-
clusiones de tipo ameboide y, desde entonces, se han estudiado y enconirado
en gran nimero de plantas infectadas por distintos virus, aunque se haya visto
que hasta ahora hay una mayoria de virosis en las que no se han encontrado
dichas inclusiones amorfas ni del tipo cristalino.

Estas observaciones han sido repetidamente confirmadas, pero el interés se
ha centrado, principalmente, sobre las inclusiones de tipo amorfo y yo sélo me he
de referir a ellas en este trabajo).

Morfologia: Goldstein (1924 1926) describe las inclusiones cristalinas y
amorfas con gran detfalle y resume los diferentes puntos de vista sobre la na-
turaleza de las de tipo amorfo, déndoles el nombre de cuerpos X. Estos cuerpos X
parecen compactas masas de citoplasma; tipicamente son ovales y redondas, a
veces con un contorno irregular, ya que al ser llevadas por la corriente citoplds-
mica cambian facilmente de forma. Su tamafio varia considerablemente y puede
variar desde 30 micras a 5 micras, scn granulares.y contienen una o mdés vacuo-
las. Goldstein dice haber visto en ellas membrana externa, pero Henderson-Smith
y Sheffield (51) (1934) no lo han podido confirmar. En nuestras observaciones,
como se verd mds adelante, parece que hemos podido confirmar la presencia de
membrana externa en los cuerpos X producides por el Mosaico de la coliflor; no
asi en los ofros estudiados. También Sheffield, aunque fué incapaz de ver in-
dicios de membrana, ha obtenido resultados que sugieren su existencia, extra-
yendo por medio de micromanipulador, cuerpos X intactos de las célulds infec-
tadas y sometiéndolos a diferentes presiones osméticas, comportdndose dichas
inclusiones como si en realidad tuvieran esta membrana. También cuando son
picados con una microaguja, se deshacen en particulas, pereciendo, como si al
ser desgarrada esta membrana diese lugar al desmoronamiento y o la destruc-
cion de la inclusién. '

Diferentes tipos de cuerpos X: Los cuerpos X de diferentes razas
del virus del Mosaico del Tabaco varian ligeramente en su apariencia;
asf, los del Mosaico Aucuba en Solanum neodiflorum son més definidos que
aquellos del Mosaico del Tabaco y su caracter granular mucho mas pronunciado,
siendo casi iguales de aspecto a aquellos del Hyoscyamus virus 3. Los del Mosaico
comUn del tabaco son, por su forma, muy similares a algunas clases de ameboas;
de ahi que, al principio, algunos observadores creyeron que las inclusiones eran
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el agente etioldgico de la enfermedad. Los formados por ofros virus tampoco se
separan mucho del aspecto general de estos dos tipos descritos; los que hemos
visto en el Anillo Negro de la col son, en una de sus principales fases, casi
iguales a los producidos por el Mosaico aucuba y H. M.; los de los virus Y y X
de la patata son mds parecidos a los producidos por el Mosaico del Tabaco y
los del Mosaico de la coliflor difieren de todos ellos por su aspecto muy refrin-
gente, casi cristalino, compacto, y por no ser vacuolados nunca.

Propiedades: En sus reacciones con diversos disolventes, en su com-
portamiento ante las variaciones de pH y de presién osmética y por su afinidad
para los colorantes histolégicos, difieren, también, segin sean producto de un
virus u otro; pero casi todos tienen las siguientes caracteristicas generales: resis-
ten bien los cambios de pH, no son afectados, en general, por los écidos débiles
y son preservados perfectamente por los métodos corrientes de fijacién (Carnoy,
formol 12 por 100 salino, Champy, Zenker, etc.) y dan la reaccién de proteinas
con el reactivo de Millon. Se diferencian claramente de los nicleos haciendo la
tincién de Feulgen, que no afecta a las inclusiones, tifiendo de un rojo plrpura
los nicleos y empleando un colorante dcido, como coniraste, que tefiird fuerte-
mente los cuerpos X. De todas formas, sus reacciones de fincién son peculiares,
pues son al mismo tiempo acidéfilos y baséfilos. Recurriendo a métodos especia-
les de tincién se puede poner de manifiesto en algunos cuerpos X la presencia
de mitocondrias, que a veces parecen estar como formando una red alrededor
de ellos como si hubieran sido recogidos por el cuerpo X en sus movimientos
dentro de la célula en la corriente protoplésmica (Bawden y Sheffield). Mdas
adelante veremos la interpretacién que nosotros creemos mds apropiada.

También en los cuerpos X se pueden apreciar glébulos de grasa, que se
ponen de manifiesto con los colorantes especificos apropiados.

Formacién: En 1931, Sheffield, observando Solanum nodiflorum infec-
tado con virus del Mosaico Aucuba, pudo determinar la formacién de los cuer-
pos X, viendo que, pocos dias después de la inoculacién, la corriente citoplésmica
se acelera y se hace més visible, y que en la época en que los sintomas sxter-
nos (mosaico, clareamiento de venas) comienzan a mostrarse, en el citoplasma
aparecen pequefias y numerosas particulas circulando en la corriente citoplés-
mica. Cuando estas particulas se encuentran, se funden unas con otras, for-
mdandose por estas continuas fusiones grandes masas de material; estas masas
son arrastradas por el citoplasma circulante, pero, ahora, debido probable-
mente a su mayor tamafio, se mueven mds lentamente y se funden unas con otras
al entrar en contacto, hasta que, Oltimamente, casi todo este material llega a ser
contenido en una gran masa. En algunos casos esta masa queda en forma di-
fusa, pero, mucho mds frecuentemente, se hace compacta y redondeada y puede
llegar a vacuolarse.

Esto ocurre en el caso de cuerpos X de tipo granular, como son los produ-
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cidos por el Mosaico Aucuba. En el caso de los cuerpos X del Mosaico del tabaco
que son de tipo ameboide no pudo Sheffield, a pesar de sus prolongadas observa-
ciones, determinar su origen. Efectivamente, en las observaciones hechas por no-
sotros, tampoco hemos podido ver claramente dicha formacién, pues en las plan-
tas infectadas, al lado de células completamente normales, aparecen otras con
los cuerpos X totalmente formados; no se observa estado intermedio, a pesar de
vigilar durante dias y meses, a partir de la infeccién, el paso que debe haber
entre la célula normal y la que contiene inclusiones; Unicamente, coincidiendo con
las observaciones de Bald (2), hemos notado lo deformacién y vacuolizacion
de los cloroplastos hasta adquirir formas muy parecidas a los cuerpos X, pero
sin fener la evidencia de su causalidad, como en el caso que exponemos mds
adelante, de la formacién de cuerpos X en plantas infectadas con el virus del
Amarillo del Nabo, en los que se ve unirse claramente los cloroplastos para for-
mar los cuerpos X.

Composicién: Sheffield, en 1939, demostré6. de la siguiente manera
la infectividad de los cuerpos X y que éstos deben estar constituidos en su mayor
parte, por virus: extrajo las inclusiones de las células por medio de micromani-
pulador, las lavé repetidamente en soluciones tampén y las suspendié en agua
destilada antes de inocularlas a Nicotiana glutinosa. Caleulé el peso de un solo
cuerpo X y, sabiendo los que habia puesto, hizo soluciones conteniendo un co-
nocido peso de virus purificado y comparé su infectividad con la de las solucio-
nes de cuerpos X. Nuestras observaciones con el microscopio electrénico en la
mayoria de las inclusiones estudiadas coinciden con los resultados de Sheffield
en que estén formados en su mayor parte per particulas de virus, pero en al-
gun caso (Mosaico de la coliflor) no hemos podido ver que estén formados asi.

De todos modos siempre dan las reacciones de las proteinas

Virus que causan la formacién de inclusiones intracelulares.

Dahlia mosaic. Potato Y.

Dwarf (Stunt) of rice. Sandal-Spike.

Henbane mosaic. Sugar beet curly top.
Hippeastrum mosaic. Sugar-cane chlorotic streak.
Iris stripe. . Sugar-cane Fiji disease.

Maize mosaic. Sugar-cane mosaic.

Oat mosaic. Tobacco mosaic (many strains).
Onion yellow dwarf. Tobacco ringspot.

Pea 2. Tobacco etch.

Phaseolus 2 Tomato bushy stunt.

Potato X (many strains). Wheat mosaic.
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Tabla tomada de «Bawden Plant Viruses and Virus Diseases» 1950. Chronica
Botanica Waltham Mass. U. S. A. 3." ed. 1950.

A los virus que producen inclusiones hay que anadir ahora los tres estudiados
por nosotros y que son:
Anillo Negro de la col {Cabbage Black ring.
Mosaico de la coliflor (Cauliflower Mosaic).
Mosaico amarille del Nabo (Turnip Yellow).

PARTE EXPERIMENTAL

MATERIALES Y METODOS

Virus.—Hemos empledo los siguientes:

al  Virus de cruciferas.
Anillo Negro de la col. (Brassica virus 1, Cabbage Blackring.)
Mosaico de la coliflor. (Brassica virus 3, Cauliflower Mosaic.)
Amarillo del Nabo. (Turnip Yellow.)

b) Otros virus:
Virus del Hyosciamus. (Hyoscyamus virus 3, Hembane Mosaic.)
Mosaico Aucuba. (Tomato Aucuba Mosaic virus, Nicotiana-virus 1 C,
Tobacco virus 6, Yellow Tobacco Mosaic.)
Grabado intenso del tabaco. (Severe Eich virus.)

Plantas.—En el trabajo realizado con virus de cruciferas hemos empleado,
principalmente, Brassica Chinensis y Br. Napus, por sus caracteristicas de re-
accionar mds facilmente y mds pronto a las infecciones y por la calidad de los
sinftoms que presentan; también hemos empleado diversas variedades de Brassica
Oleracea, como son las capitata, botritys y gémminifero.

En los otros virus hemos empleado plantas de tomate, variedad Klondine Red,
en el caso del Aucuba y Nicotiana tabacum variedad withe Burley en el resto.

Técnicas histolégicas.— Hemos hecho secciones del material, para su obser-
vacion, con microtomo de congelacion, en algunos casos y, en otros, después de
fijado e incluido el material, con microtomo de parafina.

Pora las obsesrvaciones diarias de formacién de inclusiones, etc., hemos em-
pleado, principalmente, tiras de epidermis de las hojas, arrancadas con unas
pinzas finas.

Por tratarse de inclusiones hasta ahora no descritas, en lo que respecta a
las virosis de las cruciferas, hemos creido conveniente probar con ellas la mao-
yoria de los colorantes y tinciones usualmente empleados para histologia de

virosis, como son las siguientes (48).
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El reactivo nuclear de Feulgen combinado con diferentes colorantes de con-
traste, como son el verde luz y el azul de metileno.

Fuchina écida y bésica. t

Floxina, a veces, combinada con el verde de metilo para ver mitocondrias
(Sardifia y Rubio, 1949) (49). :

Hematoxilina de Delafield y de Heindenheim.

Con estas coloraciones se ha encontrado que, en general, las inclusiones
de estos virus de las cruciferas se tifen igual que los cuerpos X producidos por
el Mosaico Aucuba y otros virus ya descritos, con excepcién de los del Mosaico
de la coliflor,.que tienen més avidez por la Floxina, aun cuando los demds
también se tifien muy bien con ella. Tanto es asi, que después de comprobadas
las reacciones con los demds colorantes, hemos empleado sistemdaticamente, co-
mo método  que mejor resultado nos ha dado, la tincién con Floxina al 0,5 por
100, sin previa fijacién, durante unos segundos; pues, al no necesitar fijar
previomente se evita el efecto perjudicial de los fijadores sobre los elementos
celulares y, a veces, permite hacer observaciones en vivo, pero, sobre fodo, por-
que encontramos que la Floxina, en estas condiciones, permite diferenciar per-
fectamente de las inclusiones a los plastidios y cloroplastos, ya que tife fuerte-
mente aquéllas y deja a éstos incoloros o de un color verdoso amarillento.

Como fijadores hemos empleado los de Carnoy, Zenker y formol salino al
12 por 100.

Como ya hemos dicho antes, los mejores resultados obtenidos han sido em-
pleando Floxina al 0,5 por 100, en solucién salina, sin previa fijacion del ma-
terial, pero, naturalmente, esto sélo sirve para las observaciones rapidas, perio-
dicas; cuando se fratdé de montar preparaciones, empleamos antes aquellos fi-
jadores.

Para la observacion en el microscopio electrénico de las inclusiones, Ios he-
mos extraido y aislado de las células, de la siguiente manera:

En un porta bien limpio, y sobre una gota de agua destilada, se observan
con el aumento medio de un microscopio ordinario, tiras de epidermis de hoja
para localizar en ellas las inclusiones. Una vez localizadas éstas, se utiliza el
pequefio aumento que permite, generalmente, distinguirlas bien, al mismo tiem-
po que manipular en la preparacidn; se sujeta la tira de epidermis con unas
pinzas o una aguja y, con ofra aguja fina, se raspa sobre las células que
contienen las inclusiones, consiguiendo, de esta manera, hacer salir a la gota
de agua los cuerpos X, acompanados, naturalmente, por algunos nicleos, plas-
tidios y algin trozo de membrana celular; se toma entonces con una micropi-
peta liquido en el que han quedado todos estos elementos, y se traslada o un
porta bien limpio, en donde se extiende y, bajo el microscopio se puede dife-
renciar y seleccionar la inclusion o inclusiones que se deseen, tomdndolas con
una micropipeta. A veces, hay que repetir la operacién para conseguir se-
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parar de los otros elementos las inclusiones y se puede hacer diluyendo con
mds agua destilada, de modo que todos los elementos queden bastante sepa-
rados entre si, o bien, si la naturaleza de las inclusiones lo permiten (Mosaico
de la coliflor y virus de Hyosciamus, etc.), dejar secar y aislarlas, arrastrandolas
por medio de muy finas agujas separdndolas de los demds elementos sobre el
porta y alli poner una gota de agua sobre ellas y tomarlas ya aisladas con
las micropipetas.

Una vez aisladas, se depositan, soplando suavemente por la micropipeta
sobre la fina pelicula de colodion o plastico que recubre la rejilla-porta del mi-
croscopio electrénico.

Cuando se trata de ver una sola inclusién, si se coloca sin mirar sobre la
rejilla-porta, lo més probable es que se pierda, ya sea por quedar en uno de
las espacios ocupados por los finos alambres de la rejilla o bien si queda en
un campo visible, pero que no sabemos cudl es de antemano, habré que mirar
todos los campos antes de encontrarla, lo que es muy engorroso y largo. Asi,
para saber dénde va, generalmente se procura ponerla cerca del centro de la
rejilla, y para ello se ha hecho lo siguiente: hemos aislado el cuerpo X sobre
un porta, en el que habiamos depositado previamente una fina pelicula de
colodion y dejado secar sobre el mismo. Después trazamos con la punta de
una aguja (bajo el pequefic aumento del microscopio y sin perder de vista la
inclusién) un cuadro, como de un poco menos de un centimetro de lado alre-
dedor del cuerpo X. Poniendo el porta sobre agua destilada, desprendiéndose
el cuadro de colodion con la inclusién que queda flotando en la superficie del
agua y después, siempre bajo el pequefio aumento del microscopio - corriente,
observando al mismo tiempo la rejilla-porta del microscopio electrénico que
habremos puesto previamente en un soporte dentro del agua, la inclusién y el
cuadro de colodion flotando encima, se puede, por medio de una succion del
agua, hacer bajar el nivel de la misma, y con él, el cuadro de colodion conte-
niendo el cuerpo X, que quedard depositado sobre la rejilla, en la posicion de-
seada, ya que se habrd dirigido su colocacién con dos agujas, de manera que
quede el cuerpo X en una de las aberturas mdas préximas al centro de la rejilla.

Como a veces las inclusiones enteras han sido demasiado grandes y gruesas
para ser observadas con fruto en el microscopio electrénico, las hemos tenido
que deshacer o dividir en trozos, antes de su.colocacién sobre la rejilla-porta.

Hemos empleado el sombreado con paladio en la preparacién de todos los
espécimens, antes de ser mirados y fotografiados en el microscopio electrénico.

El microscopio electrénico empleado ha sido un R. C. A. tipo B.

Las fotografias de nuestras preparaciones las obtuvo Mr. H. L. Nixon, a
quien me complace expresarle mi agradecimiento.
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INCLUSIONES ENCONTRADAS EN TRES VIRUS QUE ATACAN A LAS
CRUCIFERAS

Hasta ahora, aunque se ha trabajado mucho sobre estos tres virus, ha sido
mds en su aspecto de sintomatologia externa, transmisién, dafios causados a la
agricultura y prevencién de ellos, estudio de diferentes tipos y razas de cada
virus y, en algunos, como el «turnip yellow», su cristalizacién, propiedades fisico-
quimicas, serologia, etc., pero no se ha hecho en ninguno de ellos nada sobre
su histopatologia, laguna que con este trabajo intentamos llenar en parte.

Antes de pasar a describir las inclusiones, daremos en cada virus un breve
resumen de las propiedades del mismo. ’

Anillo negro de la col.

Sinénimos: Brassica virus 1 (Smith), Wallflower Mosaic virus (Smith),
Cabbage black ring, Cabbage ringspot virus y probablemente el Cab-
bage Blackspot virus (Tompkins, 1935).

Propiedades: El virus permanece infectante de cuarenta y ocho @
setenta y dos horas en la savia extraida; es inactivado por exposiciéon durante
diez minutos a una temperatura de 60° C.; su punto de dilucién extrema es de
1 en 700, aproximadamente.

Transmisién: Es transmisible por la savia y por insectos; de éstos, -los
principales son los &fidos Myzus Persicae Sulz y Brevicoryne Brassicae.

Principales plantas  susceptibles: Gran contidad de cruciferas, entre
ellas diversas variedades de Brassica Oleracea, Mattiola Incana var,
Annua, Cheirantus Cheri, Arabis Sp, Hesperis Matronalis, etc. También
produce un mosaico sistemdtico en Nicotiana Glutinosa y N. Langsdorffii;
en N. Tabacum var. White Burley produce lesiones necréticas en las hojas inocu-
ladas sin que se extienda la infeccion.

Histopatologia: inclusiones: Estas inclusiones son las de tipo amorfo, llamadas
cuerpos X por Goldstein (1924).

Formacion y descripcién: Dos o tres semanas después de inoculadas las
plantas (el tiempo depende de varios factores tales ‘como temperatura,
luz, humedad, condiciones de la planta, etc.) y coincidiendo con la apari-
cién y extensién de los sinftomas externos por toda la planta (Mosaico y moteado)
se empiezan a ver, dentro de las células de la epidermis, pequefas particulas re-
fringentes que tienden a juntarse para formar una estructura reticular que se
puede diferenciar perfectamente de los otros componentes de la célula, no s6lo
por su morfologia, sino, porque, al hacer una tincién con floxina al 0,5 por 100,
durante unos segundos, sin fijacion previa, se tifien dichas particulas de un rojo
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purpura vivo, quedando los ofros elementos celulares sin tefir, dunque a veces el
nicleo y nucleolo se tifien también.

En una semana mds tarde aproximadamente, las particulas se han ido fundien-
do unas con otras para formar una masa compacta, granular, que puede llegar
a ser vacuolada. En esta fase, las inclusiones se parecen a aquellas inducidas
por el Hyosciamus virus y el Severe Eich en el tabaco (figs. 1y 2).

En una fase mas ovanzcdo, estos cuerpos X granulares se hacen fibrosos y
podemos encontrar dos tipos principales de ellos: unos, como una masa com-
pacta, espesa, redondeada, bastante refringente, con las fibras mezcladas en
todas las direcciones y, -algunas veces, conteniendo pequefias placas-y aguijas,
las que por sus limpias aristas, mayor refringencia y aspecto general, sugieren
la posibilidad de que sean material cristalino. '

El otro tipo estd formado por fibras orientadas en una sola direccién y pa-
reciendo como si cada fibra fuera independiente de las otras, con un tipico as-
pecto de haz. Este tipo de inclusién es mucho menos frecuente que el anferior. .

" Generalmente, estas inclusiones se encuentran al lado del nicleo, asociadas
con ¢l o rodedndole; otras veces se hallan confra fa membrana de la célula.
El nimerc de cuerpos X que se encuentran en cada célula habitualmente, es de
uno, pero a veces hemos visto hasta tres y cuatro.

Propiedades: Dan la reacciéon de proteinas con el reactivo de Millon y se
tifien con los colorantes usuales para inclusiones.

~ Cuando estos cuerpos X (ambos tipos) se extraen de la célula y se colocan
sobre agua destilada (segin la técnica explicada en el capitulo de material y
métodos) se desintegran, en algunos minutos, en el material fibroso de que
estdn compuestos y pequenas placas de aspecto cristalino.

Nosotros hemos tomado alguna de estas fibrillas con una micropipe*a y
colocado sobre la rejilla-porta para su examen en el microscopio electrénico; se
dej6 secar y se hizo un sombreado con paladio.

Resultado de la observacién: Hemos podido ver particulas sueltas de
virus de un fipo y unas dimensiones similares a aquellas descritas por Ta-
kahishi en un virus de las cruciferas de dificil identificacién (59) y por Bawden
y Nixon (en un trabajo adn no publicado) en la savia clarificada de plantas
infectadas con el virus del Anillo Negro de la col. Pero ademés, y esto es lo
mas interesante, hemos podido observar particulas de virus formando haces
que, por sus dimensiones, nos llevan a creer sean las fibras que se pueden ob-
servar en el microscopio corriente formando los cuerpos X, o sea que estas fibras
esfan constituidas casi totalmente por particulas de virus agregadas y, casi
todas, orientadas en un mismo sentido (fig. 6).



Figs. 1 v 2.



Fig. 3.

Anillo negro de la col: Cuerpos x en células epiteliales de hoja de Br.
Chinensis; en el de la parte superior se aprecia la estructura fibrosa.

Fig. 4.

Anillo negro de la col; Cuerpos x compactos,



Fig. 5.

Anillo negro de la col. Inclusiones.

N = Nucleo.

[ = Inclusion.



Fig. 6.

Anillo negro de la col: Micrograma de una fibra
de un cuerpo x mostrando estar formada por particulas de virus.
X 72.000-



Fig. 7.

Anillo negro de la col. Micrograma como el anterior.
X 72.000
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Mosaico de la Coliflor.

Sinénimos: Brassica virus 3 (Smith), Cauliflower mosaic virus (Tompkins, 1934).
Propiedades: Permanece infectivo este virus de catorce a quince dias, en savia
extraida. )

El punto térmico de inactivacién es a los 75°C. durante diez minutos y su
punto de dilucién extrema es de 1 en 2.000 aproximadamente. )

Transmisién: Es tronsmisible por la savia y por insectos; de éstos, los prin-
cipales son: Myzus Persicae Sulz y Brevicoryne Brassicae L.

Principales plantas susceptibles: Infecta gran cantidad de cruciferas y, sobre
todo, a las variedades cultivadas, en las que causa grandes pérdidqs., ya que
reduce considerablemente el tamafio de las plantas. No infecta Nicotiana Taba-
cum, ni ninguna ofra solandcea.

Histopatologia: inclusiones: Estas inclusiones son tombién del tipo amor-
fo o cuerpos X como los del Anillo Negro de la col, pero bastante dife-
rentes en algunos aspectos a aquéllos, y como en general o casi todos los
cuerpos X hasta ahora descritos. Estas inclusiones nos parecié verlas, por
primera vez, en unas plantas B. Chinensis infectadas, en un invernadero de Cam-
bridge; pero las plantas se perdieron y no seguimos las observaciones, encon-
tréndolas més tarde en B. Napus infectada espontdneamente con el mismo virus
en el campo, y pudiendo luego verlas en una serie de B. Chinensis y B. Napus
infectadas por nosotros para seguir su formacién.

Morfologia: Son generalmente esféricos u ovoides, pero, algunas veces,
pueden ser de una forma muy irregular. Tienen siempre un contorno claramente
definido y son muy refringentes. Una caracteristica especialisima es que estos
cuerpos X nunca aparecen vacuolados. '

~ Cuando se observan al microscopio sin tefir y, ain mejor, tefiidos con flo-
xina o verde luz, se puede apreciar en ellos una zona algo més refringente que
les rodea, sugiriendo el aspecto de una membrana. Hemos tenido la ocasién
de observar algunos de estos cuerpos X que en el proceso de arrancamiento de
la tira de células de la epidermis foliar se habia rotoy en ellos se podia
distinguir con bastante claridad la presencia de
esta membrana externa (figura nimero 12). Su conducta cuan-
do son colocados en una solucién de NaOH al 10 por 100, en la que se hinchan
sin perder la forma ni desmoronarse, hasta alcanzar casi el doble de su volumen
primitivo, parece indicar también esto.

Hasta ahora, aunque algunos autores como Henderson-Smith y otros decian
que les habia parecido ver una membrana rodeando cuerpos X de los induci-
dos por el Mosaico del Tabaco en las células de las plantas atacadas por él, no
han podido obtener ninguna evidencia de ello.

Formacién: Estas inclusiones oparecen en las células de las plantas in-
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fectadas ‘mds tarde que aquellas de Anillo Negro de la Col. De tres a cinco
semanas después de la inoculacién y algo después (aproximadamente de ocho
a diez dias) de la aparicién de los primeros sinfomds externos, y principalmente
en las hojas més viejas, aparecen pequefios cuerpos esféricos, que llegan a al-
canzar en algunos dias el tamaiio del nicleo o a veces mayor. Estos cuerpos
mayores no parece que se formen, como se ha visto en los cuerpos X, en los que
hasta ahora se conoce su formacién por agregacién de pequefas particulas, o
de estos pequefios cuerpos esféricos, sino que estas esferitas parecen crecer por
si mismas, con un crecimienfo interno, hasta alcanzar este tamado.

Generalmente se encuentra una inclusién en cada célula, pero no es nada’
raro encontrar siete y hasta diez en una sola. Cuando esto ocurre, una de ellas
suele ser mayor que las otfras, que, normalmente, se encuentran pegadas al
nicleo; a veces, cuando son pequefias, se confunden con nucleolos, pues se
hallan incrustadas en el nicleo y son tan semejantes a ellos en forma, refrin-
gencia y propiedades de tincién que es casi imposible distinguirlos de ellos
hasta que se hacen mayores y se ven fuera del nicleo.

Propiedades: Estas inciusiones no son solubles en agua, alcohol, clero-
formo y sulfuro de carbono; resisten un pH de 2 a 3 y con NaOH al 10 por
100 se hinchan rdpidamente sin perder la forma, hasta casi dos veces su ta-
mafio, pero tardan de veinticuatro a cuarenta y ocho horas en disolverse. Tam-
bién dan reaccion positiva de proteinas con el reactivo de Millon.

Estos cuerpos X son muy resistentes y se pueden dejar secar y manejar con
agujas sin que se deterioren, mostrando una suerte de elasticidad.

Hemos colocado alguna de estas inclusiones, extraidas de la célula de la
misma manerd que las del Anillo Negro de la col, en la rejilla-porta del micros-
copio electrénico, para su observacién, pero resultaron demasiado gruesas
para ser examinadas con fruto; asi que tuvimos que deshacerlas entre dos portas
o con ayuda de finas agujas. Estos trozos de inclusiones, suspendidos en agua
destilada, los pusimos para su observacién en el microscopio electrénico, obte-
niendo algunos microgramas en los que, como Unica cosa que se separaba de
los microgramas obtenidos con planta sana de la misma especie, edad y mani-
pulada de la misma manera, hemos visto unos bastoncillos gruesos, mds que
las usuales particulas de virus, y largos, de dudosa interpretacién, pero que pro-
curamos aclarar en el capitulo de «Discusién». Hemos repetido varias veces
estas preparaciones y siempre hemos obtenido el mismo tipo de bastoncillos
mezclados con elementos normales de la célula. (Fig. 14.)

De este virus se han hecho intentos de purificacién y observaciéon en el mi-
croscopio electrénico (Bawden, sin publicar) sin que se haya obtenido ningin re-
sultado.



Fig. 8.

Mosaico de la coliflor: Corte de hoja con inclusiones tipicas.

Fig. 9.

Gorte d¢ una hoja mostrandq inclusiones,



Fig. 10.

Mosaico de la coliflor: Inclusién y niicleo.

Fig. 11.

Mosaico de la coliflor: Inclusién extraida de la célula y aislada.



Fig. 12.

Mosaico de la coliflor: Cuerpo x, en el
que se puede apreciar la existencia de una membrana
externa, rota en la parte superior.

Fig. 13.

Cuerpo x sobre un niicleo.



Mosaico de la coliflor: Micrograma de un trozo de cuerpo x.

X 56.000
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Mosaico amarillo del nabo.

Sinénimos: Turnip Yeliow (Markham y Smith, 1946).

Propiedades: Punto férmico de inactivacién: el virus se inactiva al ser
calentado a temperaturas entre 70 y 75° C. durante diez minutos. Su punto
de dilucién extrema es de unos 1075 a 109, variando el contenido de virus en
la savia segin las condiciones de cuitivo, etc., de las plantas. Este virus ha sido
purificado, cristalizando en pequefios octaedros isétropos y con caras cibicas des-
arrolladas también, al ser precipitado por solucién saturada de sulfato aménico.

Al microscopio electrénico se ha visto (Cosslet y Markham, 1948) que las
particulas de este virus son de forma esférica y de 19,5 micras de digmetro.

Transmisién: Este virus es muy infectivo; se fransmite facilmente por inocu-
lacién con savia y por insectos, pero se ha visto que, contrariamente a lo
que pasa con la mayoria de los otros virus, los de tipo chupador no los trans-
miten. Lo hacen, en cambio, diversas especjes de Phyllotreta: P. Undulata, P. Cru-
ciferae, P. nemorum y P. atra; ademds el Phaedon cochlearice y su larva son
también vectores. Algunos ortépteros transmiten también este virus, como el Lep-
tophytes punctatissima Bosc. El acridido Stauroderus bicolor Charp. y las for-
ficulas: Forficula auricularia Linn.

Histopatologic, inclusiones:

Formacién y morfologia: Una vez aparecidos y extendidos los sintomas
externos por toda la planta (intenso mosaeico que parece un variegado)
sélo observamos inclusiones en las dreas amarillas cloréticas; en éstas se ven,
al lado de células normales, otras, que muestran las diferentes fases graduales
de degeneracién de algunos elementos celulares, principalmente de los plas-
tidios y cloroplastos para formar los cuerpos X. Estas fases son las siguientes:
de la célufa normal en la que los plostidios y cloroplastos ya formados se en-
cuentran, generalmente rodeando al nicleo algunos, y otros diseminados por
el citoplasma, pero siempre distribuidos alrededor de las paredes celulares, se
pasa a la primera fase: En ésta se puede apreciar que los cloreplas-
tos y plastidios empiezan a agruparse en una o dos masas, sin perder cada uno
de ellos sus propias caracteristicas morfolégicas y de tincién, puesto que siguen
sin tefirse al ser tratados por una solucién de floxina al 0,5 por 100 sin fijar
previamente.

Segunda fase: Aqui se muestra un agrupamiento. de plastos entre si
y a veces es dificil distinguirlos unos de otros en las masas mds compactas y
morfolégiéas. En este momento estas inclusiones se tifien fuerfemente con la
floxina en las condiciones antedichas; demostrando esto que, al mismo tiempo
que un cambio morfolégico, se empieza a operar en ellos un cambio. quimico, ya
que los cloroplastos y plastidios no se tifien normalmenté con ese «colorante, en
esas condiciones.
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Tercera fase: En esta fase, las masas formadas por los cloroplastos
se hacen homogéneas, muy refringentes y vacuoladas; es imposible reconocer, en
la mayoria de ellas, traza de sus componentes, formando ya un verdadero cuer-
po X del tipo ameboideo del Mosaico del tabaco, con todas sus caracteristicas
morfolégicas. En este momento estas inclusiones se tifien fuertemente con la
floxina. "

De estos cuerpos X podemos encontrar dos tipos: unos tal como el descrito y

“otro en el que el cuerpo X queda formado por una red de forma de panal de abe-
jos integrado por las membranas de los cloroplastos, unidas entre si y habiendo
perdido su contenido. )

Ambos tipos de inclusiones dan reaccién de protfeinas con el reactivo de Mi-
llon y las reacciones de fincién usuales en los cuerpos X en general.

Se pueden diferenciar perfectamente las inclusiones ya formadas, de los clo-
roplastos y de los primeros agrupamientos de éstos, no sélo por su mayor afini-
dad con la. floxing, sino también porque se disuelven en unos minutos en una
solucién de NaOH al 10 por 100, mientras que aquéllos permanecen intactos.

Como vemos, en la formacién de estas inclusiones no aparecen tampoco
pequefias particulos refringentes, sino que parece haber una accién directa del
virus sobre los plastidios y cloroplastos ya formados, haciéndoles juntarse para
formar estas masas, en las que cada uno de ellos pierde su identidad para fun-

" dirse con los demds en un proceso degenerativo o, a veces, ser destruidos, una
vez unidos, de tal forma que de foda su estructura sélo queden las membranos.
Todo esto parece indicar un parasitismo directo del virus sobre los plastidios y
cloroplastos con preferencia a otros elenfentos celulares.

Con este virus no hemos podido hacer nada en el microscopio electrénico,
pues cuando hicimos este trabajo no nos fué posible disponer de él.

INCLUSIONES PRODUCIDAS POR VIRUS DE SOLANACEAS

Mosaico Aucuba del tabaco.

Sinénimos: Tomato aucuba mosaic virus (Bewley), Nicotiana vi-
rus 1 C, Tobacco virus 6 (Mckinney), Yellow Tobacco Mosaic virus (Mckinney,
1926). ‘

Propiedades: Kunkel demostré por pruebas de inmunidad cruzada, que
este virus es una variacién, una estirpe del ‘mosaico corriente del tabaco,
pero con acusadas caracteristicas propias, sobre todo en la que respecta a las
reacciones de las plantas infectadas, como, por ejemplo, Nicotiana Tabacum,
en quien este virus preduce lesiones necréticas y nunca da una infeccién siste-



Fig. 15



Fig. 16.

Corte de planta sana. Véase la diferencia con la fotografia siguiente.

Fig. 17.

Mosaico amarillo del nabo: Corte de planta enferma mostran
dg los cloropastos formando masas vacuoladas,



Fig. 18.

Mosaico amarillo del nabo: Reunién de cloroplastos en una fase de
la formacién de cuerpos x.

Fig. 19.

Mosaico amarillo del nabo: Cuerpo x ya formado.



Fig. 20.

Mosaico aucuba: Particulas de virus que por su ordenacion parecen proceder de

una particula cristalina nacida en el seno de un cuerpo x.
X 72.000



Fig. 21. o

Mosaico aucuba: -Particulas de virus jormando haces.
X 72.000
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mdtica; al contrario de lo que le sucede al Mosaico corriente del tabaco. Los
sintomas en las plantas de tfomate, aunque sea también mosaico como el indu-
cido por el virus corriente del tabaco, varian en que el mosaico producido por
el Aucuba es mucho més fuerte y con manchas amarillas muy claras; de ahi su
sinénimo de «yellow».

Las demds propiedades son casi las mismas que las del Mosaico del Tabaco.
As{ este virus se conserva varios afios sin inactivarse en la savia sin diluir. Su
punto térmico de inactivacion es de 93° C. durante diez minutos y su punto ex-
tremo de dilucién es de 1 en 1.000.000 aproximadamente.

Transmisién: Este virus es solamente inoculable por la savia. Hasta ahora no
se le conoce ningUn insecto vector.

Principales plantas susceptibles: Atacan a gran nimero de plantas de dife-
rentes familias pero se le encuentra, principalmente, en la de las solandceas.

Histopatologia: inclusiones: Este virus produce dos clases de inclusiones, unas
del tipo amorfo y ofras del tipo cristalino, similares éstas a las producidas oor
el Mosaico del Tabaco, consistiendo principalmente en placas y agujos crista-
linas. Aqui sélo trataremos de las amorfas.

Las inclusiones amorfas producidas por este virus han sido de las mds es-
tudiadas hasta ahora, principalmente por Sheffield (1931), quien determiné
la secuencia de fendmenos que llevan a la formacién de estos cuerpos X (hasta
obtuve una pelicula con las distintas fases). Esta formacién es la siguiente: ,

A poco de la infeccién aparecen en el citoplasma pequefios granulos refrin-
gentes de naturaleza proteinica, y los cuerpos X son formados por un
proceso de fusién de estas particulas, que uniéndose forman una o dos masas
granulares, las cuales més adelante adquieren una forma redondeada que
puede llegar a vacuolarse.

Dentro de estos cuerpos X, con el tiempo, se forman pequefos cristales pro-
. feinicos que pueden aumentar de tal manera, que todo el cuerpo X se con-

vierta en una sola masa cristalina, dando asi origen a una inclusién de tipo cris-
talino igual que las otras que aparecen en la célula sin intermedio de los
cuerpos X.

Reacciones: Dan las usuales reacciones ccloreadas de proteinas y se tifien
con los métodos corrienfes de tincién en las inclusiones amorfas. La mayor
parte de la masa que constituye estos cuerpos X es soluble en agua.

Hemos tomado de estas inclusiones amorfas, segin nuestro procedimiento
ya explicado, para observarlas en el microscopio electronico, pero debido a que
al ser puestas en el agua destilada se desintegran répidamente y que eran de
lus que contenian en su interior abundantes cristales pequefios, es posible que
hayamos tomado con la micropipeta bastantes de ellos; asi, en los microgramas
obtenidos observamos, sobre todo en alguno de ellos (nimero 20), que coin-
ciden con los . obtenidos al observar las inclusiones cristalinas solas. De
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todas formas, en una de ellas (ndmero 21) se ven muy bien las particulas de
virus orientadas y formando haces, como vimos en los electrogramas del Anillo
Negro de la col; creyendo correspondan éstos a las fibras cortas que integran
el cuerpo X con elementos granulares y los cristales antedichos.

Virus 1 del Hyoscyamus.

Sinénimos: Hyoscyamus virus 1 (Hamilton) Hembane mosaic, Hyos-
cyamus virus 3 (Hamilton, 1932).

Propiedades: Punto térmico de inactivaciéon. El virus es inactivado en
la savia sin diluir a una temperatura de 60° C. durante diez minutos. Resiste
solamente veinticuatro horas sin inactivarse en la savia clarificada a la tem-
peratura de la habitacién.

Transmisién: Es transmisible por la savia y por el &fido Myzus Persicae Sulz.

Principales plantas infectadas: Hasta ahora sélo se le conoce como pardsito
de plantas de la familia de las Solandceas. Fué encontrado en Harpenden (In-
glaterra) sobre Hyoscyamus, siendo ésta la Unica vez que se le ha encontrado
espontdneo. -

Histopatologia: Inclusiones: Estos cuerpos X son del mismo tipo granular que
aquellos inducidos por el Mosaico Aucuba del tomate: son también redondeados,
pero de forma mds irregular y de mayor tamafio; a veces ocupan la mayor parte
de la célula. Se encuentran principalmente en las células de la epidermis de las
hojas, en las de los pelos y en algunas células de la empalizada.

Formacién: Estos cuerpos X -se forman de la misma manera que los
producidos por el Mosaico Aucuba del tomate y también, como ellos, contieren
a veces, sobre todo cuando llevan ya bastante tiempo formados, pequeiios
cristales, pero, a diferencia de los del Mosaico Aucuba, nunca llegan a ser
compietamente cristalinos; por otra parte, este virus no produce inclusiones del
tipo cristalino, como las del Mosaico del Tabaco. 4

Reacciones: FEstas inclusiones dan también las usuales reacciones de
las proteinas. No son solubles en agua y son mucho mds estables que los del
Aucuba; pueden ser extraidos de las células 'y aislados sobre agua destilada y
hasta ser desecados, sin que se desintegren o estropeen; asi es bastante fdcil
manejarlos con finas agujas.

Hemos obtenido con ellos algunos microgramas en el microscopio electré-
nico, uno de los cuales (fig. nimero 22) muestra claramente la perfecta orde-
nacién de las particulas de virus pora formar una de las pequefias particulas
cristalinas que se encuentran dentro de las inclusiones amorfas, y se puede ver
el blogue, compacto y de contorno regular, formado. '



000L X
x odiana ap o0zoa] SsnwpAIsoky |Jap Snil

'zg 51




Fig. 23.

Grabado intenso del tabaco: Micrograma de un trozo de cuerpo x mos-

trando en algunas partes (1 y 2) que estd compuesto por particulas de virus.
X 72.000:



Fig. 24.

Grabado intenso del tabaco: Particulas de virus acompanadas de una sustan-

cia sin identificar.
X 72.000



Grabado

intenso del tabaco: Micrograma de un trozo de cuerpo X. Particu-
las de virus enmascaradas. Nétese la ordenacion linear.

X 72.000
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Grabado intenso del tabace.

Sindnimos: Severe Etch Virus, Tobacco Virus 13 (Johnson E. M.), To-
bacco Eich Virus (Johnson, 1930).

Transmisién: Es transmisible por la savia y por insectos; de éstos, los
principales son: Myzus Persicae Sulz y M. Circumflexus Buzt.

Principales plantas susceptibles: Ataca este virus, principalmente, a las
solandceas; en tabaco produce un moteado y necrosis de venas que aparecen
con un fino grabado en marrén oscuro sobre la hoja, de ahi su nombre; necrosis
que acaba por destruir la planta en la mayoria de los casos.

Histopatologia: inclusiones: Este virus produce dos clases de inclusiones:
unas, del tipo amorfo o cuerpos X, en el citoplasma, y ofras, cristalinas,
intranucleares. )

Es muy interesante ver que éste es uno de los dos Unicos virus de plantas,
hasta ahora conocidos, que producen inclusiones intranucleares (Kassanis, 1939),
pues en los virus animales las inclusiones intranucleares son tan comunes como
las del citoplasma. :

Kassanis compard las propiedades de estas inclusiones con las producidas
por el virus dé la enfermedad poliédrica de los gusanos de seda con las que
le parecié encontrar tenian cierta semejanza.

Nosotros, siguiendo este trabajo solamente con las inclusiones intracitoplds-
micas del tipo amorfo o cuerpos X, sélo nos limitaremos a estudiar aqui éstas.

Los cuerpos X producidos por este virus son del tipo granular, mayores que
los del Aucuba, ovoides y algo més difusos que aquellos y los del Hyoscyamus.
Generalmente sélo se hacen vacuolados en una fase final, preparatoria para
su disolucién; en esta fase suele pasar la inclusion, de ser granula.r, a estar for-
mada como agujos o fibrillas no muy compactas, pero nunca llegan a formar
o convertirse en una inclusiéon cristalina.

Formacion: Estas inclusiones se forman de la misma manera que las
del Mosaico Aucuba del tomate (Sheffield, 1941).

Reacciones: Dan las reacciones usuales de proteinas y ademds parece
que contienen mds cantidad de glébulos de grasa fque la generalidad de las
inclusiones estudiadas. )

Resisten perfectamente el ser manejados por agujas y hasta se pueden partir
en trozos sin que se desmoronen, pero si se tienen bastante tiempo en agua des-
tilada acabon por desintegrarse.

Siguiendo los procedimientos explicados més atrés, hemos obtenido algunos
microgramas con el microscopio electrénico que, en un principio, nos llenaron
bastante de confusion, en los que, al lado de particulas sueltas del virus, veiamos
unos bloques de material compacto, de dngulos duros y algo semejantes a los
encontrados por Sheffield en 1946, que estudiando estas inclusiones con el
microscopio electrénico vid, principalmente, cantidades de material desconocido,
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con particulas de tamafio muy por debajo de los limites de resolucién del micros-
copio electrénico, y cristales de forma rectangular y a veces rémbicos, pero sin
poder ver su estructura. Asi, en un principio, llegamos a creer que estas inclu-
siones pudieran estar formadas por alguna sustancia segregada por la planta
y no por el virus mismo, como hasta ahora habidmos visto era la regla general;
pero, repitiendo varias veces las preparaciones, tuvimos la suerte, més adelante,
de obtener un micrograma en que en uno de estos bloques, en una pequefia
zona sobre uno de sus lados, se pueden ver, si se mira detenidamente, particulas
de virus orientadas paralelamente la mayoria, y otras, en forma de haz. Tam-
bién en la parte superior, a la derecha, se ve una particula de virus que se une,
hasta confundirse, con el bloque. Esto nos hace creer que esos bloques estén
formados por particulas de virus, en su mayor parte, como los demds cuerpos X
y en éstos se encuentran recubiertas por una sustancia que las enmascara y que
probablemente es de naturaleza lipoide (figs. 23, 24 y 25).

DISCUSION

Hemos estudiado los cuerpos X, hasta ahora no descritos, producidos en las
células de sus huéspedes por tres virus de cruciferas, compardndoles morfolo-
gicamente y en sus propiedades, con las inclusiones tipicas, ya conocidas, pro-
ducidas por otros tres virus; ademds, siguiendo una técnica propia, hemos procu-
rado estudiar en el microscopio electrénico los cuerpos X inducidos por los
seis virus.

Asi, hemos visto -como estos seis tipos de cuerpos X difieren ligeramente
entre si en morfologia, formacién y propiedades; principalmente, los inducidos
por el Mosaico de la coliflor no sélo difieren de los ofros en el aspecto y modo
de formacién, sino que, al ser observados con el microscopio electrénico, no
hemos podido encontrar en ellos particulas que pudiéramos identificar, sin nin-
guna duda, como de virus, aunque pudiera ser que estas particulas se hallasen
enmascaradas por sustancias producidas por la célula, como sucede en el caso
del virus del Grabado intenso del tabaco (Severe Etch virus), en que dichas
particulas parecen estar enmascarados por una sustancia, probablemente de
tipo lipoide. Hemos vistc en los demds, como caracteristica principal y comin
a todos ellos, la de estar constituidos, casi en su totalidad, por particulas de
virus, que, generalmente, se agregan, ordendndose de una manera mds o menos
regular, para formar fibras o cristales, segin los casos.

Haosta ahora, se sabia que los cuerpos X, por lo menos los producidos por
la estirpe Aucuba del Mosaico del Tabaco, contenian virus, porque habiéndolos
aislado, lavado cuidadosamente e inoculado a plantas sanas, producian infec-
ciones (Sheffield, 1939); resultando, mds tarde confirmado por Sheffield mismo
en 1946, al observar suspensiones de las inclusiones, obtenidas absorbiendo
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parte del contenido de los cuerpos X con una micropipeta manejada por medio
de micromanipulador y conteniendo agua destilada, solucién salina isoténica o
solucién 0,1 M de sulfato aménico. Encontré asi algunas particulas de virus
sueltos, en el caso del Mosaico Aucuba. Tratando de la misma manera los cuer-
pos X producidos por el Grabado intenso del tabaco (Severe Eich virus) encon-
tré, en cambio, cristales sélo visibles en el microscopio electrénico.

Respecto a estos ultramicrocristales, nosotros hemos visto que estén formados
por particulas de virus recubiertas o enmascaradas por una sustancia no identi-
ficada, pero, probablemente de naturaleza lipoide, y, respecto a los cuerpos X
formados por el Mosaico Aucuba e Hyosciamus y por el Anillo Negro de la col,
valiéndonos de nuestra técnica de tomar trozos de inclusién, o sea fibrillas que
forman parte intima del cuerpo X, hemos podido conseguir no sélo el ver que
contenian virus, sino la manera en que estas particulas de virus estén contenidas
y la comprobacién de que la mayor parte de la inclusién estd constituida por
virus, dado el poco material extrafio hallado.

Teorias sobre la causalidad de los cuerpos X.

Los resultados obtenidos por Sheffield (1931, 1934) sugirieron que los cuer-
pos X del Mosaico del Tabaco y del Mosaico Aucuba, consistian en material nor-
mal del citoplasma, coagulado y precipitado; y el punto de vista de que estas
inclusiones eran productos de reaccién de la planta, llegé a ser generalmente
adoptado. Mds adelante se hizo necesario cambiar este punto de vista, al com-
probar Sheffield mismo que los cuerpos X estdn constituidos en su mayor parte
de virus, pensdndose que habian de formarse por precipitacién del virus en el
citoplasma a causa de diversos cambios de las condiciones quimico-fisicas de
éste. Todo esto baséndose en el comportamiento «in vitro» de preparados de virus
purificados, frente a cambio de pH y presencia de electrolitos.

Las soluciones neutras de virus del Mosaico del tabaco son opalescentes;
afadiendo 4cido hasta alcanzar un pH entre 3 y 4, el virus se hace insoluble y
precipita en la forma de agujas birrefringentes, microscépicamente visibles.

Beale, en 1937, ha mostrado el parecido que tienen estas agujas con las «es-
triaciones» o agujas producidas por Iwanoski y Goldstein (1924) al afadir 4cido
a células conteniendo inclusiones de tipo cristalino producidas por virus; Beale
también demostré que las variaciones de pH y de solubilidad de las agujos asi
producidas en las células, son, aproximadamente, las mismas que las del virus
purificado, «in vitro».

También tiene influencia en la precipitacién del virus en forma, frecuente-
mente, fibrosa, la presencia de electrolitos; asi, vemos que soluciones neutras de
virus purificado, por més que se concentren, no llegan mds que a hacerse mds y
mas viscosas hasta que al final pasan @ gel; pero si a estas soluciones les afia-
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dimos sales, se producen fases sélidas cristalinas de diversos tipos, segin la sal y
proporciones de la misma. Con fuertes cantidades de sal, la precipitacion es
rapida y se forman agujas, pero si se le afiade sélo concentraciones alrededor
de 0,5 N se produce muy lentamente un precipitado de fibras semejantes a las
vistas dentro de algunos cuerpos X.

Es posible, también, que el virus precipite en forma de complejo con alguna
sustancia de las que habitualmente se encuentran en la célula, ya que, como ha
demostrando Kleczkowsky, en 1946, el virus del Mosaico del tabaco se combina,
precipitando, con gran nimero de proteinas y ofras sustancias que l[levan opuesta
carga eléctrica. Tambiém el virus precipita cuando se combina con sus anti-
cuerpos. ' '

Acerca de estas explicaciones sobre la formacién de cuerpos X nos parece
que hay que tener en cuenta que estdn basadaos, todas ellas, en experiencias «in
vitro», y las reacciones dentro de la célula son bastante mas complicadas, sobre
todo contando con que el virus aqui no es un elemento pasivo, como la puede
ser «in vitro», sino que estd multiplicandose e interviniendo posiblemente, por lo
tanto, en todo el complejo sistema enzimdtico de la célula, puesto que esta repro-
duccién (y ahora no vamos a discutir de qué naturaleza pueda ser) se debe rea-
lizar a costa de los elementos celulares apropiados.

Hemos visto en la parte experimental cémo se formaban los cuerpos X a
partir de elementos celulares; cémo son los plastidios, mas o menos desarrollados
(sobre todo en el caso del Turnip Yellow, y es muy posible que en los demés
casos), si el virus no ataca directamente a estos elementos; actia sobre sus pri-
mordios, o sea sobre los mitocondrics, o bien, si existen en la célula vegetal (como
parece ser) como en la célula animal, sobre los microsomas de Claude (13). Esto
parece ser lo natural, dada la composicién quimica -de los virus de plantas, hasta
ahora conocidos, que se ha visto son nucleoproteinas del tipo ribonucléico y la
de los mitocondrias, plastidios y microsomas, que parecen ser, con el nucleolo, los
elementos celulares que Unicamente poseen ribonucleoproteina (Davison, 1945)
(18). Asi, si los virus se multiplican, cémo es lo més probable, dentro de estos
organos de la célula, las inclusiones consistirian en masas de estos érganos dege-
nerados, conteniendo virus hasta llegar a estar casi completamente constituidos
por particulas de éste; lo que explicaria las transformaciones o variaciones mor-
folégicas que en algunos cuerpos X se observan, en que, de ser granulares pasan
a ser fibrosos y, algunas veces, cristalinos; segin se orienten las particulas de virus.

Esto también puede explicar los variados y complejos fenémenos de inmuni-
dad e interaccién entre virus, asi como la influencia de la oscuridad sobre la
receptividad de las plantas a los virus, ya que es posible que éstos puedan estar
formando un complejo con aquellos elementos de la célula que hemos visto poseen
una composicién quimica adecuada a su reproduccién y, por eso, al someter a la
oscuridad a las plantas antes de ser inoculadas, vemos que son mucho més sus-
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ceptibles a la infeccién (Bawden y Roberts, 1948) (5), pues la oscuridad puede
actuer reduciendo los componentes de la célula que inferfieren con el estableci-
miento de particulas de virus en los lugares de multiplicacion. ‘

Ya desde hace bastante tiempo ha sido estudiada la hipoplasia producida
en las células de las plantas atacadas por virus; los primeros en estudiarlo fueron
Doolittle, 1920 (20), Dickson en 1922 (19), Matsumoto y Smith (56), quienes confir-
maron que la hipoplasia, en que las células se reducen y las hojas carecen de
diferenciacién en las tipicas capas de mesofilo, es acompafiada por la «degene-
racién de los plastidios». Confirman estas primeras observaciones otros investi-
gadores como Bdningk (11), Cook (16) y otros, y todos estdn de acuerdo en que
los sinfomas externos de mosaico, necrosis, efc., son debidos a esta degeneracion
de los plastidios o sus primordios, habiendo quien, como Woods y Dubuy, flega
no sélo a pensar ésto, sino a creer que los mismos virus sean producto enddgeno
de la célula y que estén derivados del condrioma, que, por una serie de circuns-
tancias, se convierte en un agente patdgeno.

Como vemos, estas observaciones repetidas sobre la degenerocion de los
plastidios coinciden con nuestra teoria de formacién de cuerpos X, basada en
observaciones directas y por la que creemos que estas inclusiones son formadas
por agregacién y aglutinacién de elementos celulares especificos y de composi-
cién quimica parecida a la de los virus, como es el plastidoma, condrioma y micro-
somas en los que éstos, al encontrar el material adecuado, se reproducen a sus
expensas, llegando a formar masas compuestas casi exclusivamente por virus, al
ir agotando paulatinamente el sustrato celular.

CONCLUSIONES

1.*  Describimos las inclusiones, hasta ahora no conocidas, producidas por ires
virus que atacan a plantas de la familia Cruciferas y exponemos sus propiedades.

2. Hemos estudiado la formacién de estas inclusiones y, en uno de los tres
virus (Turnip Yellow), hemos determinado que eran formadas por masas de plas-
tidios degenerados.

3.2 Hemos visto que las inclusiones producidas pc’r el Mosaico de la coliflor
poseen una membrana externa, cosa hasta ahora no demostrada en ningln tipo
de inclusién producida por virus en las plantas.

4.* Comparamos las inclusiones antes citadas con los de ofros tres virus del
tabaco ya conocidos.

52 Empleando un método propio, hemos estudiado cinco de los seis tipos
de inclusiones al microscopio electrénico; viendo que en el caso de cuatro de
ellos, estén formados por particulas de virus agregadas mds o menos regular-
mente, segun la fase y edad de la inclusién y en el quinto caso (Mosaico de la
coliflor), por particulas no identificadas como de virus.
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6:* Se han discutido y revisado diversas teorias de causalidad de los cuer-
pos X, exponiendo per nuestra parte que se deben o uno agregacion y ogltn‘j-
nacién de elementos celulares especificos y de composicién quimica parecida a
la de los virus, como es el condriomo, en lo que éstos se multiplican a sus expan-
sas, llegando de este modo a formar masas compuestas casi exclusivamente por
particulas de virus, agregadas y ordenadas, formando en algunos casos fibras
y en ofros, en que la ordenacién es més regular, paracristales y, a veces, inclu-
siones cristalinas.

® ok ok

He de dar las gracias, ante todo, al Consejo Superior de Investigaciones Cien-
tificas, cuya beca hizo posible la realizacion de este trabajo. Al Profesor Dr. don
Lorenzo Vilas, Catedrdtico de la Facultad de Farmacia de Madrid, por su direc-
cién, consejo y ayuda; a don Eliseo Gasién de Iriarte, Catedrdtico de la Facultad
de Farmacia de Barcelona; a don Juan Rodriguez Sardifia, Ingeniero Agrénomo
de la estacién de Fitopatologia Agricola de la Coruiig; al Dr. Kenneth M. Smith,
de la Plant Virus Research Unit, Cambridge (Inglaterra); o Mr. F. C. Bawden, de
la Rothamsted Exp. Station, de Harpenden (Inglaterra), y a Mr. H. L. Nixon de la
misma Estacion experimental por las microfotografias de mis preparaciones sn el
microscopio electrénico. ,

SUMMARY

Three Types of intracellular inclusion formed by Cabbage Black ring virus,
cauliflower Mosaic and Turnip Yellow Moscic in the cells of their hosts are des-
cribed and compared.

The presence of an external membrone in the inclusions from Cauliflower
Mosaic has been confirmed.

The mode of formation varies in the three types of inclusion being in Cab-
bage Black Ring like those described by Sheffield in Aucuba Mosaic. In Cauli-
flower Mosaic the inclusions are formed from a single particle by an internal
growth and in Turnip Yellow Mosaic from the coalescence in a vacuolated body
of degenerate plastids and chloroplasts.

These three types of inclusion and three more, already well Known, from
Aucuba Mosaic, Hembane Mosaic and Severe Etch Virus, have been compared
in the electron microscope.

The nature of intracellular inclusions and their causality is discussed briefly
in the light of the recent work in this field.
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INFORMACION

V CONGRESO INTERNACIONAL DE MICROBIOLOGIA

Rio de Janeiro, 17-24 de dgosto de 1950.

a

Como resultado de la fundacién por el Comité de Higiene de la Sociedad de
las Naciones de una Sociedad Internacional de Microbiologia, proyectada con
el fin principal de organizar Congresos de dicha Ciencia, se celebraba el primero
de éstos en el Instituto Pasteur, de Paris, el afio 1930. El éxito de esta reunién mo-
vi6 a decidir la celebracién de un nuevo Congreso cada tres afcs. Las dificulta-
des que para el Il Congreso, que habia de verificarse en Berlin en 1933, se pre-
sentaron hicieron que éste tuviera lugar en Londres, en 1936, reuniéndose el |l!
en Nueva York, el aho 1939. El IV Congreso, proyectado para 1942 en Dina-
marca, hubo de ser aplazado cemo consecuencia de las circunstancias por que
otravesaba Europa por dichas fechaos, teniendo lugar, por fin, en Copenhogue,
del 20 al 26 de julio de 1947. De esta reunion, a la que fueron presentados di-
versos trabajos por autores espafioles miembros de la Sociedad de Microbidlo-
gos, fué dada noticia oportunamente en MICROBIOLOGIA ESPANOLA.

El V Congreso !nternacional de Microbiologia se inauguraba el 17 del pa-
sado mes de agosto en Rio de Janeiro. &%

El edificio del Ministerio de Educacién, lugar de recepcién de los congresis-
tas, albergaba una interesantisima exposicion de los trabajos efectuados en el
pais brasilefio en bacteriologia e inmunologia, presentando los datos geogra-
ficos y estadisticos relativos a las principales enfermedades infecciosas del pafs
y a los toxinas de serpiente, con el documento «vivo» de las especies mds im-
portantes. Esta exposicién sefialaba, sin pretenderlo, la linea fundamental que
“habia de sengir el Congreso, pues aparte de la Microbiologia general, que tuvo
gran concurrencia, fué la relacionada con”las enfermedades tropicales la mas
ambientada de todas las secciones.

_ Su excelencia el Ministro de Educacién Nacional, profesor Pedro Calmoén,
recibié a los congresistas, y posteriormente, en el palacio de Caotete, fueron re-
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cibidos por S. E. el Presidente de la RepUblica del Brasil, general Eurico Gaspar
Dutra. Por la tarde, en el teatro Municipal de Rio de Janeiro, y bajo la presiden-
cia de las autoridades y de los directivos del Congreso, se celebré el acto de
apertura, terminado el cual fueron trasladados los congresistas al Hotel Quitan-
dinha, en Petroépolis, lugar elegido como sede del Congreso.

Prof. Dr. Oylmpio da Fonseca, Presidente de! V Congreso Internacional

de Microbiologia.

Las sesiones se celebraron en dicho Hotel, de capacidad mas que holgada
para albergar a fodos los congresistas extranjeros, disponiéndose odemds de
locales suficientes para el funcionamiento simultaneo de todas las secciones. Los
trabajos se desarrollaron conforme al programa previo, recogido oportunamen-
te en esta Revista ().

) MICROBIOLOGIA ESPANOLA. H: 233-39.
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Ademés de las comunicaciones presentadas, cuyos resimenes han sido publi-
cados en un volumen que se encuentra a disposicién de los sefiores socios en
nuestra Biblioteca, se dieron, entre ofras conferencias, las siguientes:

. Una ojeada scbre el conocimiento actual del complemento y sus funciones,
por Michael Heidelberger. /

Normalizacién de los ensayos microbiolégicos, por Geoffrey Rake.

Aspectos metabdlicos del crecimiento bacteriano en ausencia de la divisién
celular, por Walter J. Nickerson.

- El problema de las bacterias liségenas, por A. Lwoff.

La serologia de las Enterobacteridceas, por F. Kauffmann.

Oswaldo Cruz. Interpretacién de una personalidad, por Clementino Fraga.

Enfermedad de Chagas. Estado actual del problema, por A. Vilella.

Control de la rabia, p0|: Herald Cox.

Contribucién del Institito Oswaldo Cruz al estudio de la fiebre amarilla,
por H. B. R. de Aragdo, C. B. Magarino Torres, S. Lins y H. Penna.

Las fases y la clasificacién de las Micobacterias, por Giuseppe Penso.

La identificacién de la Rickettsia prowazeki como organismo
causante del tifus cldsice, por H. da Rocha.

'El «Centro de Colecciones de Microbios Tipo» y la «Federacion Internacio-
nal de Colecciones de Cultivos» celebraron una reunién conjunta, efectudndose
ademads, entre ofros actos, un sim posium sobre microscopia electronica y
exhibiciones cinematograficas cientificos. Se reunieron, asimismo, las distintas
comisiones de la Asociacion Internacional de Microbidlogos, acordéndose en
la de Organizacién de Congresos celebrar el proximo en Roma en 1953.

La representacién espafiola que habia de csistir se vié dolorosamente dis-
minuida, ya que horas antes de la salida del avién para Brasil, enfermé repen-
tina y gravemente el Presidente de la Delegacién y de la Sociedad de Micro-
bidlogos Espafoles, Prof. Ing. don Juan Marcilla Arrazola, que fallecia pocos dias
después, y a cuyo homenaje y mejor recuerdo van dedicadas las primeras péginas
de este nimero, en las que con la sencillez del afectc auténtico, se recoge un re-
lato de la vida y de la obra del que fué gran autoridad cientifica, amigo cordial
y buen pedagogo. ’

Por el motivo expuesto la Delegacién espafiola quedé constituida por el
Profesor Dr. Lorenzo Vilas, Catedrdtico de la Universidad de Madrid y Secre-
tario de la Sociedad, y por el miembro de ésta,y Catedrdtico de la Facultad de
Medicina -de Barcelona, Prof. Dr. don Justo Covaleda Ortega. '

Los trabajos esparioles presen‘rodlos ol Congreso fueron los siguientes:

Marcilla, Juan (1); Garrido, José, e Hidalgo, Luis: Contribucion al estudio
del metabolismo carbonado de las levaduras multiplicadas en anaerobiosis
sobre prehidolizados de residuos agricolas.
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Instituto Oswaldo Cruz.
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Vital Brazil

Dr.

Instituto Butantdan.
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Megias, Gabriel, e Ibdfez, Rafael: Actividad antibacteriana de algunos
antihistaminicos de sintesis. _

Santa Maria, Juan: Observaciones sobre un Clostridium productor
de alcohol isopropilico.

Vicente, Romdn: Los bacteriéfagos en las aguas residuales, indicadores.
del estado sanitario.

El dia 22 de agosto fué visitado el Instituto «Oswaldo Cruz», uno de los
centros mds interesantes bajo el punto de vista microbiolégico y sanitario. Fun-
dado por el Barén de Pedro Alfonso, estaba formado el nicleo inicial por un
pequefio grupo de investigadores, entre los que se encontraba el joven médico
Oswaldo Cruz, que ya desde estudiante se habia dedicado a la Bacteriologia
y posteriormente habia pasado cerca de tres anos en el Instituto Pasteur de
Parfs: Més tarde, el Dr. Oswaldo Cruz tomaba la direccién, y haciendo ho-
nor a su lema «Saber - Esperar - Querer - Poder» imprimia una actividad cre-
ciente a dicho Cenfro, en un principio Instituto Seroterdpico Federal, nombre
que era cambiado mds adelante por el de Instituto de Medicina Experimental de
Manguinhos, recibiendo su designacién actual en "1908, como homenaie al
Maestro, cuya muerte acaecié en 1917. Los continuadores de la obra del titular,
Dres. Carlos Chagas, Cardoso Fontes y Henrique Aragao, desarrollaron las direc-
trices que trazara Oswaldo Cruz, hasta llegar a los momentos actuales, en que
ostenta la direccién persona tan conocida en los medios cientificos como es el
Dr. Olympio Da Fonseca, que ha hecho llegar a plena madurez las iniciativas aue
trazara el Maestro, con la colaboracién de un brillante y numeroso grupo de in-
vestigadores, entre los que recordamos en este momento a los Dres. Aréa Ledo,
Beaurepaire Rohan, Oswaldo Cruz (hijo), Bastos Magarinos, Lacorte, Miranda,
Muniz, Pacheco, Souza Aratjo y Travassos.

Durante la visita de los congresistas se celebré un acto de cordial homenaje:
al Instituto por el Ministro de Sanidad Publica de Bolivia.

En Rio también (kildmetro 47 de la carretera de Rio a San Pablo) fué visi-
“toda la Universidad Rural brasilefia, institucién digna de todo elogio por el des-
“arrollo logrado en el plazo breve que< media desde su fundacién hasta los mo-

mentos actuales, destinada a influir de modo extraordinario en la prosperidad
“econdémica del Brasil.

Otro Centro cientifico de gran interés recorrido por los congresistas fué el
Instituto Butantan, del cual fué fundador y director durante buen nimero de
afos el Dr. Vital Brazil, una de las mds destacadas figuras-de la Sanidad
brasilefia, orientador de un gran nimero de investigaciones e impulsor de dicho
Centro, que hoy guia acertadamente el trabajo y tesén del Doctor Eduardo VYaz.
"Este Instituto, situado en Sao Paulo, tiene por misién principal en la actualidad
la produccién de sueros antiofidicos, disponiendo de un magnifico serpentario,
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del que fueron sacados algunos ejemplares para que los congresistas pudieran
apreciar la técnica de la extraccién de las toxinas.

Tombién fué visitado el Instituto Biolégico de San Pablo,- dedicado princi-
palmente a los problemas de la Agricultura y la Veterinaria.

Alternando con los actos cientificos se desarrollé un programa social, de
grato recuerdo para los congresistas.

No podemos terminar estas lineas sin dejar de hacer constar la cordial aco-
gida con que fodos los asistentes al Congreso fueron recibidos por sus colegas
brasilencs y, en particular, la dispensada por el Dr. Olympio da Fonseca y
su sefiora a los dos miembros de la Sociedad de Microbiélogos que asistimos
como representantes espafioles. Y también las frases de respetuoso sentimiento
para la figura de don Juan Marcilla, de cuya muerte se tuvo noticia en plena
celebracién del Congreso.—L. V.



El VII CONGRESO INTERNACIONAL DE BOTANICA

N

Durante los dias 12 al 20 del pasado mes de julio tuvo lugar en Estocolmo
el VII Congreso Internacional de Botdnica, bajo el alto patrénato de S. A. R. el
Principe heredero de Suecia, y actuando de Presidente el Profesor Carl Skotts-
berg, de Gotenburgo.

La concurrencia fué numerosa, en nimero de unos 1.500, siendo la repre-
sentacién de los botdnicos norteamericanos la més nutrida entre las.de los paises
no europeos.

'La representacion espafiola estuvo formada por los Profesores siguientes,
-comisionados por el Consejo Supericr de Investigaciones Cientificas: Doctor Flo-
rencio Bustinza, Doctor Manuel Jorddn de Urries, Doctor Elena Paunero y Doc-
tor Salvador Rivas, del Instituto «Antonio José Cavanilles», de Botdanica; y Doc-
tor Arturo Caballero Lépez, del Instituto de Edafologia y. Fisiologia Vegetal.
Asistieron también, independientemente, los Profesores Doctor Fernando Galdn
y Dactor Emilio Guinea. '

El programa del Congreso, muy amplio, abarcd en sus diferentes secciones
temas relacionados de algin modo con muy diferentes aspectos de la ciencia
botdnica. Entre los que afectan a la Microbiologia destacan los estudiados en
las secciones de Nomenclatura, Taxonomia ce criptégamas, Micologia y Fito-
patologia. A continuacién destacaremos algunas de las comunicaciones.

Como ya era de esperar, fueron muy discutidas las proposiciones presenta-
das en la seccién de «Nomenclatura». En sus sesiones, que llegaron o ser algo
agitadas, fué dificil unificar criterios en puntos tan importantes como «nombres
legitimos», «fechas de partida en la nomenclatura» para los diferentes grupos,
nomen dubium, nomina confusa, nomina conservandao,
etcétera. Por lo que se refiere a las reglas para la eleccién de tipos, principal-
mente en especies descritas por autores antiguos, interesan al micélogo las pro-
posiciones presentadas por el Doctor Rogers y por los Profesores Smith y Weh-
meyer. Merece destacarse el complentisimo informe presentado por el Profesor
Lanjouw, de Utrech, que recoge todas las enmiendas propuestas de las reglas
de nomenclatura botdnica. Su «Sinopsis» fué de gran utilidad para preparar las
discusiones.

Con anterioridad, el Jardin Boténico de Madrid habia enviado su voto pre-
liminar detallado con las distintas modificaciones propugnadas.
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Pcco, en verdad, se adelantd en esta seccién; seguramente el acuerdo mds
importante fué el de crear una Comisién permanente de nomenclatura, que
continuard el estudio de estas cuestiones sin esperar al nuevo Congreso. ‘

En la seccion «Taxonomia de criptégamas» fueron de particular interés
para los microbiélogos las sesiones celebradas conjuntamente con la seccion «Mi-
cologia». El Profesor Wehmeyer, de la Universidad de Michigan, leyd su trabajo
«Consideraciones sobre algunos métodos para el mejoramiento del estudio taxo-
némico de los hongos», en el que, refiriéndose principalmente a sus estudios de-
los Ascomicetos, hizo resaltar la necesidad de reemplazar las descripciones
fragmentarias por extensos estudios de las populaciones, antes de delimitar las
especies. Los Doctores Heim y Rogers presentaron sendas comunicaciones acerca
de la filogenia de los Basidiomicetos, analizando el valor relativo de ciertos ca-
racteres considerados hasta ahora como fundamentales en la taxonomia del
grupo. El Profesor Kihner resumié los trabajos que lleva realizando hace varios
anos acerca de ciertos caracteres microscopicos del micelio y de la germinacion

de las esporas de los Agaricales, utilizables en sistemdtica.

La seccién «Micologia» dedicé una primera sesién al «papel de las vita-
minas y substancias afines en los hongos»; en ella destacé la intervencion del
Profesor Schopfer, que traté de «los equilibrios vitaminicos en los microorganis-
mos», refiriéndose especialmente a la accién de la vitamina K, sobre Phyco -
myces blakesleeanus, y de la neopiritiamina sobre ciertas capas
de Neurospora crassa. Ofra comunicacién interesante se refirié a la
accién morfogénica de las vitaminas sobre ciertos hongos, entre ellos Sphae-
rocybe concéntrica, que necesita aneurina, o al menos tiazol y piri-
midina, para fructificar.

En la sesién conjunfa de las secciones «Micologia» y «Genética», el Profe-
sor Stakman, de la Universidad de Minnesota, dié una conferencia acerca de
la mutacidon e hibridacion en los Ustilaginales. El Profesor Bauch expuso sus
trabajos acerca de unas formas gigantes de levaduras obtenidas por él. En
otra sesién se leyeron trabajos de Citologia y sexualidad de los hongos, siendo
especialmente discutida la comunicacién del Profesor Luyet titulada «Evidencia
y falta de evidencia de sexualidad en los Mixomicetos».

El Profesor Waksman leyé un trabajo acerca de «Los antibidticos y su
papel en la fisiologia de los microorganismos». Y en esa misma sesion se pre-
sentaron ofras comunicaciones, comc la del Profesor Gottlieb acerca de «la
actividad de los antibiéticos en el suelo», y ofras referentes a los antibidticos
en relacién con la patologia vegetal.

Hubo una sesién dedicada a micorrizas, 'y en ella el Profesor Melin pre-
sentd sus recientes estudios acerca de- la noturaleza de las verdaderas

micorrizas.
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Esta misma seccién de 4<<Mico|og‘|’ct» dedicé una sesién o la micologia
médica.

En la seccion de «Fitopatologia» hubo una primera sesion dedicada a la
«adaptacion de los fitopatégenos a diferentes plantas huéspedes», en la que
merece destacarse el trabajo de Helena de Bruyn, de Wageningen, acerca
de la adaptacién de Phytophthora infestans a varios hibridos de
patata. En la sesion dedicada al tema «lnmunidad y resistencia causada por
reacciones de hipersensibilidad» se presentaron trabajos relacionados con el
parasitismo de Phytophthora infestants, y de Ustilago
fritici. En esta misma sesién leyé el Profesor Viennot-Bourgin una comuni-
cacién acerca de ciertas modalidades del parasitismo de los Ustilaginales.

Entre las comunicaciones presentadas acerca del tema «Problemas de la
resistencia desde el punto de vista genético y fitopatolégico» merecen des-
tacarse las de los Profesores Stakman y Keitt. El primero, Presidente de la
sesion, traté de la voriacién en los hongos fitopatégenos y su importancia
practica. Con numerosos ejemplos expuso las distintas modalidades de varia-
cién en los hongos, refiriéndose especialmente o las royas y carbones; resumio
los estudios realizados- en la Universidad de Minnesota acerca de las razas
fisiolégicas de las royas y de las modificaciones anuales de su populacién, in-
sistiendo en los problemas que la aparicién de nuevas razas plantea en los
trabajos de seleccién de variedades resistentes. El Profesor Keitt traté de los
estudios que acerca de la herencia'y patogenicidad de Ventura iinae-
cualis viene realizando hace afios.

Los temas relacionados con los virus fueron tratados en dos sesiones.

Entre los trabajos referentes a la lucha contra los agentes fitopatdgenos
figura el del Profesor Gassner, quien expuso sus Cltimas investigaciones acerca
de la lucha contra los carbones del trigo y de la cebada.

A continuacién reproducimos una lista de trabajos escogidos entre los pre-
sentados con tema microbiolégico, y que nos ha sido facilitada amablemente
por el Profesor Bustinza:

Alen, C. N.: «Produccién de raicillas a partir de los nédulos de ciertas
plantas leguminosas lefiosas».

Brian, P. W. y Wrigth, J. M.: «Un producto metabélico fungicida y fitot-
xico, producido por el hongo fitopatégeno Aiternaria Solani».

Brian, P. W..; Curtis, P. J., y Jefferys, E. G.. «Antibiéticos producidos por
hongos aislados de los suelos pobres de brezal».

Brown, J. G. «Antibidticos en relacién con algunas enfermedades bacte-
rianas de las plantas». " ‘

Emmons, Ch. W.: «La presencia natural en los animales y suelo de los
hongos que causan enfermedades en el hombre».

Grossbard, Erna: «La produccién de sustancias antibidticas en el suelo».
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Jefferys, E. G.: «Antibiéticos en la ecologia del suvelo».

Nicholas, D. J. D.: «<El empleo de Aspergillius Niger (Estirpe M de
Mulder) para la determinacién de alimentos minerales en suelos y plantas».

Norden, A.: «Estudios de la velocidad de floculacién a diferentes tempera-
turas en una reaccidén de precipitinas empleando Sporotrichum
Schenkii como antigeno y suero de conejo anti-sporotrichumo».

Pramer, D., y Starkey, Robert L.: «La estreptomicina en el suelo».

Sobels, Johanna: «Cultivos y propiedades antibiéticas de los mixomicetos».

Tamiya, H.: «Algunas aportaciones recientes al problema del modo de
accién de las sustancias antibacterianas».

Virtanen, A. |.: «Problemas microbiolégicos».

Durante los dias del Congreso se hicieron algunas excursiones. La de
Uppsala tenia como principal objeto todo lo referente a Linneo; alli se oudo
ver su casa y su jardin botdnico. Pero también para los microbidlogos fué inte-
resante lo visita o diferentes laboratorios dependientes de: la  Universidad,
donde pudieron apreciar los trabajos que se llevan a cabo con cultivos de
bacterias de las nudosidades de las leguminosas con fines de aplicacion a la
agricultura. No menos interesantes fueron las demostraciones de cultivos de
hongos, asi como de algas verdes.

La excursién a la isla de Huvudskér fué especialmente organizada para
algélogos y liquendlogos, pero también los micodlogos tuvimos ocasién de recoger
algunas especies tipicas de esa regién.

M. Jorddn de Urries.



INFORMACION 245
EN MEMORIA DE DON JUAN MARCILLA

El pasado dia 14 de diciembre celebréd la Sociedad, en el edificio Central
del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, sesién especial dedicada a
la memoria del que fué su primer y querido Presidente, don Juon Marcilla Arra-
zola (g. e. p. d.). El Vicepresidente, don Gerardo Clavero del Campo, abrié la
sesién, dedicando unas frases de sentido elogio para la figura del que fué en
vida maestro de jovenes generacionss de microbidlogos. Seguidamente, don En-
rique Feduchy, en nombre de los discipulos, leyé la biografia que recogemos
en estas pdaginas, y, por Ultimo, don Luis Hidalgo dié lectura al trabajo de
Marcilla (f), Feduchy, Garrido e Hidalgo: «Condiciones éptimas de proliferacion
de lo Torulopsis utilis (variedod maana de Thaysen) sobre prehi-
drolizados de carozos de maiz», que se recoge también en este nimero.

ELECCIONES PARA CARGOS DIRECTIVOS

Conforme ‘a preceptos reglamentarios, corresponde renovar en su mitad la
Junta directiva para el afio préximo. En la Gltima reunion de la Junta actual,
celebrada en el mes de diciembre, se ha acordado efectuar dicha eleccion,
mediante votacién por papeleta secreta, como marca el articulo 35 del Regla-
mento.

El escrutinio de las papeletas recibidas en Secretaria se verificard en la
primera reunién que se celebre el préximo mes de febrero.

NOMBRAMIENTO

Vacante, por fallecimiento de don Juan Marcilla, la Direccion del Instituto
de Microbiologia General y Aplicada de!l C. S. " C., ha sido designado para
ocupar dicho cargo el Catedratico de Bacteriologio de lo Facultad de Ciencias
de la Universidad de Madrid, Prof. Dr. Arnaldo Socias Amorés, Vocal de la So-
ciedad de Microbidlogos Espanoles.

NUEVA DENOMINACION

Por acuerdo del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, el instituto
de Microbiologia General y Aplicada del C. S. I. C. ha cambiade su nombre
por el de Instituto «Jaime Ferrdn», de Microbiologia, como homenaje a la figura
sefiera del que fué gran bacteriélogo espafiol.
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ACTAS DE LA SOCIEDAD
MADRID
ACTA DE LA SESION CELEBRADA EL DIA 9 DE MAYO DE 1950

Bajo la presidencia de don Juan Marcilla, y actuando como secretario don
Luis Hidalgo, se abre la sesion a las veinte treinta, en el local del Consejo
Superior de Invastigaciones Cientificas, sitc en Medinaceli, 4.

Se aprueba el Acta de la Sesién anterior. Don Romdén Vicente da lectura a
una comunicacién del sefior Préstamo sobre «Ensayo microbiolégico de la vito-
mina B, con el L. Leichmannii. Influencia del pH y temperatura en
su estabilidads.

A continuacién, don Luis Hidalgo da lectura a la comunicacion «Posibilidad
de fabricar levaduras prensadas sobre prehidrolizados de residuos agricolas»,
de la que son autores don Juan Marcilla Arrazola y don Luis Hidalgo Fernandez-
Cano. )

El sefior Presidente elogia la comunicacion del sefior Préstamo y da cuenta
de haber recibido la invitacién para osistir al V' Congreso Internacional de
Microbiologia, de Rio de Janeiro y, asimismo, de un telegrama con la oferta
de tres pasajes de avién, ida y vuelta, para dicho Congreso a favor de la Socie-
dod de Microbidlogos Espafioles. Lo que se acuerda comunicar a los socios,
rogandoles indiquen los trabajos que pueden presentar dentro de la fecha mar-
cada y conforme a las normas establecidas, ya dadas a conocer en las. paginas
de MICROBIOLOGIA ESPANOLA. ,

Son admitidos como socios: don Francisco Maldonado, presentado por don
Ricardo Salaya y don Lorenze Vilas; don Gregorio Fraile y don Miguel -Rubio,
presentados ambos por don Lorenzo Vilas y don Romdan Vicente.

A propuesta de la presidencia es aprobado por unanimidad el nombra-
miento de Socio de Honor del ilustre bacteridlogo italiano Profesor Giuseppe
Penso. ’

Y no habiendo mas asuntos que tratar, se levanta la sesién a las veintiuna

treinta horas.



BIBLIOGRAFIA

HAUDUROQY (P.) et CHAIN (E.), FLOREY (H.), JENSEN (K. A.), PENSO (G.),
TREFOUEL (J.) et WELLS.—1950. Bacilles tuberculeux et paratuberculex.

Masson & Cie. Paris. 186 pdgs.

La excelente idea del Prof. Hauduroy de reunir en Laussane a destacados
investigadores del bacile tuberculoso, para que expusieran las orientaciones y
sitvacion de sus trabajos, discutiendo pUblicamente tan apasionante tema, con
los argumentos que pudiera prestarles la enorme experiencia lograda con su
larga dedicacién y-reconocida competencia (hay dos Premios Nébel entre los
autores), ha permitido la aparicién de este libro, en donde se han recogido las
conferencias pronunciadas. Los titulos de las mismas son: E. Chain, «Actividad
bioldgica de las sustancias extraidos del bacilo tuberculoso»; Sir H. Florey,
«Antibidticos activos contra el bacilo tuberculoso»; P. Hauduroy, «La écido-al-
cohol-resistencia de los bacilos tuberculosos y paratuberculosos»; K. A. Jensen,
«Los tipos humano y bovino del bacilo tuberculoso»; G. Penso, «Los bacilos
paratuberculosos»; J. Trefouel, «Agentes quimioterdpicos activos contra el baci-
lo tuberculoso»; Wells, «Tipo murino del bacilo tuberculoso».

No hay necesidad de comentar el acierto de estos trabajos, pues las firmas:
de sus autores son la mayor garantia del interés que el lector va poniendo en
la lectura, o medida que va adelantando en ella. La revisién de la técnica
para clasificar los hasta ahora llamados «paratuberculosos» hecha por Penso,
es, tal vez, el punto que més llama la atencién por su novedad.

De desear seria que se multiplicasen las reuniones de este tipo, tomando
ejemplo de la que, con tanto acierto, organizé el ilustre Profesor Hauduroy.—
L. Vilas.

KEYSER (J. W.).—-1950. Chemistry and Therapeutics of Synthetic Drugs. G. New-
nes, Ltd. London. VIIl -+ 462 pp.

Esta obra no pretende ser un.tratado agotador del tema, pero tampoco se
deja cosas fundamentales sin tocar, ordendndolas segin un criterio de apiica-
cién que facilita su manejo y, sobre todo, la iniciacién a la bibliografia moderna
acerca de cada materia. Los capitulos VI, VII, VIl y IX interesan especialmente a
la Microbiologia, estando dedicados a los productos antibacterianos, tripanocidas
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y antimaldricos; los XIll, XIV y XV interesan a todos porque estan dedicados al
estudio general de las relaciones entre la estructura quimica y la accién fisiols-
gica, a los cambios quimicos de las drogas en el cuerpo'y a los temas acerca de
la accién de las drogas sintéticas.

Es un buen libro de referencia para las dudas suscitadas por el amplio voca-
bulario anejo al extenso campo de los quimioterdpicos sintéticos, para lo que
va dotado de un apéndice compuesto por la lista de los nombres comerciales que
se usan corrientemente en Inglaterra.—L. Vilas.

INDICE DE ARTICULOS DE REVISTAS

Bajo este epigrafe se efectla la publicacién sistematica, por orden cronolé-
gico, de los titulos de los trabajos que han aparecido en los 0ltimos afos.en las
principales revistas microbiolégicas. Ello permite una facil orientacién dentro del
panorama internacional de la especialidad.

En_este numero se recogen los titulos correspondientes a los afios 1940-1942
de Annales de L'lnstitut Pasteur (Biblioteca del Instituto de Edafologia y Fisio-
logia Vegetal.—i. E.).

Mediante convenio con el Servicio de Microfilm del Consejo Superior de In-
vestigaciones Cientificas, la Sociedad puede facilitar a los senores socios repro-
ducciones de los articulos que deseen, para lo cual bastard escribir al Secretario
de la Sociedad, Serrano, 113, Madrid, precisando el nimero en negrita que
encabeza el articulo cuya copia se solicita.

Los precios y condiciones se detallan al final de esta Seccién.

1.663

WOLLMAN (E.) et LACASSAGNE (A.).—1940. Recherches sur le phénoméne de
Twort-D’Hérelle. Annales de L’ Institut Pasteur. 64: 5-39. I E.
1.664

REMLINGER (P.) et BAILLY (J.).—1940. Sur la présence des virus rabique et pseudo-
rabique dans les membranes et milieux de l'ceil. Annales de L'Institut Pasteur.
64: 40-46. I. E.

1.665
METALNIKQV (S.) et YAKIMACH (A.).—1940. Action du rayonnement radioactif

sur la multiplication et sur la structure des microorganismes. Annales de L'Ins-
titut Pasteur. 64: 47-54. I. E.

1.666 :
JACOTOT (H.).— 1940. Etude sur la sérothérapie préventive et curative de la

pasteurellose des bceufs et des buffles. Annales de - L'institut Pasteur. 64:

55-72. I E

1.667
DEINSE (F.) et SOLOMIDES (J.).—1940. Recherches sur les effets toxiques des
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titut Pasteur. 64: 73-86. I E
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gica, a los cambios quimicos de las drogas en el cuerpo'y a los temas acerca de
la accién de las drogas sintéticas.

Es un buen libro de referencia para las dudas suscitadas por el amplio voca-
bulario anejo al extenso campo de los quimioterdpicos sintéticos, para lo que
va dotado de un apéndice compuesto por la lista de los nombres comerciales que
se usan corrientemente en Inglaterra.—L. Vilas.
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Fotocopias en Microfilm (Unidad = fotograma formato Leica, 24 x 36 mm.).

a) En rollo de cinta continua.

b) En filmofichas.

La modalidad «filmoficha», por la gran facilidad de ordenacién, archivacién,
localizacién répida de las cintas y manejo de lectura, supera con mucho a la
modalidad en rollo. Se llama «filmoficha» una tira de pelicula de cinco fotogra-
mas y medio (en ofros sistemas seis), en que caben diez pdginas de libro ordi-
nario (libro abierto, o sea, dos pdginas cada foto). El medio fotograma que se
anade (uno entero en otros sistemas) se destina a «referencia», es decir, titulo
y signatura en la filmoteca y en el centro de origen. Las filmofichas, para ofre-
cer tales ventajas, van alojadas en unas carpetas «Filmoteca», especialmente
dispuestas para contener diez de ellos (cien pdginas o cincuenta folios) en lbcu-
los perfectamente adaptados con sus referencias numéricas y espacio preciso
para titulos, paginas y toda clase de indicaciones Utiles.

Fotocopias en papel.

En positivo; a diversos tamafios; se sirve juntamente el negativo en pelicula,
sin aumento de precio, si se pide.

Precios:

En microfilm: 50 céntimos por fotograma. Minimo pagable: 250 pesetas (una
filmoficha). _ ,

Carpeta «Filmoteca»: 2 ptas. Para cien pdginas. \

En papel: tamano 9 X 12 cms., 2 ptas.; 13 X 18 cms., 2,50 ptas.; 18 X 24
cms., 3 6 4 ptas., segin el papel. Tamafos mayores, precios a convenir en.
cada caoso.



