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Excmo. Sr. D. Arnaldo Socias Amorés +



Parece imposible de creer; todos rechazan como un absurdo la noti-
cia al conocerla y, sin embargo, es clerta. Ha fallecido el profesor Arnal-
do Socias Amorés.

Para los que con él hemos convivido durante afios, dia a dia, adn nos
‘resulta més dificil el hacernos a la idea de que no lo veéremos més, tal
como cotidianamente se nos manifestaba: juvenil de aspecto y concepto,
trabajador en demasia, guia permanente y entusiasta para los que con .
€l se formaban, caballero en sus acciones, buen compafiero, buen amigo...

Quiero por ello con este breve recuérdo hacerme eco, en nombre de
los que con €l trabajamos en més estrecho contacto, del homenaje sin-
cero de nuestra gratitud y de nuestro imperecedero afecto; y siquiera
sea de una manera tosca y desmafiada—que el sentimiento no se mide
por Ia exquisitez literaria—, permitaséme que rememore fechas, hechos
y datos que nos ayuden a revivir su memoria, para agrado de los que
bien le quisimos e incentivo de los que pretendan seguir sus senderos.

Nace el profesor Socias en el recoleto Mahén de 1905, y en la misma
capital balear permanece hasta finalizar los estudios de bachillerato; de
su padre hereda el tes6n y el amor al estudio, y de su madre la formacién
religiosa, y ni unos ni otra—por suerte para él—le abandonarian en el
resto de su vida.

Ferviente amante de su patria chica y de su lengua vernicula (en
la que gusta de charlar cuando un compatriota le da motivo sentimental
para ello), es lo cierto que encuentra un poco limitada para sus ansias de
expansién intelectual la ciudad menorquina, y pronto se desplaza a Bar-
celona, donde brillantemente cursa los estudios de la Facultad de Medi-
cina, licenciandose en 1929 con la calificacién de sobresaliente.

-~ Més adelante le gustaria presumir de que él hubiera hecho un buen
clinico, juzgando por sus incipientes éxitos de - intérno de la Facultad;
pero nosotros estamos convencidos—sin quitarle méritos para aguéllo—
de que con su extrema sensibilidad le hubiera resultado dificil el com'
paginarla con los rigores, a veces tan deésagradables, de ‘la practica cli-
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254 J. DEL CAMPO LAWDAY

nica. En lo que probablemente tenfa razén era en apreciar que sus diag-
nésticos resultaban, en general, acertados pero no por lo que se ha dado
~en llamar «ojo clinico», sino porque al poner sus cinco sentidos en el
estudio exhaustivo del caso que se-tratara—investigacién se llama esta
figura—tenia un buen margen de probabilidades favorabies.

Y, en efecto, su modus faciendi le lleva, casi sin pensarlo, a trabajar
con gusto a lag inmediatas érdenes del doctor Pedro Domingo, director
a la sazén del Laboratorio Municipal de Barcelona, en la que habia de
ser en el futuro su mas cara dedicacién: la Microbiologia. De resultas
de esa definida vocacién por la investigacién de los seres més pequefios,
y respaldado por su maestro, publica el primer trabajo en colaboracién
con €, destinado al primer Congreso Internacional de Microbiologia, de
Paris, 1930. Este trabajo lleva pbr titulo «Variaciones en los cultivos del
Pseudomonas piocianicoy. :

Desde €], hasta el Gltimo que ve la luz en esta misma revista—y pa-
san con mucho de las tres docenas el ntimero de sus trabajos publica-
dos—, exclugsivamente €s la Microbiologia el eterno tema de sus investi-
gaclones, pues hasta el Unico que por su titulo podia desmentir este aserto
(«Problemas sanitarios que plantea la aeronavegaciény, 1947) lleva en su
contenido la obligada epidemiologia tan de su agrado. ;Cabe un caso mas
claro de vocacién precoz y de continuidad en la misma? ‘

En el afio 1933 ingresa por oposicién en el Cuerpo de Sanidad Nacio-
nal (otro de sus grandes amores), y siempre ansioso de saber més y mas,
(;onSigue una beca de pensionado en el Instituto Pasteur de Paris, donde
permaneee hasta finales de 1934, trabajando—;cémo no?—en medio de
los ’mejores b,aéteriélogos mundiales, con los que estableci6 relaciones que
ha mantenido siempre, en favor, principalmente, de sus educandos

" A su regreso de Paris pasa destinado como sanitario a Murcia, donde,
en lugar de dedicarse a un mero servicio rutinario, aprovecha la endemia
tracomatosa .para»‘realizar una investigacién a fondo, de orientacién bacte-
riolégica, que da como resultado una serie de publicaciones (casi todas
en la «Revista de Sanidad e Higiene Pablica») de gran contenido, que .
llaman poderosamente la atencién. Hasta dieciséis trabajos creemos ha-
her contado de esta especialidad, de los-que solamente dos o tres presen-
tan otro nombre acompafiando al suyo;- en los restantes, el familiar
«A. Socias» es el Ginico aparente. Por cierto, que una-de estas monogra-
fias primeras fué la que sirvié de base para la redaccién de su tesis doe-~

.
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toral, que obtuvo la nota de sobresaliente en la Facultad de Medicina de.
Madrid, casi al mismo tiempo (1940) en que lograba el premio «Obieta»
de 1a Real Academia. Y esta dedicacién intensiva al estudio del tracoma
tuvo mucho que ver con que en 1944 ganara por oposicién la Jefatura del
Laboratorio, del Instituto Oftdlmico Nacional.

Su nombramiento para profesor de la Escuela Nacional de Sanidad
decidi6 inexorablemente su radicacién en Madrid. Fué profesor auxiliar
de la catedra de Higiene de la Facultad de Medicina matritense en Jlos
afios 1942-1946, y un poco después médico epidemiblogo de la Lucha An-
titracomatosa, por oposicién.

Al llegar a este momento de su vida, el doctor Socias inicia un nuevo
rumbo de sus actividades al cursar la carrera facultativa de Ciencias Na-
turales, que corona con otra calificacién de sobresaliente en el doctorado
por la Universidad de Madrid en el afio 1945. No es solamente su tradicio-
nal apetencia de saber lo que le guia, sino el deseo de poseer su disciplina
més querida—la Microbiologia—en su concepto més amplio, y no encas-
tillada tnicamente en €l terreno médico, que es el que hasta entonces
habia ejercitado principalmente. Es decir, que aunque habldbamos antes
de nuevo rumbo, mejor seria decir nueva variacién sobre el mismo tema.

En el afio siguiente, su ya ingente preparacién le permite obtener por
oposicién la catedra de Bacteriologia de la Facultad antes citada; con
€llo, y merced a su autodidactica preparacién previa en la Higiene que
antes explicaba, ejerce su funcién profesoral con las mejores garantiés
para la formacién de sus alumnos, labor de €énseflanza que ininterrumpi;
damente ejercité a traves de catedras y de laboratorios, pues si de algo
pec6—si pecado se puede llamar a estas hechuras—fué de prodigarse
sin tasa en hacer comulgar de sus conocimientos a cuantos quisieron ser
participes del festin. Y lo hacfa lisa y llanamente, como una labor natu-
ral en él, lo mismo con los licenciados y doctores que a su vera trabaja-
ban, como con los aprendices de Biologia de Farmacia y Medicina, asig-"
naturas que ultlmamente le fueron acumuladas a su Jumsdmcxén inte-
lectual, : : . ‘

" Por todo ello, era légico que culminara su carrera ascensional en
el afio 1950, en el que, en plena madurez cientifica, es encargado de la
direccién del Instituto «Jaime Ferrany.de Microbiologia del C. S. I. C. Si-
grande fué la labor que en este centro desarroll6 hasta conseguir plas-
marla en la realidad del edificio nuevo que actualmente disfrutamos, ;qué
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hubiera sido en un futuro inmediato con el paternal y constante apoyo
del Patronato «Alonso de Herrera» del que el Instituto forma parte? El
era incansable, decidido, con preparacién ecuménica y entusiasmo sin
limites que procuraba contagiar a cuantos le rodedbamos. ;Dénde hu-
biera llegado este hombre con el Centro y los medios de que actualmente
disponia? ' '

Pues, por de pronto, a culminar seguramente su valiente teoria del
ciclo vital moho-bacteria, sobre la que venia investigando sin desmayo
y sin més pausas que las que la propia biologia impone, desde el afio de
1949, en que public6 su trabajo «Un hongo (eumiceto) se transforma en
bacteria (eschizomyceto)» («Anales de Edafologia y Fisiologia Vegetal»).

No menos de diez trabajos—suyos y de sus colaboradores—han visto
la luz en «Microbiologia Espafiola», en prueba del profundo estudio dedi-
cado a este tema, y puede asegurarse que poseia material para publicar
quizé otros tantos; si éstos no fueron vertidos al exterior, débese mas bien
a que en la marafia de sus complejisimas investigaciones le faltaba atin
de hallar la «piedra filosofal» que pusiera en evidencia, de una manera
concluyente y facil de realizar, el estupendo hecho que él constataba con
cierta frecuencia a través de su microscopio, con lo que los escépticos de
su teoria se hubieran convencido de la certeza de ella.

. Testigos somos, de todas maneras, de la elevada peticién de «separa-
tas» que de todos los puntos del planeta cafan sobre nuestro profesor So-
cias en demanda de datos que permitieran a los sabios extranjeros salir
de sus propias dudas al respecto; cosa curiosa, ni siquiera faltaron al-
gunas del otro lado del llamado «telén de aceroy.

Como premio a tan relevantes estudios, le fué concedido el premio
«Alonso de Herrera» del Consejo Superior de Investigaciones Clentificas.

Fué uno de los fundadores de la Sociedad de Microbi6logos Espafioles,
cuya presidencia le fué otorgada por eleccién hace todavia unos pocos
meses; consejero de nimero del C. S. I. C., y miembro de la Sociedad
de Bacteri6logos Americanos. Asisti6 a numerosos congresos y reuniones
internacionales de Microbiologia como representante de Espafia, y veri-
ficé viajes de estudio por Italia, Francia, Suiza, Dinamarca, etc., conser-
vando con ello relaciones en los medios cientificos, que irremediablamente
repercutian en favor de los becarios y colaboradores que el Consejo po-
dia enviar al extranjero. )

Nos quiere salir del alma la protesta por haber perdido tan pronto a
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_ este hombre capaz y bueno; pero ;por qué lamentarnos si supo—gran
sabio, en verdad—encauzar sus conocimientos filoséficos, teolégicos y
cientificos para hallar sin duda el sendero eterno?

El amaba con especial delectacién a esta revista, en la que tanta par-
ticipacién tuvo, y siempre se manifestaba exigente, porque la puntualidad
estricta de su salida (que a él le hubiera encantado) casi siempre era
estorbada por €sos mil pequefios duentes que merodean por las redaccio- -
" nes y linotipias. , ;

Por eso, al coincidir su marcha con uno de los nimeros apareciendo
dentro del horario sefialado, estoy seguro de que—entre complacido y
burlén—el profesor Socias nos habra sonreido desde el Cielo...

J. pEL, CAMPO LAWDAY.



C.S8. 1. C.
INSTITUTO JAIME FERRAN”, DE MICROBIOLOGIA
SECCION DE MICOLOGIA ’

«CROMOSOMAS LIGADOS» Y «MITOSIS ELEMENTALES»
EN LOS NUCLEOS DE ASPERGILLUS

POR

A. Socias (1) y C. Ramirez GOMEZ ()

INTRODUCCION

-

La estructura del ntiicleo de las plantas y de los animales ha sido ob-
jeto de numerosng trabajos en estos tGltimos afios.

En ellos se nan estudiado. no sélo diversos tipos de estructura nu-
clear, observando si variaban o se conservaban en los distintos tejidos,
dentro de una misma especie, sino que también se ha intentado estable-
cer si existen relaciones entre las estructuras nucleares y la posicién sis-
tematica de las especies, es decir, si es posible emplear los datos cariolé-
gicos en la taxonomia.

En cambio, en los hongos, los trabajos referentes a la estructura del
nicleo son escasos y poco detallados. Seguramente ha contribuido a ello
la pequefiez de dicha estructura y la dificultad de .obtener imagenes fa-
cilmente interpretables. . :

Para algunos autores, el ntcleo se presenta en los hongos bajo el as-
pecto de una vacuola o cavidad nuclear, que contiene un corpisculo
«.entral de apariencia homogénéa, considerandolo como nucleolo croma-
tinico o cariosoma. ' .

Rosen (1892) sefiala en el nucleo de los mixomicetos y de algunos
hongos la presencia de granules cromatinicos, a los que Maire (1902) dié
el nombre de protocromosomas y Stevens (1940) procromosomas. '

Poirault y Raciborski (1895) vieron ern el nticleo de los Uredinales una
red cromatinica, y Fuhrmann (1905) encuentra en Saccharomyces ellip-
soideus una red portadlora de granulos. '

Bosc (1946), estudiando los ntcleos de Plasmopara viticola, observa
€n el nucleo vegetativo-una membrana, que conserva durante toda la _d'u—_A
racién de la divisién. En el estado intercinético presenta un cariosoma
central o algo excéntricd, en cuyo interior se puede reconocer el cen-_

(*) ‘Trabajo péstumo del profesor A. Socias, entregado a nuestra revista.en’
mayo del afio actual.
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triolo. Se distinguen también granulos de cromatina periférica. Durante
la divisién se observa la formacién de husos. '

Diversos autores han hecho estudios citolégicos en varias especies de
Aspergillaceae. Wakayama (1931) estudia la divisién nuclear vegetativa
en trece especies de Aspergillus, siendo Aspergillus miger el mejor es-
tudiado por él. Describe husos intranucleares con centrosomas polares y
dos cromosomas como ndmero haploide. Afirma el hecho de que los este-
rigmas son siempre uninucleados. Parece demostrar que el proceso de
la mitosis estd de acuerdo con los conocidos esquemas de las mitosig
sométicas en-los organismos superiores. Que los ntcleos intercinéticos
consisten en un cariosoma rodeado de un 4rea clara y de una membrana
nuclear. Observa. ademaés, que como resultado de una sensibilidad pecu-
liar de estos ntcleos a la mayoria de los fijadores, la cromatina se agrupa
alrededor del nucleolo, tifiéndose ambos como un solo corptsculo. Con-
diciones semejantes han sido observadas por Olive (1944) en Aspergillus
fischeri, y por P. Heim (1952) en diversas especies de ascomicetos. Pinto.
Lopes (1949), estudiando la estructura nuclear en varios hongos, espe-
cialmente basidiomicetos, sefiala la presencia de cromatina que engloba
completamente al nucleolo, formando con €l un corpisculo intensamente
coloreable Feulgen positivo, en el que no se puede discernir ninguna es-
tructura interna. Walker (1935) encuentra en Ascoidea rubescens, ade-

Fic. 1. . Fia. 2.

més de nticleos normales, otros de estructura extrafia, especialmente
hacia el 4pice de las células j6venes. Vistos de frente, parecen como nt-
cleos intensamente tefiidos, con un nucleolo muy grande (fig. 1). Vistos
de perfil parecen como bacilos intensamente tefiidos con un glébulo
igualmente tefiido, unido latéralmente al centro del bacilo. Haciendo una

2
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reconstruccién tridimensional de estos corpiisculos, es evidente que de-
ben consistir en un disco circular y un glébulo. Para este autor dichas
estructuras serfan ntcleos degenerantes, ya que se presentan con més
abundancia en los 4pices de las hifas jévenes que se desarrollan sobre
hifas viejas largas, y son mucho menos abundantes en los 4pices de las
hifas jévenes que no han formado todavia muchas células. Estas son,
sin duda, las estructuras que Varitchak (1928, 1931) considera como nu-
cleos meristematicos o sexuales. A. Paillot (1943), estudiando una mico-
sis de oruga de Pieris brassicae, encuentra en el micelio del hongo para-
sito unos nucleos, denominados por él «dobles nticleos», que se presen-
tan con més frecuencia bajo forma de un bacilo arqueado, cubriendo un
glébulo esférico (fig. 2). Como se puede ver claramente, estos «dobles
nucleosy deben corresponder a las estructuras de Walker y Varitchak.

La mayor parte de la literatura que trata de los ntcleos de los As-
pergillus se ocupa mas bien del ntimero de nicleos en los conidios, sien-
do el méas extenso hasta ahora el de Yuill (1950), en el que hace el re-
cuento nuclear en conidios de unas sesenta especies. '

-~ En cambio, pocos trabajos se han hecho sobre el movimiento de log
nucleos, exceptuando a Baker (1945), Yuill (1950) y el més reciente de
Ishitani y Sakaguchi (1955). donde observan el paso de log nicleos de
las vesiculas a los esterigmas y de éstos a los conidios.

De las descripciones de los distintos autores dedicados a la investi-
gacién de los ntcleos en. los hongos, se puede deducir que deben existir
grandes variaciones en las estructuras nucleares, muchas diferencias en
el comportamiento de los ntcleos durante la divisién y que no existe
drea en este grupo de organismos sin problemas nucleares sin resolver.

INVESTIGACIONES PROPIAS
Material y métodos.

'El material fresco ha sido fijado a titulo comparativo segiin diversos
métodos. El fijador iodo-formol-acético, seguido por la tincién de Robi-
now (1942), nos ha proporcionado los mejores resultados.
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Fijador iodo-formol-acético.

Solucién acuosa de iodo y ioduro potasicoal 1 %... 20 c.c.
Formol al 40 % ... eev ver cor e eee et e e e e . 4 clc.
Acido acético glacial ... ... ... ... oo eee e eee e .l 0,5 c.c.
Agua destilada ... ... coo e it ees e eee eee e e . 510 clc.

Se mantienen las preparaciones durante doce-catorce horas en el fija-
dor. Se lava en agua corriente abundante y se procede a la tincién.

Tincién de Giemsa (Robinow). (1942).

Después de fijado y lavado el material, se procede como sigue:
1. Se hidroliza durante diez minutos en CIH n()rmal, a temperatura
de 60° C. ' _

-2. Se lava con agua destilada tamponada a pH 7 hasta eliminar todo
rastro de acidez, '

.3. Se procede a la tincién con colorante de Giemsa (una gota por
centimetro ctibico de agua tamponada a pH 7) durante quince-cuarenta
y cinco minutos. o :

: 4. Se pasan las preparaciones por las mezclas siguientes de acetona
y xilol: : . : '

a) 20 de acetona y 1 de xilol ... ... ... ~ unos segundos
b) 14 de acetona y 6 de xilol ... ... ... » oy ‘
¢) 6 de acetona y 14 de xilol ... ... .. . » »

5. Se dejan las preparacidnes en xilol puro durante diez-quience mi-
nutos y se montan en bélsamo del Canadd neutro.

Preparacion del agua tampaﬁada apH?7.

'\ Se preparan las siguiéntes soluciones de fosfatos: o
"'A. PO,HNa, — 9,078 grs. en agua destilada hasta completar un litro.
B. PO,H,K-—11,876 grs. eri agua destilada hasta completar un litro.”
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Se toman 61 c. c. de la solucién A y 39 c. c. de la solucién B, obtenién-
dose la solucién tamponada a pH 7. Para poder conservar esta solucién
se echa un cristal de timol en ella.

Especies estudiadas.

Nuestras investigaciones sobre las estructuras nucleares han sido lle-
vadas a cabo en dos especies de Aspergillus del grupo glaucus, producto-
ras de peritecios: el Aspergillus amstelodami y el Aspergillus ruber.

Estas dos cepas han sido aisladas del aire en el laboratorio, conser-
véndose en la coleccién del Instituto «Jaime Ferrdn» de Microbiologia
de Madrid, con los ntimeros IJFM 395 y IJFM 397, respectivamente.

Descripcion de las especies.

Aspergillué amstelodami (Mangin) Thom y Church.—Sobre medio de
Agar-Czapek con sacarosa al 3 por 100, produce colonias muy restringi-
das de unos 4 cms. de didmetro a los diez dias de incubacién a 25° C.,
planas o casi planas, de color amarillo, debido a los peritecios; reverso
1ncoloro pero que se vuelve ligeramente tostado con la edad,

Sobre medio de agar-Czapek con-20 por 100 de sacarosa, produce co-
lonias més desarrolladas, de unos 10 cms. de didmetro a los diez dias,
m4s o menos surcadas y con zonas. donde alternan los peritecios con los
édnidiéforos. Los peritecios son muy abundantes y se agrupan en masas
que forman una espesa'cap-a sobre la superficie del agar. de color.amari—f
llo vivo brillante; las cabezuelas son de color aceitunado oscuro, son
més abundantes en el centro de las colonias, estando dispersas con irre-
gularidad sobre el resto de la colonia. El reverso es de color amarillo
baJo las 4reas ocupadas por peritecios, y mas o menos verdoso en las
areas donde predominan los conididforos. N

Los peritecios son més o menos esféricos, de 150 micras de dlametro
por término medio, mis o menos rodeados de hifas estériles; las ascas
de 10-13 micras, contienen 8 ascosporas lenticulares, de 4,5-5 micras por
3,5-3,8 micras, con un canal ecuatorial de secci6n transversal en (V, La-
mina III, nam. 78) y de superficie anchamente rugosa.
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Las cabezuelas son méas o menos esféricas (ldm. III, ntms. 75, 79,
80, 81), generalmente de 120 a 150 micras de didmetro, aunque las puede
haber mayores; los conidiéforos son incoloros o de color amarillo palido,
de 250 a 350 micras de largo por 10 a 12 micras de didmetro inmediata-
mente por debajo de la vesicula; la vesicula es mas o menos esférica,
de 12 a 25 micras de didmetro; los esterigmas miden de 5 a 6 micras, por
" término medio, pudiendo llegar a 8 (lam. III, ntms. 72, 79, 81); los co-
nidics (ldm. 3, ntms. 79, 77) son mas o menos esféricos, finamente espi-
nosos, variando entre 3,5 a 5 micras en el éje mayor.

Aspergillus ruber (Spiek y Bremer) Thom y Chuch.—Sobre medio de
agar-Czapek con sacarosa al 3 por 100, produce colonias restringidas, de
color pardo naranja a pardo rojizo; los peritecios son abundantes, lo mis-
_ mo que las cabezuelas, de color verde aceituna; reverso de color rojo
anaranjado a pardo. '

Sobre medio de agar-Czapek con sacarosa al 20 por 100, las colonias
se desarrollan rapidamente, con el borde irregular, planas, de color roji-
zo; los peritecios son muy abundantes, de color amarillo brillante. rodea-
dos por hijas de color rojo; las cabezuelas, de color verde gris aceitu-
nado, son también abundantes, sobre todo en el centro de las colonias.
Kl reverso es de color rojo-pardo oscuro.

Los peritecios, més o menos esféricos, miden generalmente de 80 a 130
micras; las ascas de 12 a 15 micras; las ascosporas son lenticulares (1a-
mina V, nim. 97), de 5 a 6 micras por 4,5 a 4,8 'micras, con un canal an-
cho ecuatorial, de pared lisa, excepto una finisima rugosidad en el borde
del canal ecuatorial. ,

Las cabezuelas, de color de aceituna, son esféricas, de 150 a 250 mi-
cras de didmetro; los conidiéforos son lisos, incoloros o de color pardo
anaranjado, de 500 a 700 micras de longitud, con una anchura de 14 a 16
micras en las inmediaciones de la vesicula (l1dm. V, ntm. 95); vesicula
de forma m&s o menos esférica, de 25 a 35 micras de didmetro; esterig-
mas en una sola serie, midiendo generalmente de 7 a 9 micras por 4 a
5 micras; los conidios (14&m. V, 95) son elipticos a subesféricos, de super--
ficie espinosa, llegando a medir de 6 a 12 micras en el eje mayor.
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Estudio cariolégico,
Aspecto en el micelio en general.

Los ntcleos en los micelios (1&m. IV, nim. 92) pueden presentar dos
aspectos extremos: '

Unos son uniformes y homogéneos al ser tefiidos, no pudiéndose ob-
servar en ellos ninguna estructura interna. Lo mismo ocurre en el coni-
diéforo (lam. III, nims. 75, 76, 80, 81), en los esterigfnas (lam. III, naG-
meros 74, 75, 81), (lam. V, n.m. 98), en los conidios, tanto en reposo
(lamina IV, ntm. 82), (1am. V, ndm, 101), como en germinacién (1&m. IV,
nimero 88), (lam. V, nims. 99, 100). A pesar de no poderse observar en
ellos figuras mitéticas, no parecen estar en estado intercinético, pues ob-
servamos en ellos movimientos y divisiones que nos hacen pensar que
estdn en plena actividad mitética. En la lamina III, nGm. 76, se puede
observar en el conidiéforo como los nticleos estan orientados hacia la ve-
sicula, pareciendo dirigirse a ella como empujados o arrastrados por una
corriente. Al mismo tiempo se alargan y siguen dividiéndose, sin aparen-
tes figuras mitéticas, exceptuando algunos casos, como puede verse en
dos ntcleos del mencionado conidiéforo, en los que se forman dos masas
cromatinicas polares. En la ldmina III, nGm. 75, se ven varios nicleos
en el momento de pasar de la vesicula a los esterigmas. En los conidios
en germinacién también se pueden observar estas divisiones, aparente-
mente amistésicas (lam, IV, nam. 85). Igualmente se pfoducen dichas
divisiones en los conidios maduros, no germinados (lam. III, nim. 81).

Otros niicleos vegetativos tienen un aspecto, en apariencia, totalmen-
te opuesto al descrito anteriormente. En lugar de presentarse en forma
homogénea, sin poderse discernir en ellos estructura interna alguna, pre-
sentan, en cambio, estructuras discernibles, parecidas-a figuras mit6ticas.
Se observan estos ntcleos en las hifas. sobre todo jévenes; por tanto,
en pleno crecimiento (1am. IV, ntm. 94), como en los conidios no madu-
ros (lam. V, ntim. 102), en los conidios maduros (lam. III, nams. 74 y 77)
¥ en los conidios en germinacién (lam. IV, ntims, 84, 89 y 90).
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Aspecto en los conididforos de «Aspergillus amstelodamiy.

Siguiendo el desarrollo en Aspergillus amstelodami, se pueden ver
sincitios de las hifas que se diferencian para dar lugar a las células del
pie. Estas son mayores que las células adyacentes, produciendo un coni-
diéforo generalmente por gemacién y alargamiento ulterior.

En las hifas en vias de crecimiento se observan los niicleos en inten-
sa divisién. A medida que-las hifas crecen répidamente, las partes maés
distales son cortadas transversalmente por tabiques! Los compartimien-
tos entre estos tabiques varian grandemente de longitud y su contenido.
varia en el ntimero de nticleos. No existe una disposicién constante en
la colocacién de los nucleos, excepto que en los apices de crecimiento
intenso hay mayor ntimero de ellos. El conidiéforo originado por la cé-
lula del pie es no tabicado. Es dificil saber si sus numerosos nicleos pro-
ceden de uno solo o de varios, porque estdn en constante divisién a me-
dida que pasan de la célula del pie a él. El conidiéforo, en su pérte distal,
se ensancha hacia el 4pice y abunda en nicleos en activa divisién (l4-
mina III, nam. 76).

*En- la madurez se produce una dilatacién apical (la {resicula), Esta
es globosa o hemisférica. A ella se encaminan los nticleos del conidi6foro,
sin dejar de dividirse. Pronto se forman en la superficie numerosas pro-
tuberancias. que darén lugar a los esterigmas (1am. III, ndm. 80). En el
momeénto de formarse los esterigmas no se observa ninguna migracién
fauclear hacia ellos. Cuando éstos alcanzan la madurez y tamafio definiti-
vo (1am. III, ntm. 75), un nucleo pasa de la vesicula al esterigma, donde
sedivide (1am. IT1, num 81) para sum1n1strar los ntcleos a los conidios
én formacién. ’ :

"En principio, los esterlgmas de esta espeme parecen ser uninuclea-
dos, pero a cauga de su pronta divisién se encuentran con dos nticleos
y a veces con tres (lam. III, nim, 81). Uno de los’ nucleos del esterlgma
pasa por el estrecham1ento productor de comdlos o fialide hacia un h1n-
chamiento que se produce en su apice que se convertird en coridio. En
el momento en qie los esterigmas van a producir los conidios, se obser-
van entonces divisiones parecidas a mitosis, que Wakayama (1931) ob-
serva también en las especies estudiadas por él. El fiilide contintia pro-
duciendo conidios, acrégenamente, quedando separados entre si por ta-

8
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biques y formando largas ristras. Cada conidio lleva un ntcleo derivado
directamente de las divisiones sucesivas del nticleo del esterigma.

En cada conidio se produce posteriormente una divisién nuclear, por
lo que éstos son binucleados en la madurez. En la 1dmina III, nim. 77;
vemos dos figuras paremdas a metafases mitéticas en dos conidios ma-
duros. o

Aspecto en los conidibforos del «Aspergillus rubery.

En Aspergillus ruber, el desarrollo del conidiéforo es idéntico al des-
crito para Aspergillus amstelodami, pero en esta especie los estérigmas
son plurinucleados. Se pueden ver uno o més ntcleos pasando de la ve-
sicula al esterigma. Igualmente se ven grupos de ntcleos en movimiento
hacia el conidio en formacién (ldm. V, ntm. 98).

Los conidios pueden aumentar €]l ntimero de sus nicleos durante la
maduracién, por divisiones nucleares independientes, llégando a menudo
a tener mas de diez ntcleos por conidio.

Aspectos intermediarios.

Ademés de los aspectos ya descritos anteriormente, unos homogé-
neos y uniformes, sin estructuras internas discernibles, y otros.con es-
tructuras claramente discernibles, hemos encontrado nficleos cuyo aspec-
to es intermedio entre estos dos casos extremos. '

En ellos se -distinguen finas estructuras, pudiéndose apreciar una
membrana nuclear, un nucleoplasma ligeramente tefiido de rosa por la
reaccién de Feulgen, en el cual se encuentran dispersos un cierto nime-
ro de granulos cromatinicos, intensamente tefiidos de rojo y unidos entre
si por finisimos filamertos tefiidos de rosa. Creemos qUe estos granulos
se corresponden con cromosomas, por su comportamiento caracteristico
en la divisi6n nuclear y por su numero que coincide generalmente con
el de «cromosomas» :

Aspecto en las estructuras sexuales. =

El orden de los Plectascales, al que pertenecen estos-hongos, se con-
sidera generalmente como el grupo méas primitivo de los Euascomicetos.
Estos se distinguen de los Hemiascomicetos por la produccién de estruc-

.9
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turas sexuales bien definidas con la formacién de hifas ascégenas, en
las que los nticleos estan tipicamente emparejados.

En la mayoria de los casos, las hifas ascégenas dan nacimiento a las
ascas por medio de arrollamientos tipicos de las hifas, acompafiados por
divisiones nucleares conjugadas. Parece probable que este proceso de
arrollamiento sea el principal en la formacién de las ascas.

De Lamater (1937) describe arrollamiento de hifas en una variedad
de Arachniotus aureus (Gimnoasciceo). Este es probablemente el miem-
bro mas primitivo de los ascomicetos en el que se hayan visto los arro-
Hamientos. El peritecio de este hongo homotéalico se inicia por un anteri-
dio y ascogonio uninucleado, en la misma o en distinta hifa. El ascogonio
se arrolla alrededor del anteridio, mientras se producen divisiones mité-
ticas en ambos, fusiondndose ambos 6rganos en el dpice. Se producen em-
parejamientos nucleares en el ascogonio y se producen hifas ascégenas
que dan lugar a las ascas de forma tipica, con las tres divisiones nuclea-
res después de la cariogamia. '

Nosotros hemos podido observar fenémenos -parecidos a los descritos
arriba en Aspergillus amstelodami. En la ldmina III, nim. 73 se pueden
ver dos hifas sexuales, probablemente anteridio y ascogonio, de didmetro
menor al de las hifas sométicas, plurinucleadas, en el momento de arro-
llarse para dar origen mas tarde a las hifas ascégenas, productoras de
ascas. En ellas se observan ya los embarejamientos de los ntcleos, so-
bre todo en la parte apical.

Aspecto de los niicleos en las ascosporas.

Examinando nicleos de las ascosporas, hemos observado en muchos
casos la presencia de un granulo cromatinico mas o menos grueso y es-
férico, muchas veces unido a otro cuerpo cromatinico que tiene forma de
media luna, por un filamento fino (lam. II, nim. 62); otras veces estrie-
chamente aplicado (lam. II, nim. 61), (14m. VI, ntm. 118), y otras unidos
por varios filamentos finisimos (1am. VI, ntims. 119, 120, 121), o bien suel-
- to dentro del &rea nuclear, sin ninguna relacién con el cuerpo en media

luna (YAm. VI, nGms. 136, 138. 139, 149, 150). )

Estas estructuras pueden recordar muy bien las observadas por Wal-
ker (1935) en Ascoidea rubescens (fig. 1), pensando dicho autor que po-

10
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drian ser nidcleos en degeneracién, por proceder en su mayoria de hifas
jovenes, nacidas sobre viejas. También tienen cierta analogia con los
llamados «ntcleos meristematicos» o «sexuales» de Varitchak (1928-1931)
y con los «dobles ntcleosy de Paillot (1943) (fig. 2).

Nosotros no creemos, en este caso, que sean nticleos degenerados, pues
los enecontramos en su mayoria en las ascosporas en germinacién, tanto
de Aspergillus amstelodami como de Aspergillus ruber. En la ldmina VI,
nimero 152, pueden verse cinco granulos pequefios, dispuestos -en media
luna, unidos entre si por un fino filamento a otro granulo mayor.

Haciendo una tincién con verde luz, aparece entonces el nucleolo te-
fiido de verde, en la posicién del granulo, enmascarado en parte por ma-
teria Feulgen positiva, unida al resto de la cromatina por un filamento
(ldmina VI, nams,_ 115, 117, 136, 137, 138, 142, 143, 146, 147, 149, 150). Ha-
ciendo tinciones, sin hidrélisis previa, con verde luz parece confirmarse
nuestra idea de que el nucleolo estaba enmascarado por el granulo cro-
matinico adyacente a él. Como éstos permanecen entonces incoloros.
aparece claramente el nucleolo tefiido de verde.

Pinto Lopes (1949) encuentra también en los basidiomicetos una masa
cromatinica qhe engloba por completo al nucleolo, formando con él un
cuerpo intensamente Feulgen positivo, en el que no se puede discernir
estructura alguna.

. P. Heim (1952) encuentra en los ascomicetos examinados por ella una
éstructura parecida a ésta.

Aspecto en la germinacién de los conidios.

La germinacién empieza a producirse a partir de las ocho horas de
incubacién a 25° C. Durante este proceso el aumento de tamafio de los
conidios es mamﬁesto con frecuencia llegan a duplicar de volumen. En
Aspergillus amstelodami son binucleados (lam. IV, nGm. §2), y en As-
pergillus ruber son plurinucleados y pasan de diez (lam. V, ntm. 101)
En la primera especie los dos nucleos se dirigen.hacia, el tubo de’ germi-
nacién, mientras empiezan a dividirse (lam, IV, nim. 83). A medida. que
sé alarga el tubo se pueden observar los nticléos en intensa divisién, mu*
tiplicAndose -extraordinariamente su numero (1&m. 1V, nams. 84.y. 85)
adoptando. toda clase de formas extrafias, alargandose mucho ‘.espuj.a,h

11
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zandose (IAm. IV, nGm. 89), tomando forma de Y o de V (lam. IV, ni-
meros 84, 90, 91). Se pueden formar-uno o dos tubos de germinacién (la-
mina IV, ntms. 86, 89, 90, 91, 92, 93, 94). Después de alargarse méas o
menos, aparece el primer tabique que separa el conidio del tubo. Enton-
_ces los conidios tienen mas de dos ntcleos generalmente. Cuando el mi-
celio se va alargando, se van formando nuevos tabiques, que separan
sincitios con variable nimero de ntcleos en cada compartimiento. Se pue-
den encontrar también hifas con compartimientos uninucleados (lami-
na IV, nam. 93). No hay una disposicién constante en la colocacion de
los nftcleos, exceptuando los apices de las hifas de crecimiento intenso
en longitud, donde existen en mayor niimero,

Aspecto en la germinacion de las ascosporas.

Lo mismo que los conidios, las ascosporas aumentan mucho de tama-
fio en el momento de la germinacién. El nficleo en reposo en la ascospo-
ra, de Aspergillus amstelodami, que es uninucleada, es muy pequefio (l14-
mina I, nim. 1), midiendo unas 0.3 micras de didmetro. Al entrar en
actividad, su volumen aumenta relativamente, llegando a medir 1 a 1,2
micras, 0 sea tres a cuatro veces méas que en estado de reposo. De las
cbservaciones hechas en la germinacién de las ascosporas se puede sa-
car la conclusién de que la .divisién del ntcleo puede preceder, acdmpa-
fiar o seguir la emergencia del tubo germinativo. Ejemplo de ello tene-
mos en las lamtnas I, ntims. 3, 4, 5, 6, donde la divisién del nticleo pre-
cede a la emergencia del tubo germinativo; en la ldmina II, nams. 56,
57, 63, 64, 65, 67, 68, donde la divisién acompana y sigue a la emergen-
cia del tubo de germinacién,

El nicleo de la ascospora posee una membrana nuclear y un nucleo-
lo esférico, que ocupa generalmente una posicién excéntrica, y, como
hemos dicho mé4s arriba, se colorea con el verde luz. Sumergidos en kel
nucleoplasma se encuentran unos granulos intensamente coloreados por
la reaccién 'npélear, generalmente en nimero aproximiado al de cromo-
somas. En la mayoria de los casos en que observamos divisiones nuclea-
res en las ascospbras, vemos que la cromatina, en lugar de rellenar todo
el espacio nuclear, OCupé uno de los polos del nticleo. En muchos casos
deja de verse el contorno del nicleo, quedando sélo visible la cromatina.
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que adopta formas ~Variables, unas veces de filamentos arqueados, mas o

menos sinuosos (Iam. I, nim. 48), (1am. II, ntms. 49, 50), otras veces

toma apariencia de rosarioc de granulaciones (lam. II, nam. 51), (Iam. VI,

namero 152), que podrian interpretarse como cromosomas. En dicha figu-

ra uno de los nucleos arrosariados parece haberse dividido en dos, con

dos series paralelas de aproximadamente seis «cromosomas» en cada una.

Otro nucleo parece estar dividiéndose también, pero en este caso el ro-
sario de «cromosomasy parece formar una sola fila con diez granulos pe-

queios, situados entre dos glébulos, que podian ser dos nucleolos, en-

mascarados por materia cromatinica. También observamos ntcleos tan

" intensamente tefiidos por la reaccidon de Feulgen, que parecen homogé-

neos, no pudiéndose discernir ninguna estructura en ellos, como ocurre

en los ntcleos vegetativos (lam. II, ntms. 52, 67), (l1dam. VI, ntms. 109,

112, 113), lo mismo que en los conidios en germinacién.- Al mismo tiempo

observamos todas las fases intermedias entre los ntcleos homogéneos v

aquellos en los que no se ve el contorno nuclear (lIam. II, nim. 68),

(I&mina VI, nams. 109, 127 a 139), e incluso en una misma ascospora se

pueden encontrar los ntcleos en estos distintos estados (1am_ I, ntm. 43),
(14m. 11, ntms. 61, 69). '

- En Aspergillus ruber el ntcleo en reposo de las ascosporas mide unas
0,6 micras y se divide varias veces antes de formarse el tubo de germi-
nacién, llegando a tener hasta ocho ntucleos, que pueden medir una mi-
cra de diametro cada uno. i

En ambas especies el comportamiento de los ntcleos es bastante pa-
recido con diferencias de detalle.

En la ldmina II, nGms. 49 y 50, vemos la aparicién del primer tabi-
que que separa la ascospora del tubo de germinacién; éste seguira alar-
gandose con una intensa multiplicacién nucleéar. A medida que el tubo"
de germinacién se alarga se van formando nuevos tabiques, dando lugar
a sincitios con ndmero variable de ntcleos en cada uno de ellos, y se
originan ramificaciones que dardn origen al micelio. Las ascosporas se
vuelven plurinucleadas (1am. II, nims. 71 y 70). Fn ellas, como en las
células de micelio, la mayoria de los nticleos est4n densamente tefiidos,
no pudiéndose observar estructura alguna en ellos,

13
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Interpretncién cariolégica:

Las propiedades cléasicas adscritas a los cromosomas son: la indivi-
dualidad, la diferenciacion a lo largo de su eje mayor, su presencia en
numero constante, un ciclo de esz‘TwZizacio’n y relajacion durante la di-
visién nuclear y, finalmente, su duplicacién, que invariablémente se ha
encontrado se realiza longitudinalmente. Asi, las estructuras que se di-
viden transversalmente no pueden ser consideradas como cromosomas.
A estas propiedades morfolégicas hay que afiadir el hecho de que los
cromosomas contienen casi invariablemente compuestos del 4cido deso-
xiribonucleico. Esta asociacién es tan corriente, que la presencia en ellos
de dicho acido puede ser considerada en la actualidad como caracteristi-
ca preeminente de los ntcleos. Todas estas propiedades parecen poderse
aplicar a los bastoncitos y también a los granulos encontrados en los ni-
cleos de las dos. especies de Aspergillus estudiadas por nosotros, con la
particularidad de que unas veces estos «cromosomas» estdn individualiza-
dos y otras ligados unos con otros a modo de ristras de perlas.

Nos inclinamos a interpretar que la variabilidad observada en la es-
tructura de los nicleos podria ser debida al grado de descromatizacién
del nicleo, que quedaria més o menos impregnado, segln los casos, en
sustancia Feulgen positiva, pareciendo no depender este grado de im-
pregnacién de las fases de divisién del nticleo.

Aunque hemos observado agrupaciones de aproximadamente seis
«Cromosomas» (1&m. IV, ntm. 94), también observamos parejas de fila-
mentos (lam. I, nims. 6, 22, 23, 32, 33, 34, 35, 41, 42), (1am. II, nGim. 49) dis-
puestas paralelamente; igualmente se ven filamentos en el momento de
dividirse longitudinalmente en dos, adoptando forma de V o de Y (lami
na I, nams. 5, 11, 14, 15, 16, 18, 21, 27, 28, 30, 36, 37, 38, 40, 41, 42, 43,
44), (1am. I, ntms. 49, 69), (1dm. VI, nim. 114). Sugerimos que puedan
ser ntcleos donde los «cromosomas», no estando visiblemente individua-
lizados, estarfan alineados y ligados, como se ven en la ldmina II, nd-
mero 51 (ldm. VI, nam. 152), donde se verfan dos filas paralelas de
«cromatidas» homoélogas ligadas a punto de separarse del todo.

Grell (1953) introduce, en un intento para explicar el extrafio com-
portamiento de los cromosomas en ciertas formas de divisién nuclear en-
contradas en los protozoos, un nuevo concepto, el de la «segregacién ge-
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némica». En ellos los cromosomas, generalmente muly numerosos, pare-
cen completamente divididos en la profase. No se forma huso, y las
crométidas son segregadas en dos porciones por constriccién gradual del
ntcleo.

E1 aspecto més extrano de este modo de divisién (esencialmente en-
domitética, seguida de divisién nuclear inmediata) es el hecho de que
crométidas hermanas se mueven hacia el mismo polo. .

El autor opina que esto parece indicar, por deduccién légica, que
todos los cromosomas han de ser iguales.

El mismo autor dice que en ciertas fases de divisién en el rad1olar10
Aulachantha scholymantha, los cromosomas de este organismo, estima-
dos en mas de mil, son filamentos largos y lisos, pero otras veces apare-
cen como cadenas de segmentos de diferente longitud y forma. La suce-
sién de los segmentos es la misma en distintos «cromosomas», y Grell
sugieré que los segmentos son los cromosomas, y que cada cadena re-
presenta un grupo de ellos. En lugar de tener més de mil «cromosomas»
diferentes, Aulachantha tendria otros tantos grupos, iguales entre si,
de cromosomas diferentes ligados en una unidad. Estas unidades serian
iguales entre si.

Podriamos, pues, por déduccién tedrica, admitir que en estos hongos
los «cromosomas» pueden estar unas veces visiblemente individualiza-
dos, y otras, al menos en el momento de la divisién nuclear, se reunirian
para formar a modo de un «cromosoma miltiple» o «cromosomas liga-
dos», o «genoma de cromosomas ligadosy. Esto permitiria que los nicleos
hijos siempre tuviesen todos los «cromosomas» y sélo difiriesen en el
numero de veces que estuviesen repetidos los «cromosomas ligadosy, o
se en el multiplo del genoma. Deduccién tedrica que en més de un caso
‘hemos creido ver confirmada por la observacién microscépica.

Numero de «cromosomasy.

Hemos podido contar aproximadamente unos seis granulos en Asper-
gillus amstelodami, que corresponden aproximadamente al ntmero de
«cromosomasy, como puede apreciarse en la ldmina IV, nim. 94, en un
conidio en gemmacién, donde se ven grupos de seis «cromosomasy ba-
cilares.

15
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En Aspergillus ruber contamos aproximadamente seis (lam. VI, na-
mero 152). - : ' . '

"~ Estos granulos podrian ser porciones de «cromosomas» que no han
sufrido grandes modificaciones en la telofase anterior y se han conserva-
do intactos. Podrian corresponder a cromocentros.

La cromatina no llena completamente la vesicula nuclear, sino que
se encuentra dispuesta en la periferia, en forma de media luna, ofrecien--
do asi cierta polaridad (1dm. IV, ntms. 84, 87), (lam. III, nim. 76). Del
lado opuesto se encuentra un corptuisculo (nucleolo) redondeado, que se
tifie de rojo por la reaccién nuclear. , )

Aplicando estas ideas a nuestras observaciones en los Aspergillus,
los filamentos serian grupos de seis cromosomas diferentes, ligados entre
si (Iam. II, nim. 51), (l&m. VI, ntm. 152), formando una unidad, y todas
ellas iguales. A estas unidades las hemos llamado «cromosomas ligados»
0 «genomas de cromosomas$ ligadosy. -

- Formac.on de husos.

Algunas figuras (1am. I, nims. 3, 4), (Iam. VI, nim. 125) nos hacen pen-
sar en la presencia de husos. La lamina I, nim, 3, podria representar una
placa ecuatorial. La lamina I, nGm. 4, podria ser un momento de la ana-

- fase en que los «cromosomas» invisibles, dispuestos en linea, se habrian
trasladado a sus respectivos polos. En la ldmina VI, ndm. 125, se observa
también una especie de huso, con masas cromatinicas en cada polo. Se
observan de cuando en cuando fases de espiralizacién de la cromatina (14-
mina I, ndm_ 46); (1&m. II, ntm. 50), (1am. VI, ntms. 122, 123, 124, 125,
140, 141). o

Mitosis elemental.

Para seguir nuestra interpretacién necesitamos establecer un concep-
to claro de amitosis. Robinow dice recientemente- (1956) de ella: «Con-
siste en la divisién directa del niicleo sin produccién de cromosomas ni
de huso. Es el modo normal de divisién del macrontcleo de los protozoos
ciliados. Este modo de divisién no se reduce a tales protozoos. Los anti-
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guos micélogos afirmaban que los ntcleos vegetativos de ciertos hongos
se dividian asi». Esta creencia, aunque menos admitida actualmente, sin
embargo, han conseguido ponerla de nuevo en evidencia este autor y sus
colaboradores en la segregacién de los cromosomas en especies de Sa-
prolegnia, Mucor, Phycomyces y Geotrichum, en los que consideran que
la divisién de los nicleos es directa sin formacién de husos ni placas
metafésicas (datos no publicados). Sin embargo, existen tantas cosas ex-
trafias e insospechadas en la estructura de los nicleos de estos hongos
que es probable que estas materias permanezcan todavia mucho tiempo
efi el campo de la controversia.

Por lo expuesto en este trabajo sospechamos que, al menos en los
hongos aqui estudiados, las amitosis no son tales, sino que se trata de
«mitosis elementales». Estas mitosis no las observarian la mayoria de
los autores, debido a que, segin hemos dicho, quédan enmascaradas por
la cromatina, y sélo se ve a modo de una divisién directa; de aqui que
las consideren como tales o amitosis. ;Puede este concepto generalizar-
se a todas las amitosis? No podemos contestar, y tan sé6lo formulamos la
pregunta.

Por «mitosis elemental» entendemos aquella en que todas las fases de
la mitosis clasica estarian reducidas a la duplicacién o formacién de las -
dos cromatidas o cromosomas hijos de un «genoma de cromosomas liga-
dos». En ella a veces aparecerian esbozos de husos.

Esta «mitosis elemental» permitiria la distribucién equitativa cua-
litativa de «cromosomasy, y la tinica diferencia de los nicleos hijos es-
tribaria en la distribucién cuantitativa de los «genomas ligados» que cada
uno recibiria, ‘

CONCLUSIONES

De nuestras observaciones sobre el ntcleo de conidios y ascosporas
en germinacién de Aspergillus amstelodami y Aspergillus ruber, resul-
tan los siguientes hechos: ) : :

a) La cromatina nuclear se presenta bajo forma de granulos de ta-
mafios diversos, unidos por finos filamentos. Estos parece que tienen las
propiedades adscritas a los cromosomas, como son: la individualidad, la
diferenciacion a lo largo de su eje mayor, su presencia en niumero cons-
tante, un ciclo de espiralizacion y relajacién durante la divisién nuclear,
¥y, finalmente, su duplicacion.

"

17



276 - - A. socfas (f) Y c. RAMIREZ

b) La variabilidad en la coloracién de los nucleos—desde los que |
estdn homogénea, densa y plenamente tefiidos, donde no se disciernen
estructuras internas, a los que por estarlo menos densa y ademés hetero-
géneamente, dejan discernir perfectamente las estructuras internas, pa-
sando por los grados intermedios—residiria en el grado de descromati-
nizacién” de los nftcleos, el cual seria independiente de las fases de
divisién nucleares. Debido a ello, muchas divisiones.en los nicleos den-
samente tefiidos podrian parecer amit6sicas, por quedar enmascaradas
las fases de divisién por la sustancia Feulgen positiva que impregna los
ntcleos, volviéndolos opacos a la observacién. Pero al mismo tiempo y
en los mismos sincitios se observan divisiones nucleares que parecen es-
queméticamente mitéticas, no siendo 16gico pensar que unos nticleos se
dividirfan por amitosis y otros por mitosis, por lo que creemos que
podrian ser todas divisiones «mitdticas elementales».

¢) En los nucleos pequefios del micelio la vesicula nuclear no per-
mitirfa mucho el alargamiento de los cromosomas, como ocurre en los
de mayores dimensiones. Asf parecen observarse en los nidcleos pequefios
con més frecuencia, bajo la forma de granulos. Su nimero parece corres-
ponder generalmente al de los «cromosomasy.

d) El ntimero de cromosomas. en Aspergillus amstelodami y Asper-
gillus ruber parece ser de seis. ‘

e) El nucleolo es visible durante las divisiones; es de forma globosa
y muchas veces est4 enmascarado por cromatina.

- f) Encontramos con mucha frecuencia en los ntcleos de ascosporas
y conidios en germinacién parejas de filamentos paralelas entre si o for-
mando V o Y, en trance de separarse por divisién longitudinal.

g) Estos filamentos estdn formando ristras de granulos, cuyo niime-
ro corresponde al de cromosomas, y sugerimos la idea—que no excluye
el que-las divisiones puedan ser mitéticas—de que estos filamentos lleven
los «cromosomas» que estén ligados entre si como los eslabones de una
cadena. Cada filamento seria, pues, un cromosoma mauiltiple compuesto
de «cromosomas ligados» o «genoma de cromosoma ligados» capaz de
«mitosis elementalesy. _

-h) Las divisiocnes nucleares durante la- germinacién se suceden a un
ritmo muy réipido, no siendo generalmente simultaneas las fases en los
distintos ntcleos de un sincitio.
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"RESUME

11 résulte de nos observatlons sur le noyau d’Aspergillus amsteloda—
mi et d’Aspergillus ruber, les faits suivants:

La chromatine se présente sous forme de granules de diverses tailles,
qui semblent correspondre & des chromocentres. ’

La variabilité dans la coloration des noyaux, depuis ceux qui se co-
lorent d’'une facon homogéne, dense et compléte, olt 'on ne peut distin-
guer la structure interne, a ceux dont la- coloration est moins dense et
plutot heterogene aul 'on peut discerner parfaitement la structure in-
terne, en passant par tous les degrés intermédiaires, résiderait dans la
degré de dechromatinisation des noyaux. Ce degré serait indépendant des
stades de division des noyaux. Ces divisions pourrait étre «mitotiques
élémentairesy. .

Dans les petits noyaux du mycehum la vésicule nuclealre ne per-
mettrait pas aux «chromosomes» de se détendre comme le Qas se présente
dans les noyaux de taille plus élevée. Ils se conservent dans ceux-1a pres-
que toujours son forme de granules. Leur nombre correspond -en géné-
ral, a celui des «chromosomesy.

Aspergillus amstelodami et Aspergzllus Tuber ont a peut prés six
«chromosomes». :

Le nucléole est visibles pendant les divisions nucléaires(ll est souvent
masqué par un granule de chromatine. o ‘

On observe souvent dans les noyaux des ascospores et des conldles
en train de germer, des filaments groupés par paires ou en forme de V
ou d’Y, qui se divisent 10ng1tud1na1ement .

Ces filaments sont formés de granules en chapelet dont le nombre
correspond & celui des «kchromosomes». Les auteurs pensent —idée com-"
patible avec la division mitotique— que ces filaments sont porteurs des
«chromosomes» unis ou liés entre eux comme les chainons dans une
chaine. Chaque filament serait donc un «chromosdfne multiple» ou «gé-
nome de chromosomes liés» capable d'une mitose élémentaire.

Les divisions nucléaires se succédent & un rhythme trés rapide ;pen-
dant la germination des ascospores et des conidies. Les stades ne sont
généralement pas simultanés dans les nombreux noyaux d'une cellule.
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SUMMARY

In this paper the authors resume the studies on the conidious and
ascospores nucleus in germination. They realize analogous studies on
the nueleus of Aspergillus amstelodami and Aspergillus ruber, and des-
cribe the technics employed in this manner as the results obtained.
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. LAMINA

Aspergillus amstelodami IJFM 395. Ascosporas en germinacién a las veinticua-
tro horas; a 25° C., tefiidas segin la técnica de Robinow. (Dibujadas con cidmara

E . ' ' clara.) . : .
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. L&MINA 11

Aspergillus amstelodami IJFM 395. Ascosporas en germinacién a las veinticua-
tro horas, a 25° C., teflidas segtin la técnica de Giemsa-Robinow. (Dibujadas con
cdmara clara.)
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LAMINA III

i

e

Aspergillus amstelodami IJFM 395 (72). Detalle de una cabezuela—(73). Forma-
cién de un peritecio por arrollamiento de dos hifas sexuales de distinto sig-
no—(74). Detalle de la divisién nuclear en los esterigmas— (75, 76, 79, 80, 81).
Desarrollo de las cabezuelas—(78). Ascosporas vistas de frente y de perfil—(77).
Conidios maduros.—Tincién de Giemsa-Robinow. (Dibujos con cdmara clara.)
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- LAMINA IV

Aspergillus amstelodams: IJFM 395. Conidios en germinacién a las veinticua-

tro horas, a 25° C., tefiidos segtin la técnica de Giemsa-Robinow. (Dibujos con
soter . oo - cémara clara): | et SRR
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. LAMINA V

Aspergillus ruber IJFM 397—(95). Cabezuela con esterigmas y conidios—(96). Co-

nidio maduro—(97). Ascospora vista de perfil—(98). Detalles de vesicula y esterig-

mas, mostrando la divisién de los ntcleos y formacién de los conidios—(101).

Conidio maduro plurinucleado—(99, 100). Conidios empezando a germinar—(102).

Conidios no maduros, con losg nicleos en divisién.—Tincién seglin- la técnica de
) . Giemsa-Robinow. (Dibujos hechos con cdmara clara.)
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Aspergillus ruber IJFM 397. Ascosporas en germinacién, a las veintisiete
horas de incubacién, a 25° C., tefiidas segtin la técnica de Giemsa-Robinow.
(Dibujadas con cdmara clara.)
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A. Socias (1) y J. PéRrez Siva

. Hace poco tiempo hemos publicado un trabajo (13), en el que llegi-
bamos a la conclusién de que el Bacillus subtilis se encuentra de un
modo normal en el pimentén. Teniendo en cuenta que este condimento
se emplea para el alifio de algunos embutidos, decidimos hacer el anéa-
lisis microbiolégico de distintas muestras de estos productos alimenticios,
-con el fin de comprobar en ellos la presencia del B. subtilis, puesto que,
como se trata de una bacteria productora de endosporos resistentes, 16-
gicamente habrd de encontrarse en aquellos embutidos que contengan
pimentén. o

Al pretender consultar bibliografia acerca de esta materia s6lo hemos
encontrado publicaciones que versan sobre la presencia accidental de
microorganismos que se han desarrollado en carnes en conserva, ocasio-
nando alteraciones (4, 10, 12) del producto e, incluso, intoxicaciones ali-
menticias (9, 11); estos trabajos se refiereén, més que a los embutidos. a
carnes conservadas en lata. '

Otros trabajos tratan de las condiciones en que se deben fabricar los
embutidos para evitar el desarrollo de microorganismos; por ejemplo,
Fievez (7) da normas para evitar que se desarrolle el B. subtilis, al que
considera como el agente causal de las alteraciones del producto, y Gia-
nelli (8) estudia las condiciones de fabricacién con relacién al desarrollo
de Staphylococcus en el salchich6n. También existen otros trabajos en
los que se dan técnicas para el anélisis microbiolégico (5) y métodos para
determinar el ntimero de microorganismos (1).

Por tltimo, la Gnica publicacién que hemos encontrado orientada ha-
cia el anélisis de conservas de carne no alteradas es la de Costilow y
colaboradores (6), quienes aislan levaduras del género Debaryomyces de
salmueras comercialés de carnes; estos autores encuentran una gran uni-

1
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formidad en los resultados, puesto que de 89 levaduras aisladas, 86 son
identificadas como Debaryomyces membranefaciens var. hollandicus Lod-
der, y las tres restantes como Debaryomyces kloekeri Guill. et Peju.

Nosotros, por nuestra parte, orientamos los trabajos hacia el andlisis
microbiolégico de embutidos que se encuentren en perfectas condiciones
de conservaci6n. Hemos verificado el anilisis de muestras de diversos
tipos de embutidos procedentes de distintas regiones espafiolas, y hemos
visto a través de los resultados de nuestros experimentos que hay una
flora normal para cada tipo de embutido, en la que hemos encontrado
algunas variaciones de una regién a otra, las cuales posiblémente podrian
ser explicadas si se conocieran las plautas seguidas en la fabricacién den-
tro de cada regién.

MATERIAL

Hemos elegido para nuestro trabajo los embutidos méis generalizados
- en Espafia, entre los que consideramos dos grupos:

I) Embutidos que contienen pimentén.

Sobrasada.
Chorizo.
Longaniza.

II) Embutidos que no contienen pimentén.

Salchichén.
Mortadela.
Butifarra..

«Blanco de Murciay.

MEDIOS

:..Para conseguir el aislamiento hemos utilizado siempre placas de agar
comtin y de agar-malta.
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TECNICA

Para realizar el an&lisis microbiolégico cualitativo operamos de la
manera siguieénte: Tomamos una pequefia porcién de material de la zona .
central del embutido, procurando no tomar de la superficie externa, ya
que en ésta existen, en la mayoria de los casos, hongos, principalmente
mohos, que enmascararian los resultados, dificultando asf el an4lisis.

Una vez extraida la pequefia muestra, se coloca en un tubo con agua
destilada estéril y se agita hasta que se consiga una cierta turbidez. En-
tonces se siembra una gota de la suspensién en cada una de las placas,
tanto de agar comin como 'de agar-malta.

La temperatura de incubacion fué siempre 25° C.

RESULTADOS

A las cuarenta y ocho horas de incubacién ya se puede apreciar en
ambos medios desarrollo microbiano, el cual presenta una s1gn1ﬁcat1va
fijeza para cada clase de embutido.

A continuacién expondremos en una serie de cuadros los resultados
que, siguiendo las técnicas que acabamos de exponer, hemos obtenido
de cada una de las muestras analizadas. En estas tablas sélo resefiamos
aquellas muestras de las que conocemos con toda seguridad su_ proce-
dencia.

Podemos adelantar que hemos aislado los cuatro microorganismos
siguientés: Bacillus subtilis, una levadura perteneciente al género De-
baryomyces, un Corynebacterium y un Micrococcus.

El B. subtilis y el Corynebacterium se desarrollaron en las siembras
de embutidos hechas tanto en agar comiin como en agar-malta. El De-
baryomyces sélo creci6 en las siembras hechas en agar-malta, mientras
que Microccoccus s6lo se desarrollé en las placas de agar comdn. ’
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CUADRO I
MICROORGANISMOS AISLADOS DE DISTINTAS MUESTRAS DE CHORIZO
MUESTRA Microorganismos aislados
No Procedencia fﬁg%@s Dﬁg‘zzo‘ bgc(:tg?tfr-n% %@cgﬁg
1 Quintana Redonda (Soria)... ... + +/ + -+
4 Quintana Redonda (Soria)... ... + + + +
5 Soria ... cevcen cee s e e + + + +
2 B. de Porreros (Segovia) ... ... + + + +
3 Cantipalos (Segovia) ... ... ... ... + + + +
6 Cantipalos (Segovia) ... ... ... ... + + + +
7 Pamplona ... ... ... cee een een ene + — — —
8 Pamplona ... ... ... ... e oen e + — —_ —
9 Pamplona ... ... ... .o vee eer ae + — . .
10 Pamplona ... ... ... ... ... ... + — — .
11 Riego de la Vega (Leén) ... ... + + + +
12 Riego de la Vega (Leé6n) ... ... + + + +
13 Guijuelo (Salamanca) ... ... ... + + . + +
14 Castuera (Badajoz) ... ... ... ... + + + +
15 Castuera (Badajoz) ... ... ... ... + "+ + +
16 Oropesa (Toledo) ... ... ... ... ... + + + +
17 Oropesa (Toledo) ... ... ... ... ... + + + +
18 Madrid ... ... oo cee s e e + + + +
19 Madrid ... ... oo s e 4 + + +
20 Madrid ... ... oo + + + +
21 Torrijos (Toledo) ... ... «o. ... ... + + + +
22 Torrijos (Toledo) ... ... ... ... ... + + + +
23 Torrijos (Toledo) ... ... ... ... ... + + + +
24 Torrijos (Toledo) ... ... ... ... ... + + + +
25 Torrijos (Toledo) ... ... ... ... ... + + + +
26 Puente Genil (Cérdoba) ... ... ... + + + +
27 Puente Genil (Cérdoba) ... ... ... + + + +
28. | Puente Genil (Cérdoba) ... ... ... + + + +
29 Puente Genil (Cérdoba) ... ... ... + + + +
30 Almeria (fabricacién casera).... + — —_ —
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CUADRO II

201

MICROORGANISMOS AISLADOS DE DIFERENTES MUESTRAS DE LONGANIZA

MUESTRA

Microorganismos aislados

Z

Procedencia

Bacillus
subtilis

Debaryo-
myces

Coryne-
bacterium

Micro-
coccus

© o TN U W

[
=

!

Piedrahita (Avila) ... ... ... ...
Piedrahita (Avila) ... ... ... ...
Piedrahita (Avila) ... ... ... ...
Quintana Redonda (Soria)
Quintana Redonda (Soria)
Riego de la Vega (Leén)
Riego du la Vega (Ledn)
Guijuelo (Salamanca)
Madrid ... oo ver ver eee e e s
Madrid ... ... cov Lo vee ven eeeee
Madrid ... ... oo et eer een en e
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CUADRO III

MICROORGANISMOS AISLADOS DE DIFERENTES MUESTRAS DE SOBRASADA

MUESTRA

Microorganismos aislados

z

Procedencia

Bacillus
subtilis

Debaryo-
myces

Coryne-
bacterium

Miero-
coccus

o
= o

12

© 001D U W

Lluchmayor
Lluchmayor

(Mallorca)... ... ...
(Mallorca)... ... ...
Lluchmayor (Mallorca)... ... ...
Lluchmayor (Mallorca)... ... ...
Inca (Mallorca) ... ... ... ... ...
Inca (Mallorea) ... .o vev ven el
Madrid ... ... .o vov e en e
Madrid ... ... ..o cov e en e
Madrid ... ... oo ver ver vee een e
Madrid ... ... ... oo osia e
Madrid ... coo cee e e e e
Madrid ... ... oo oo een e e
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CUADRO IV
MICROORGANISMOS AISLADOS DE DIFERENTES MUESTRAS DE SALCHICHON
MUESTRA Microorganismos aislados

Ne Procedencia Supitis. | ‘mijocs.” octorium| cocors
1 (72370 o - N —_— + + +
2 GETONA .vv ver vre vee vee eve e aes —_ + ,+ T4
3 GEerona ... ... .o ver eer eie aen el —_— + + +
4 Gerona ... ... ... ... ... — + + +
5 Quart (Geromna) ... ... ... ... ... —_ + + +
6 Olot (Gerona) ... ... ...-cvv wuv ... — + + +
7 Olot (Gerona) ... ... c.. .o wen ..t —_ + - + +
8 ‘San Daniel (Gerona)... ... ... ... — + + +
9 San Feliu de Pallarols (Gerona). —_ + + +
10 Vich (Barcelona) ... ... ... ... ... — + + +
11 Vich (Barcelona) ... ... ... ... ... — + + +
12 Vich (Barcelona) ... ... ... ... ... — + + +
13 Pamplona ... ... ... ... ..o oo ... —_ — + —_
14 Pamplona ... ... ... ... ... ... ... —_ — + —
15 Pamplona ... ... ... ... ..ol — — + —_
16 Pamplona ... ... ... ... ... ... — —_ + —
17 Pamplona ... ... ... ... ... — — + —
18 Villaornate (Lebén) ... ... ... ... —_ -+ + +
19 Miranda de Ebro (Burgos)... ... — + + +
20 Miranda de Ebro (Burgos)... ... — + + +
21 Miranda de Ebro (Burgos)... ... —_ + + +
22 Miranda de Ebro (Burgos)... ... — + + +
23 Puente Genil (Cérdoba)... ... ... — + + +
24 Puente Genil (Cérdoba)... ... ... —_ + + +
25 Puente Genil (Cérdoba)... ... ... — + + +
26 Puente Genil (Cérdoba)... ... ... —_ + + +
27 Puente Genil (Cérdoba)... ... ... — + + +
28 Hellin (Albacete) ... ... ... ... ... — + + +
29 Hellin (Albacete) ... ... ... ... ... f— + + +
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CUADRO V

MICROORGANISMOS AISLAROS DE OTROS EMBUTIDOS QUE NO CONTIENEN PIMENTON
(Todos ellos han sido fabricados en Madrid)

Bacillus | Debaryo- | Coryne- | Micro-

Neo Embutidol subtilis | myces |bacterium|coccus

Butifarra ... ... ... ..o el —
Butifarra ... ... ... o0 owe e —
BUGIfATTA oo cev cee ver vee een e —
«Blanco. de Murcia»..._... ... ... —_
«Blanco de Murciay»... ... ... ... —
«Blanco de Murcia»... ... ... ... —
«Blanco de Murcia»..:r ... ... ... —_
Mortadela ... ... o o eer | —
Mortadela ... ... ... oo ooes aen —
Mortadela ... ... ... ..o oo o Ll —
Mortadela ... ... ... oo oeh el e —
Mortadela ... ... ... ... oo el e —_

© 001wk WM R
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Como se puede observar en las tablas I, II y III, que corresponden

a embutidos que contienen pimentén, aparece siempre el Bacillus sub-

tilis, mientras que en los embutidos de las tablas IV y V no aislamos di-

cho bacilo en ninguno de los casos. Este hecho nos sugiere que el B. sub-
- tilis que encontramos en los embutidos es 1ntroduc1do con el pimentén
empleado en la preparacién del alifio.

Seglin nuestra opinién, el B. subtilis no ocas1ona deterioro en los em-
butidos donde se encuentra; al menos los que nosotros hemos analizado
no presentaban ningtn indicio de alteracién.

Las cepas de B. subtilis que hemos analizado de los embutidos pre-
sentan las mismas caracteristicas morfolégicas, tanto.en el aspecto de
las colonias (figs. 1, 2 y 4) como en preparacién microscdp-ica (fig. 5) que
las aisladas del pimentén; ademé&s, su comportamiento bioquimico coin-
cide exactamente con los resultados y datos que obtuvimos de las cepas
aisladas del pimentén, y que ya expusimos en nuestra publicacién an-
terior (13).

Otra de las bacterias que encontramos en casi todos los tipos de em-
butidos por nosotros analizados es un bacilo extraordinariamente pleo-
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moérfico, como puede observarse en las figuras 6, 7, 8, 9 y 10, dondé no
s6lo varia ampliamente la longitud del bacilo, sino también su didmetro,
el cual presenta incluso variaciones a lo largo de una misma célula. Este
bacilo es inmévil Gram-variable, la mayoria de las células son Gram-po-
sitivas, pero €n algunas extensiones, sobre todo las hechas con cultivos
viejos, de més de una semana, se pueden apreciar gran cantidad de cé-
lulas tefiidas de rojo y muchas de ellas tefiidas irregularmente, segiin
bandas transversales azules y rojas (detalle que no se aprecia en las fo-
tografias, porque éstas estdn tomadas en pelicula ortocromética). Tanto
en agar comin como en agar-malta (fig. 4) forma colonias muy pequefias
(de menos de 0,5 mm. de didmetro), casi transparentes y con un ligero
tinte amarillo. Crece bien en medio de patata y lo hace lentamente en
la gelatina, sin llegar a licuarla. Produce 4cido sin gas a partir de la glu-
cosa y de la galactosa (a las cuarenta y ocho horas a 27° C.) y a partir de
la sacarosa y maltosa (después de los cuatro dias de incubacién a la mis-
ma temperatura). No reduce los nitratos a nitritos.

Basandonos en los caracterés que acabamos de exponer, llegamos a
la conclusiéon de que dicha bacteria pertenece al género Corynebacte-
rium, pero nos vemos casi imposibilitados para determinar la especie
porqué no conocemos su procedencia-exacta, dato necesario para saber
a qué grupo pertenece de los establecidos en las claves que se dan en
el Bergey’s Manual (3).

Hste Corynebacterium procede probablemente de los animales cuya
carne se emplea en la fabricacién de embutidos; pero también existe la
posibilidad de que sea introducido con el agua empleada en la fabrica-
cién, o que proceda, incluso, de las personas que trabajan en dichas f4-
bricas. :

Otro de los microorganismos aislados de la mayor parte de los embu-
tidos es una levadura cuyas células son esféricas u ovales (fig. 11), y que
suelen producir mis de una yema. Ha sido incluida en el género De-
baryomyces por nuestro compafiero doctor Ramirez, a quien agradece-
mos su atencién.

- En cuanto a la procedencia de esta levadura, no hemos podido llegar

a una conclusién satisfactoria, puesto que no sabemos si es un contami- '
nante habitual de la carne o si es introducida durante el proceso de fa-
bricacién de los embutidos. Por un lado, la idea de que pueda ser un
contaminante de la carne la encontramos en el trabajo de Costilow,

B
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Etchells y Blumer (6), quienes hacen el analisis microbiolégico de botes
de jamén en salmuera, y encuentran levaduras de este mismo género,
Debaryomyces, por otro lado, el hecho de que no se encuentre en alguno
de los embutidos, como, por ejemplo, en la sobrasada y en alguna de las
muestras de longaniza, nos hace pensar que no viene forzosamente con
la carne. Tampoco podemos asegurar que sea afladida con el alifio, por-
que, examinando el cuadro IV, vemos que la mayor parte de las mues-
tras de salchich6on contienen la levadura, y, sabiendo que este tipo de
embutido lleva como condimento pimienta Gnicamente, hemos analiza-
do varias muestras de pimienta y no hemos encontrado la levadura. Po-
siblemente se trata de una contaminacién procedente del aire, pero esto
tampoco explica el que no se encuentre en todos los embutidos.

Segtn las anteriores consideraciones, nos vemos forzados a admitir,
aunque no lo hayamos comprobado experimentalmente, que el Debaryo-
myces, en un momento 0 en otro, llega a todos los embutidos; pero no
siempre, seglin el tipo de embutido o las condiciones de fabricacién,
encuentra un ambiente apropiado para su desarrollo, progresando en
unos embutidos y e€n otros no.

Por dltimo, un cuarto microorganismo que hemos aislado de muchos
de los embutidos es un coco, no moévil, Gram-positivo, y que se agrupa
formando racimos (fig. 12). En agar comtn da lugar a unas colonias de
tamafio variable (desde 1 a 4 mm. de didmetro), brillantes y con un pig- .
mento blanco. Incluimos este microorganismo en el género Micrococcus.

A continuacién (cuadro VI) se resumen los resultados de nuestros
analisis, indicando el porcentaje- de casos en los que se ha aislado cada
uno de los cuatro microorganismos para los diferentes tipos de embuti-
dos que hemos analizado.

CUADRO VI
PORCENTAJE DE CASOS EN QUE SE HA AISLADO CADA UNO DE LOS MICROORGANISMOS
. Bacillus | Coryne- | Debaryo-|{ Micro-
Empuudo subtilis |bacterium| myces coccus
ChOriZO ... vev vvr cve vee e ene aee 100 83,3 83,3 . 83,3
Longaniza ... ... ... «oo cev eee . 100 100 54,5 54,5
Sobrasada ... ... .e. cer eee e ons 100 0 0 0
Salchichén ... ... ... .o cov e ol 0 100 82,7 82,7
Butifarra, mortadela y «Blanco ' ’
de Murcia» ... ... ..o cor e .l 0 0 100 100
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Como ya hemos dicho, la idea que motivé este trabajo fué el inves-
tigar la presencia de B. subtilis en los embutidos que llevan pimentén
¥ la no existencia en aquellos que no lo contienen. Esta idea ha quedado
plenamente confirmada por nuestros resultados. No obstante, como fui-
mos observando que en la mayoria de los casos esta bacteria no se en-
contraba sola, sino que, ademés, existian otros microorganismos que se
presentaban de una manera més o menos constante segin el tipo de
embutido, ampliamos el campo de nuestro trabajo al andlisis microbio-
16gico completo, al menos el de los microorganismos que se desarrollan
en los medios de cultivo que hemos empleado y con las técnicas que he-
mos utilizado. : '

Aunque el ntimero. de muestras que hemos analizado quizd no sea lo
suficientemente elevado como para sacar conse€cuencias correctas acerca
de la microbiologia de los embutidos, creemos, sin embargo, podemos ha-
cer alguna contribucién a este tema si destacamos algunos de los hechos
que nos han parecido més significativos.

En lineas generales, hemos observado una gran uniformidad en cuan-
to a los microorganismos aislados de cada tipo de embutido; sélo hemos
encontrado variacién en los resultados de los anélisis de las muestras de’
longaniza, y también en algunas muestras de chorizo y de salchichén, las
cuales difieren del resultado general para el tipo de embutido correspon-
diente. Creemos que dichas divergencias sean ‘debic_ias a diferencias re-
gionales en las pautas de fabricacién. :

Haciendo caso omiso de estas diferencias regionales y fijindonos en
los resultados més frecuentes, podeémos admitir que cada tipo de embuti-
do lleva su flora propia, la cual, posiblemente, interviene en el proceso
de curacién. ' '

Finalmente, también hemos de hacer notar un hecho curioso obser-
vado a través de los resultados de nuestros andlisis: se trata de la exacta
correspondencia (comparar las dos tltimas columnas de cuadro VI) en-
tre los porcentajes de muestras que contienen Debaryomyces y los por-
centajes de muestras que contienen Micrococcus, pero esta corresponden-
cia es atin més estrecha que lo que se desprende de este cuadro, puesto
que si examinamos todos los cuadros anteriores donde se detallan los mi-
croorganismos aislados de cada una de las muestras, veremos claramen-
te que estos dos microorganismos estdn de algin modo relacionados entre
sf, pbrque siempre que encontramos Debaryomyces aparece también el

10
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Micrococcus, y cuando no existe uno tampoco se encuentra el otro. Este
hecho, al que no le vemos una explicacién fécil, nos parece digno de un
estudio més detenido que ponga en claro las relaciones existentes entre
ambos microorganismos. '

CONSECUENCIAS

1. El Bacillus subtilis es introducido en los embutidos con el pi-
mentén.

2. No parece que la presencia de B. subtilis cause deterioro alguno
en los embutidos. '

3. La flora microbiana de los embutidos presenta una significativa
fijeza dentro de cada tipo de embutido.

4. Posiblemente el proceso de curacién de los embutidos sea de na-
turaleza microbiana.

5. Dos de los microorganismds aislados, Debaryomyces. y Micrococ-
cus, se encuentran, al parecer, intimamente relacionados entre si.

RESUMEN

Se ha hecho el anélisis microbiolégico de 94 muestras de embutidos
espafioles, encontrandose el Bacillus subtilis en aquellas muestras que
contienen pimentén y no encontrdndose en las que no lo contienen. Ade-
més, se han encontrado otros microorganismos no relacionados con la
presencia del pimentén, que son: bacterias pertenecientes a los géneros
Corynebacterium y Micrococcus y levaduras pertenecientes al género
Debaryomyces. Los autores suponen que la curacién de los emhutidos
es un proceso de naturaleza microbiana.

SUMMARY

Microbiologycal analysis of 94 samples of spanish sausages were
carried out. It was found B. subtilis in those containing paprika. B. sub-
tilis was not detected in those without paprika. In adition, some others
microorganisms, which were not related to paprika, were found. The
authors assume that the curing of sausages is a process of microbial
nature.

1
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Fic. 1.

Aspecto, a las cuarenta y ocho horas de incubacién a

250 C., de una placa de agar comun donde se ha sembrado

una suspensién de una muestra de chorizo. Se pueden

apreciar colonias de B. subtilis (S), de Micrococcus (M)
y de Corynebacterium (C).

G, 2.

Placa de agar-malta a las cuarenta y ocho horas de incu-
bacién, donde se sembré la misma suspension que en la
placa de la figura anterior. (Ver. fig. 4.)



FiaG. 3.
Placa de agar-malta, en la que se ha sembrado una sus-
prension de una muestra de salchichén. Se observa abun-
dantes colonias de Corynebacterium y algunas colonias de
Debaryomyces.

Fic. 4.

Detalle de la placa de la figura 2. Se aprecian claramente las colonias de los
tres microorganismos: B. subtilis (S), Debaryomyces (D) y Corynebacterium (C).



F.c. 5.

Bacillus subtilis, aislado de los embutidos que contienen pimentén, a las
cuarenta y ocho horas de incubacién a 25° C.

Fa. 6.

Fics. 6, 7, 8, 9 y 10.

Distintos campos de una extensién de Corynebacterium mostrando un gran
pleomorfismo. A los cuatro dias de incubacién a 25° C



Fic. 8.



Fic. 9.

Fia. 10.



FIc. 11.

Aspecto microscépico de Debaryomyces cultivado en agar-malta. A los cinco
dias de incubacién a 25e.

M T

FiG. 12.

Micrococcus aislado de embutidos. Cultivado en agar comin. Extensién hecha
a las cuarenta y ocho horas de incubacién a 25° C.
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INTRODUCCION

El género Rhizobium, por su importancia en la agricultura como sim-
bionte fijador de nitr6gene y sus caracteristicas morfolégicas de gran
variabilidad, ha sido extensamente estudiado desde los principios de la
bacteriologia, habiéndose llegado a las conclusiones, generalmente acep-
tadas, de que posee un cieclo vital con diversos estadios morfolégicos, de-
pendiendo de si se encuentra en los nédulos o en el suelo, y que su forma
principal estd constituida por bacilos cortos Gram negativos méviles y
con las demés propiedades que se pueden encontrar en el «Bergey’s Ma-
" nual of Determinative Bacteriologyy. '

Recientemente, sin embargo, y casi a la vez, surgen una serie de tra-
bajos en distintos paises, donde, junto con la forma normal, se describe
una forma bacilar pluricelular, de tamafno tres-seis veces mayor que aqué-
lla, y que ademdas es Gram variable y forma esporas.

En las experiencias realizadas en la Seccién de Microbiologia del Ins-
tituto de Edafologia se ha estudiado el Rhizobium bajo diferentes aspec-
tos y en los numerosos aislamientos de nédulos producidos en diferentes
leguminosas, tanto nosotros como nuestros compafieros de Seccién, he-
mos podido comprobar en muchos casos la presencia de estas grandes
formas bacilares. ‘

Bisset, en Inglaterra, hace formar parte a estas nuevas formas de
un ciclo evolutivo general del Rhizobium, ciclo que luego estudiaremos
con detalle. En Alemania, Heumann (1956) los hace foa‘lnar parte de un
ciclo sexual en formacién de estrella. Todo esto de una manera bastante
confusa y sin presentar unas pruebas convincentes.

Con gran interés por nuestra parte hemos procurado estudlar este
problema, ya que lo creemos de la mayor importancia, tanto desde el
punto de vista puramente cientifico como del practico, por su relacién
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con la fijacién de nitrégeno. Asi hemos conseguido aislar en cultivos pu-
ros estas formas bacilares grandes para estudiarlas separadamente de las
otras formas, y creyendo que por sus caracteres de cultivo, morfolégicos
y bioquimicos, no forman parte de un ciclo del Rhizobium, sino que cons-
tituyen una entidad aparte. Los datos de estos estudios, asi como las razo-
nes para creer -esto, las daremos més adelante en la exposicién de la
parte experimental.

ANTECEDENTES: CICLOS VITALES
' Ciclo normal.

De los numerosos investigadores que han estudiado el género Rhizo-
bium viendo su marcado pleomorfismo, algunos pensaron enlazar estos
diversos estados morfolégicos como distintos estadios de un ciclo vital
(Lohnis, ete.), prevaleciendo en la actualidad el esquema de Thornton y
Gangulee, que comprende seis fases o estadios en un ciclo vital completo.

1.° TFase inmévil, cocoide, de un tamafio muy reducido, observada
en cultivos en una solucién neutra de suelo.

2.° Fase inm6vil, de formas cocoides mayores que las anteriores y
obtenidas en presencia de ciertos hidratos de carbono y fosfatos.

3. Fase de «swarmer», muy mévil, las células se han hecho ya elip-
soidales. A
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4° Tase de formas normales, es decir, bacilos cortos méviles, pero
no tanto como los «swarmersy. .

5.° Formas bacilares inméviles (dentro del nédulo).

6. Formas vacuoladas o bacteroides, a veces ramificadas, y en las
que la cromatina se divide en numerosas bandas. De estas bandas, que
se convierten en formas redondeadas y se liberan, creen Thornton y Gan-
guleée que provienen las formas de la fase 1, o cocoides, cerrdndose asf
el ciclo.

Ciclo de Bisset.

En 1952 publicé K. A. Bisset una serie de observaciones y experien-
cias con méas de 40 estirpes de Rhizobium, a consecuencia de las cuales
presenta un nuevo ciclo vital de dicho microorganismo. En €l aparece
un elemento nuevo junto a las fases ya clésicas. Se trata de una forma
bacilar de un tamafio mucho mayor que las formas hasta ahora conoci-
das del Rhizobium, y que ademds es producto de endosporas y Gram va-
riable. '

El ciclo, en resumen, es como sigue:

Fie. 2.

Cicro .DE BISSET.—N. En el nédulo pequefas bacterias (3) pasan a bacteroi-

des (4).—S. En el suelo, endosporas (8) o «<swarmers» (2) que se forman de

bacilos grandes (1-2). Los «swarmers» se transforman en pequefios baci-

los (5-6), los cuales pueden atacar los pelos de las raices de plantas suscep-
tibles o crecer de nuevo como bacilos grandes (1):
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Por el dibujo podemos ver c6mo la forma clave la constituyen estos
grandes bacilos, los cuales se formarian en el stielo a partir de la forma
normal del Rhizobium, es decir, de formas bacilares méviles Gran-nega-
tivas y mucho maés pequenas que él. De estos bacilos grandes y plurice-
lulares se forman, o bien los «swamersy» por lisis de sus paredes celula-
res, o bien esporas, seglin el medio (humedad) en que se encuentran. Las
esporas regenerarian la forma: bacilar grande otra vez, y los «<swarmersy,
por un lado, entrarfan en la planta para formar los nédulos y en ellos
dar lugar a los bacteroides, y, por otra parte, en el suelo darian la forma
normal mévil y pequefia.

Como vemos, es un ciclo bastante complicado con muchas posibilida-
des de paso de unas fases o otras.

En una reciente publicacién Bisset (1956) compara ademé4s la forma
grande bacilar con el género Azotobacter y con el género Bacillus, en-
contrando entre ellos grandes analogias. ‘

PARTE EXPERIMENTAL
Materiales y métodos.

Hemos utilizado la estirpe de Rhizobium nim. 1151, ohtenida de né-
dulos de Trifolium incarnatum, procedente de Pontevedra, por el doctor
Gregorio Fraile, a quien nos complacemos aqui en dar las gracias. Su
cultivo contenia simult4neamente las dos formas, que llamamos N y G,
que fueron separadas por aislamiento en placa de agar comtn y de me-
dio 79, asi como por ebullicién de su cultivo en caldo, durante quince
minutos, tiempo suficiente para destruir la forma N, quedando solamente
la esporulada resistente.

Tanto de una como de otra se observa el aspecto macroscépico de
sus colonias en los dos medios senalados, estudiando también su morfo-
logia en microscopio 6ptico corriente y de fases, asi como en microscopio
electrénico. Hemos utilizado como colorantes violeta de genciana y fuc-
sina, para tincién simple, y los metodos de Gram y Wirtz para tincién
diferencial.

El microscopio electrénico utilizado ha sido el del Instituto de Optica
«Daza de Valdésy,-de Madrid, y es un modelo R.C.A. Las preparaciones
fueron hechas por simple suspensién de las muestras en agua destilada
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estéril sobre film de Formvar, y fueron sombreadas con paladio antes de
su examen (*).

También se estudian los caracteres culturales y fisiolégicos de ambas
formas, recurriendo para ello a los medios de cultivo siguientes: caldo
comun, agua de peptona, medio de Voges-Proskauer, caldo gelatinoso,
leche, caldo nitratado, medio con acetato de Pb y caldos azucarados con
glucosa, lactosa, maltosa, manosa y sacarosa.

Los datos obtenidos en todas estas pruebas nos permiten llegar a
establecer las cartas de identificacién correspondientes-a las dos for-
mas N y G. ) »

Su capacidad infectiva sobre leguminosas se comprueba en alfalfa y
veza. Las semillas utilizadas se tratan con H,SO, e hipoclorito, y des-
- pués de un perfecto lavado con agua destilada estéril se distribuyen en
placas scbre papel de filtro humedecido, donde germinan a 25° C. én
estufa. Seleccionadas adecuadamente aquellas, que presentan un mismo
desarrollo, se las pone en contacto durante unos minutos con las suspen-
siones; preparadas previamente de la forma N y de la G, siendo dispues-
tas a continuacién en el medio en que han de desarrollarse. Este medio
se prepara con solucién de Crone, a la que se le afiade 0,7 por 100 de
agar, y se distribuye eén grandes tubos de vidrio de fondo plano, de
4 cms. de diametro y 30 cms. de longitud, de manera que alcance en
ellos una altura aproximada.de 10 centimetros. : :

De esta forma seguimos el desarrollo de la planta, pudiendo apreciar
por la transparencia del tubo y del medie de cultivo si aparecen nédulos
en sus raices. Cuando éstos se presentan, y después que alcanzan un ta-
mafio conveniente, son separados para praci:icar sobre ellos la siguiente
técnica de aislamiento: ' ’

Se esteriliza la superficie del nédulo con una solucién de cloruro mer-
cidrico al 1 por 1.000, que se deja actuar durante dos-tres minutos; se
lavan repetidas veces con agua estéril, y por corte y aplastamiento en
porta se obtiene su contenido, que es sembrado por estria en placas de
agar comun y de medio 79. Las colonias que se desarrollan a 25° son es-
tudiadas, de la misma'forma que al principio indicamos, para su iden-
tificacién.

(*) Damos.las gracias al doctor F. Catalina, Jefe de la Secci6én de Microscopta
Electrénica del Instituto «Daza de Valdés», por su valiosa ayuda.
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RESULTADOS

Hemos obtenido dos tipos de colonias: unas, constituidas por formas
que llamamos N (por creer que es la forma normal del Rhizobium) y
otras, que llamamos G (sinénimo de grande). Estas formas G difieren
completamente en su morfologia de las formas N, asi como en otros ca-
racteres

Una vez aislados completamente por el método de dilucién, y tam-
bién al comprobar la formacién de endosporas en la forma G, eliminando
por ebullicién durante quince minutos la forma N, procedimos a resem-
brar las formas aisladas en diferentes medios de cultivo para comprobar
sus propiedades, realizando también el estudio morfolégico por medio de
tinciones adecuadas, y en vivo con el microscopio de contraste de fases.

A continuacién exponemos los resultados obtenidos:

1° Morfologia de las colonias.

Forma N Forma G

i Colonias redondas mucila- Colonias redondas, lisas,
Bn medio 79 ginosas, lisas, brillantes, blan- brillantes, no mucilaginosas.
quecinas y bastante transpa- y blancas no transparentes.

rentes. .
Colonias pequefilas redon- Colonias grandes, redon-
Agar caldo. das, lisas, brillantes y com- das, opacas, sin brillo, blan-
pletamente transparentes. cas.

2.2 Caracteres bioquimicos (véase Tabla ndm. 1).

3. Caracteres citoldgicos.

N. G.
Forma bacilo Bacilo pluricelular .
Tamafio 1 : 3 -
Gram negativo Positivo
Esporas No posee endosporas y exosporas tipicas
«Swarmers» No Si
Formas L Si No
Bacteroides Si Si
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La formacién de «swarmers» por la forma G la hemos podido obser-
var en vivo con el microscopio de contraste de fases gracias a la adicién
al medio de cultivo de una solucién estéril de glicocola al 5 por 100, ya

TABLA NUM. 1

CARACTERES BIOoQUiMICOS

N G
Caldo comin. ‘Enturbiamiento y velo. Enturbiamiento y sedimento.
Produccién indol. Negativa. Negativa. "

V-P Negativa. Negativa. C
Gelatina. . Fluidificacién estratiforme. Fluidificacién total.
Leche. Coagulacién y digestién. Coagulacién y digestion.
Reduc. nitratos. Fuertemente positiva. Débilmente positiva.
Produc. de SH,. Fuertemente positiva. Negativa.

Asimil. glucosa. Negativa. Positiva sin gas.
» lactosa. Positiva con gas. Negativa.
» maltosa. - Negativa. Negativa,
» manitol. Negativa. ) . Positiva sin gas.
» sacarosa. Negativa. Positiva sin gas.

que sin la glicocola a las veinticuatro horas forma esporas tipicas; con

la adicién de glicina se observa un ensanchamiento de los bacilos

pluricelulares y aparecen vacuolas en el interior de cada célula, vacuolag

que se agrandan, y dentro de las cuales se pueden ver pequefios. granulos

dotados de gran movimiento. Las paredes celulares empiezan a lisarse

por un extremo de la forma G y van liberando estos granulos, que son

los «swarmers» a los que se les puede ver pululando en el medio liquido '
de la preparacién (foto ndm. 7). Resembrando estos «swarmers» en nue-

vo medio de cultivo, se obtienen otra vez los bacilos grandes G.

Posteriormente hemos hecho preparaciones para el microscopio €elec-
trénico de las formas G en la fase de produccién de «swarmers», pudien-
do observar claramente en las electromicrofotografias obtenidas las célu-
las G rotas y los «swarmersy» saliendo de ellas.

Los «swarmers» vistos al microscopio electrénico son esféricos y su
tamafio varia de 0,1 micras a 0,3 micras; algunos se ve que poseen un
flagelo largo y ondulado que parece estar formado por dos fibras enrolla-
das en espiral (foto ntm. 10). '

Estas observaciones coinciden completamente con las descritas por
Bisset en la formacién de «swarmers». '

~)
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La forma N, por el contrario, al afadirle glicina, en vez de formar
«swarmersy sufre un proceso de transformacién morfolégica que dura de
s€is a ocho dias, durante el cual pasa por diferentes fases, que, excepto
la primera, podemos considerar como pertenecientes a un ciclo L tipico.
Las fases son las siguientes: ' '

a) Formacién de facteroides (foto ntm. 3).

b) Los bacteroides forman larges filamentos, desaparece su aspecto
-vacuolado y aparecen en algunos puntos de los filamentos engrosamien-
tos redondeados (foto ntm. 13).

¢) Los engrosamientos se desprenden de los filamentos, que se des-
integran, y dan formas tipicas de las formas L (foto ntim. 15).

d)v En esta fase no se encuentran méas que formas redondas que cre-
cen y se desintegran, dejando libre granulos de tamafio tan pequefio que
quedan fuera del poder resolutivo del microscopio corriente, y s6lo son
visibles cuando estan formando masas granulares.

Estas masas granulares, una vez resembradas en nuevo medio de cul-
tivo sin glicocola, dan lugar de nuevo a formas normales tipicas.

Por todo lo que hemos expuesto se ve que existen grandes diferen-
cias entre la forma N y la G, y cada una de ellas, ademas, parece tener
un ciclo independiente. ’

Para asegurarnos atin mas de la independencia de las formas N y G,
es decir, para comprobar que no son formas que pertenezcan a un ciclo
comtn, ademas de las experiencias in vitro, en las cuales, a pesar de los
diferentes medios de cultivo empleados y sustancias afiadidas, como gli-
cocola, el paso de las formas N a G, o viceversa, nunca Se ha realizado,
pensamos en la posibilidad de que este paso se efectuase dentro del né-
dulo en la planta infectada; para ello realizamos la siguiente experiencia:

Inoculamos semillas de veza y de alfalfa con cultivos puros, por se-
parado, y se hicieron germinar y crecer las plantas infectadas en medio
de cultivo estéril en tubos largos.

Al mes y medio se observé en lag raices de las planta obtenidas con
semillas inoculadas con el Rhizobium N que se habian formado algunos
nédulos (solamente en todas las plantas de alfalfa y en ninguna de veza).
En el lote inoculado con la forma G también aparecieron algunos de ellos,
siendo de aspecto y tamafio semejante a los producidos por el N.

Deé los nédulos se hicieron aislamientos en placa y en agar inclinado,
pudiendo comprobar que de los nédulos producidos por la forma N se

8
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obtenia otra vez la forma N pura, y de los producidos por la forma G, la
forma G; por lo tanto, tampoco se habia producido el paso de una forma
. a la otra «in vivoy. :

DISCUSION DE LOS RESULTADOS

E1 hecho de encontrarse juntos en materiales patolégicos diversas fa-
ses del ciclo vital de una bacteria con morfologia diferente, e incluso
encontrarse también a la vez diferentes estirpes de un mismo género,
no es un hecho raro en bacteriologia; ahora bien: creemos que no sé
puede decir que dos microorganismos de diferente morfologia y propie-
dades son fases de un mismo ciclo vital, sin presentar pruebas del paso de
una a la otra forma, tal como se ha hecho, por ejendplo, con €l ciclo «L»
de algunas bacterias, donde se ha podido seguir por microscopia de con-
traste de fases y electrénica los pasos de unas formas a otros (11). En
otros casos también se ha visto cémo de cultivos puros de hongos y
levaduras se formaban formas bacilares (12 y 13).

En el caso del Rhizobium, Bisset explica perfectamente la citologia
de las diversas formas y sigue paso a paso la formacién de «swarmers»
y esporas en las formas bacilares grandes (G); sin embargo, al componer
con todas estas formas un ciclo vital completo, este autor no prueba en
absoluto el paso de la forma grande a la normal, limitdndose a decir 'que
los de la forma G pasan a dar la forma normal. En las experiencias rea-
lizadas por nosotros de los «swarmers» de la forma G hemos obtenido
siempre la forma G otra vez, nunca la N.

El haber probado in vitro por ‘mt;dio de siembras en muy diversos
medios de cultivo y afiadiendo a estos sustancias conocidas como desen-

" cadenadoras de ciclos (glicocola), sin haber conseguido observar el paso
de la forma N a la G, y viceversa; aunque conseguimos el ciclo «L» com-
pleto en la forma N y la formacién de «swarmers» y bacteroides en la G,
nos hizo dudar de la identificacién de estas dos formas en un ciclo comiin.

Ma3s tarde, al realizar infecciones sobre plantas en medio estéril y de
los nédulos formados recuperar solamente la bacteria con la cual se ha-
bia infectado (N o G puras), mis que acrecentarnos esta duda, nos ha
hecho pensar definitivamente en que las formas N y G no forman parte
de un ciclo comin, aunque se encuentren asociadas con cierta frecuencia

. infectando las mismas plantas :
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Ademés, en la parte experimental hemos visto cémo las formas N
y G difieren grandemente entre si, especialmente en su morfologia, ta-
mafio y formacién de esporas y conducta frente a los colorantes. En rea-
lidad la formacién de esporas, el tipo de colonias y el tamafio y el ser
Gram variable con tendencia a positivo coloca a la forma G fuera del
género Rhizobium y la acerca al género Bacillus, como reconoce Bisset.
Por otra parte, hemos pedido probar que la forma G es capaz de producir
nédulos en plantas de alfalfa en medio estéril. Es posible, por tanto, que
' nos encontremos en presencia de un nuevo género de b.écterias, aunque
nuestras experiencias, por el momento, no creemos sean lo suficientéemen-
te extensas para poder clasificar propiamente esta forma bacteriana.

RESUMEN

Hemos estudiado el ciclo vital de diferentes estirpes de Rhizobium,
habiendo aislado en cultivos puros dos formas fundamentales: una, la
normal, y otra, que hemos llamado G (grande) por su mayor tamafio,
ambas formas, segiin Bisset, pertenecerian a dos diferentes estadios de un
ciclo vital del Rhizobium, pero, seglin nuestros estudios, en los que he-
mos podido comprobar las grandes diferencias existentes entre ambas
formas, morfolégicamente, en su comportamiento frente a los colo‘rantes,
en la formacién de esporas y en sus reacciones bioquimicas y fisiolégicas,
y sobre todo no habiendo podido observar el paso de una forma a la otra
en ninguna circunstancia, tanto in vitro como in vivo, creemos que Nno
forman parte de un ciclo vital comtn a ambas, sino que son entidades
independientes que se encuentran a veces asociadas.

SUMMARY

Two forms of bacteria, the typical normal small Gram negative Rhi-
zobium (N) and large occasionally Gram positive forms resembling Ba-
cillus called G- (for Grande = Big) which produced both specialized, small
cocoid swarmers and resistent spores were found from nodules of a wide
variety of legumes. «

From one of these (strain 1151) the two forms were isolated in sepa-
rate pure culture. : :

10



CITOLOGIA Y CICLOS VITALES DEL «RHIZOBIUM» 315

Their cytology was studied by normal, phase-contrast and ,ele'ctron
microscouy; their biochemical reactions and colony formation were also
studied. )

The two forms differ very much in their cytology and colony forma-
tion and biochemichal reactions. The «L» cycle was induced in the N
form by 5 x 100 glycine solution but this was not possible in the G,
form which produces swarmers in a glycine containing medium.

In experiences of inoculation to alfalfa in steril medium both forms
separately nodulatéd. From these nodules pure forms (in the nodules
inoculated with N- the N form and in the nodules inoculated with the G
form) were recovered. )

We did not observed any transformation or pass from one form to
another in any case. Nor in vitro in the different culture media used
neither in vivo throught nodule infection. Therefore we think that these
two forms are not different forms of the same bacterium in a commun
life-cycle (as it has been described by Bisset) both are independent from
each other although they are found comonnly associated infecting the
same plants in the field. The large G from could perhaps belong to a
new genera of bacteria.
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Foto 1.
Rhizobium N (Normal). Microscopio electrénico. x 14.000.

Foro 2.
Rhizobium G (Grande). Microscopio electrénico. x 14.000.



Foros 3 y 4.
Rhizobium N. Bacteroides y formas normales en cadena. Mi-
croscopio corriente. x 1.500.



Forto 5.

Foros 5 y 6.

Rhizobium G. Bacteroides. x 1.500.



Forto 7.

Rhizobium G. Formas normales, algunas hinchadas y los
«swarmers» alrededor. Microscopio de contraste de fases.
x 2.500.

Foto 8.

Rhizobium G. Formas cortas, redondeadas, en alguna de ellas se
pueden ver los «swarmers» dentro. Microscopio de contraste de
fases. x 1.500.



Foro 9
Foros 9, 10 y 11.

Rhizobium G. Formas redondeadas, vacias, y a su alrededor los «swar-
mers» con pequefias esférulas, algunas con fiagelos. Microscopio electro-
nico. x 14.000.

Foro 10.



Foro 11.

Foro 12.

Rhizobium G. Formas normales con gran numero de
exosporas. Microscopio corriente, tincion de Wircht.
x 1.000.



Foro 13.

Rhizobium N. Comienzo de las formas L. Filamentos con engrosa-
mientos al afiadir glicina al 5 por 100. Microscopio corriente. x 1.500.

Foro 14.

Igual a la anterior, pero vista al microscopio electrénico. x 14.000.



Foto 15.

Formas intermedias y formas enanas o filtrables del ciclo «L» de la for-
ma N. Microscopio electrénico. x 14.000.



C.S. 1. C.
PATRONATO ”JUAN DE LA CIERVA”
INSTITUTO DE LA GRASA Y SUS DERIVADOS. SEVILLA (HELIOPOLIS)

INFLUENCIA DEL pH Y LA SALINIDAD FN EL DESARROLLO
DE LACTOBACILLUS PLANTARUM:

POR

*  ANTONIO IZQUIERDO TAMAYO

L,

En trabajos anteriores (4-5-6) nos hemos ocupado del proceso micro-
biano de fermentacién de aceitunas verdes; como principal causante de
la fermentacién hemos aislado siempre la especie Lactobacillus planta-
rum. Dado que,Aén las salmueras, los lactobacilos se desarrollan siempre
en presencia de cantidades mé4s o menos grandes de sal, nos parecié in-
teresante investigar la influencia de la salinidad en la multiplicacién de
la citada especie, y para €llo empleamos el método de cultivos puros en
infusién de aifalfa, ya que este medio est4 reputado como uno de los més
. 6ptimos para el desarrollo de los Lactobacillus (7).

Tenfan nuestras experiencias un doble interés: primero, el estudio”
que queda esbozado en las lineas anteriores, como una modesta contri-
bucién al conocimiento de la ecologia de los bacilos l4cticos; -en segundo
lugar, la iniciacién al estudio de la preparacién de cultivos puros de lac-
‘tobacilos, para afiadirlos a las salmueras, segin se viene haciendo ya en
otros paises, incluso en Espafia (véase 3).

El procedimiento’ seguido ha sido, por consiguiente, la siembra de
cepas de Lactobacillus plantarum (aisladas por nosotros de salmueras de
aceitunas) en matraces conteniendo infusién de alfalfa, a la que se adi-
cionaba el 2 por 100 de glucosa; dichos matraces eran incubados en es- -
tufa a 30°, por ser éstd la temperatura al parecer 6ptima para el desarro-
llo de dicha especia bacteriana (4). Periédicamente se realizaba la siembra
en placas por el método de las diluciones y se hacia el reecuento de colo-
nias; al mismo tiempo se determinaba la acidez libre y el pH. En los
-casos en que interesaba se le afiadia a la infusién de alfalfa una propor-
cién conocida de cloruro sédico, al propio tiempo que se ajustaba a un pH
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determinado. Cada experiencia se daba por terminada cuando no se des-
arrollaban colonias al realizar las siembras. '

En la ingrata labor de siembras y conteos hemos tenido siempre la
valiosa ayuda y colaboracién de nuestra laborante- sefiorita Ana Maria
Navas Riao, a la cual nos complacemos en expresar, una vez més, nues-
tro reconocimiento.

DESARROLLO DE LAS EXPERIENCIAS Y DISCUSION

I. Cultivo en infusion de alfalfa, a PH 7, con el 2 por 100 de glucosa.

La cepa utilizada es la 16-L, seleccionada como una de las mejores
entre todas las aisladas por nosotros. Los resultados de los recuentos se

CULTIVO DE LACEPA N246-L ,EN INFUSION DE ALFALFA,A pH 7,CON EL 2% DE GLUCOSA ’
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recogen en el Cuadro I y se expresan gréaficamente en la Grafica I. La
curva de crecimiento sigue, en sus lineas generales, la marcha caracte-
ristica de todo cultivo bacteriano (Véase Topley y Wilson) (9).

1° La fase AB (véase Grafica I), en la cual, tras un periodo-de la-
tencia, no completamente investigado en nuestro caso, se inicia una mul-
tiplicacién lenta. A las doce horas tiene lugar la fase logaritmica de mul-
tiplicacién, en la que el ntmero de lactobacilos pasa de 546.240 por cen-
timetro ciibico a 1.605 millones por centimetro ctbico en tres horas, lo
gue representa un aumento de casi 1.604 millones y medio por centimetro
ctbico en dicho periodo de tiempo. La multiplicacién sigue un ritmo as-
cendente hasta las cuarenta y ocho horas de cultivio, en el que alcanza
la cifra méaxima. '

2° A partir de las cuarenta y ocho horas se inicia un descenso; en
él pueden observarse altibajos, seglin es caracteristico en la fase de de-
clinacién de todo cultivo bacteriano. De las cuarenta y ocho a las ochenta
y cuatro horas hay una disminucién en el ritmo de multiplicacién (BC),
lo que trae como consecuencia una cifra menor de lactobacilos por cen-
timetro ctbico al cabo de este tiempo. En el periodo de doce horas com-
prendido entre las ochenta y cuatro y noventa y seis horas el ritmo es
maés rapido (CD), para disminuir nuevamente a las ciento ocho horas (DE),
y otra vez es més rapido de las ciento ocho horas a las ciento treinta y
dos horas (EF). Se observan, por consiguiente, tres maximos en el des-
arrollo: uno (B), el que alcanza la cifra més alta, a las cuarenta y ocho
horas, precedido de la fase logaritmica de multiplicacién (AB) y seguido
de una fase de declinacién (BC); un segundo méximo (D) a las noventa
y seis horas, igualmente con una fase previa de multiplicacién (CD) y
una declinaciéon (DE) posterior; un tercer méaximo (F) se logra a las
ciento treinta y dos horas, tras un periodo de multiplicacién (EF).

3.2 De las ciento treinta y dos horas (cinco dias y medio) a las ciento
noventa y dos horas (ocho dias) se estabiliza la curva, aunque con un
leve descenso, lo que indica un periodo estacionario en el cultivo. En las
curvas tipicas este periodo sigue al de multiplicacién logaritmica; .en
nuestro caso sobreviene, como hemos visto, después de varios descensos
y ascensos en ella, correspondientes a nuevos periodos de multiplicacién.
Estos Var.ios periodos de multiplicacién se deben a la hidrélisis de los po-
lisacaridos de la infusién de alfalfa, lo que proporciona nuevas cantida-
des de azlcares disponibles para su utilizacién por los lactobacilos. Hay

3
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aqui también, seguramente, un fenémeno de adaptacién y seleccién a la
més elevada proporcién de acidez libre vy bajo pH que, progresivamente,
ofrece el medio. Asi, pues, primeramente, los lactobacilos utilizando la
glucosa del medio producen cantidades de 4cido lactico libre del 0,09
por 100 y hacen descender el pH de 7 a 5 en doce horas. Este pH les
es 6ptimo, y como resisten perféctamente la cifra de acidez indicada,
contintian multiplicAndose activamente, con lo cual la acidez aumenta
(a 0,73 grs. por 100) y €l pH disminuye a 3,75 a las cuarenta y ocho horas.
Entonces se detiene el desarrollo y muchas bacterias mueren a conse-
cuencia de no poder desarrollarse con las citadas cifras. Las que quedan,
al hidrolizarse los polisaciridos, reciben un nuevo aporte de azGcar; las
‘que comienzan ahora a multiplicarse son las que, mediante una seleccién,
han sido capaces de soportar aquella acidez libre y aquel pH, dando ori-
gen al nuevo maximo de las noventa y seis horas, con una acidez ya del
1,06 por 100 y un pH 3,5; por un proceso anilogo sobreviene una nueva
declinacién y otra fase de multiplicacién. Los lactobacilos capaces de so-
portar una acidez libre del 1,08 por 100 y un pH de 3,5 se multiplican
a un ritmo casi constante,“dando origen al periodo estac1onar10 del cul-
tivo, que dura dos dias y medio.

4> A partir de los ocho dias (ciento noventa y dos horas) se inicia
claramente un descenso en la curva (GH); los lactobacilos han agotado
los materiales nutritivos del medio, han dado origen a productos de su
catabolismo y el medio empieza a serles inadecuado; su capacidad de
multiplicacién disminuye, Sus posibilidades de adaptacmn son cada vez
menores y, por fin, puede decirse que no hay multiplicacién, sino sélo su-
pervivencia, husta que en las siembras no se desarrollan colonias, lo que
indica que no quedan lactobacilos vivos en el cultivo; la declinacién es
lenta primero (GH), rapida después (HI), alcanzandose a los catorce dias
la esterilizacién del cultivo. La cifra méxima de acidez producida ha sido
del 1,19 por 100 y el pH descendié a 3,6; este descenso es rapido en las
cuarenta y ocho primeras horas (de 7 a 5 a las doce horas y a 3 a las
cuarenta y ocho horas), después més lento, casi estabilizado.

Variaciones en las cepas.

Con objeto de determinar las posibles diferencias entre las distintas
cepas, con respecto a su desarrollo, sometimos a siembra y multiplicacién

4
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a la cepa nim. 25-L, en las mismas condiciones que la niim. 16-L. La
cepa 25-L se aisl6 de un cultivo de la 16-L, en-el momento de su méaxima
acidez; hay que suponer, por tanto, que se trata de una cepa resistente
a la acidez elevada. En el Cuadro II y en la Gréafica IT pueden verse los
resultados, de los cuales se deduce, en prirher lugar, que el desarrollo
sigue, en sus lineas generales, un ritmo idéntico al de la cepa 16-L, aun-

DESARROLLO COMPARADO DE DOS CEPAS DE LACTOBACILOS , EN INFUSION DE ALFALFA,
A pH 7,CONEL 2% DE GLUCOSA.
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que con variaciones cuantitativas en la duracién de los distintos perio-
dos. El cultivo no est4 estéril hasta las trescientas ochenta y cuatro horas
(dieciséis dfas), o sea que los lactobacilos conservan su capacidad de mul-
tiplicacién durante dos dias méas que los de la cepa 16-L, lo que ser4 con-
secuencia légica de su mayor resistencia a la acidez. Las ,partlcularlda-‘
des del desarrollo de la cepa 25-L son las siguientes:

1.» La fase logaritmica se inicia a las treinta y seis horas, es decir,

5
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con un retraso de doce horas con respecto a la cepa 16-L. A las sesenta
horas se alcanza el méaximo, es decir, también doce horas después que
en la cepa 16-L, lo que demuestra que se mantiene la proporcién en el
ritmo de aumento. La cifra total méxima es algo més baja en la cepa
25-L,, aunque del mismo orden. .

2® Analogamente a la 16-L, después sobreviene una interrupcién en
la’ multiplicacién, con el consiguiente descenso, para incrementarse de
nuevo y alcanzar un segundo méaximo a las ochenta y cuatro horas, o sea
doce horas antes. Toda la curva, en este periodo, se mantiene méas alta
que en la 16-L: y sus descensos son menores, consecuencia de su mayor
resistencia a la acidez. _

3® Continuando el paralelismo, sobreviene un descenso casi al mis-
mo tiempo, y un tercer maximo a las ciento sesenta y ocho horas (treinta
y seis horas después que en la 16-L).

42* A partir del tercer maximo las curvas se confunden. El descenso
de la 25-L es muy lento, por lo que puede considerarse en periodo casi
estacionario hasta las trescientas treinta y seis horas (catorce dias) en
vez de hasta las ciento noventa y dos horas (ocho dias), lo que se debe
también, con toda probabilidad, a la mayor resistencia a la acidez.

52 A partir de los catorce dias el descenso de la curva es brusco y
rapido, encontrandose €l cultivo estéril a los dieciséis dfas (trescientas
ochenta y cuatro horas), es decir, dos dias después que la 16-L.

De todo cuanto llevamos dicho se deduce un paralelismo en el des-
arrollo de ambas cepas; por consiguiente, puede considerarse que un. cul-
tivo de lactobacilos se encuentra en su méxima actividad entre las cua-
renta y ocho y las noventa y seis horas, si bien los microorganismos con-
servan en él su vitalidad hasta los ocho dias, y en algtin caso hasta los
trece-catorce-dias. Son observaciones y datos muy dignos de tenerse en
cuenta para la inoculacién de cultivos puros en las salmueras de aceitu-
nas. Con respecto a la acidez, las cifras totales alcanzadas son, como pue-
de verse en los respectivos cuadros, muy andlogas en ambas cepas.
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CUADRO I

331

CULTIVO DE LA CEPA 16-L EN INFUSION DE ALFALFA A PH 7, CON EL 2 9%, DE GLUCOSA

/

[fglrlgxs‘v% . pH Grarrx)csi d%(g 100 Microorganismos por ¢. C.

3 — —_ 264.330

6 — — 266.000

9 —_ —_ 418.000
12 5,6 0,09 '546.240
24 4,45 0,23 1.605.000.000
36 3,75 0,79 30.530.000.000
48 3,75 0,79 299.760.000.000
60 3,5 0,93 67.680.000.000
72 3,6 1 18.560.000.000
84 3,55 1,06 6.290.000.000
96 3,5 1,06 51.050.000.000 .
108 3,5 1,06 920.000.000
132 3,5 1,08 61.920.000.000
192 — — 49.700.000.000
252 — —_ 682.000.000
336 - 3,6 1,19 —

CUADRO 11

CULTIVO DE LA CEPA 25-L EN INFUSION DE ALFALFA A PH 7, CON EL 2 9, DE GLUCOSA

Horas de Acidez. . .
cultivo pH Gramos por 100 Microorganismos por c. c.
12 6,4 0,046 - 41.200.000
24 .93 0,088 310.000.000
36 5,25 01 1.800.0006.:00
48 4 0,32 3.700.000.000
80 3,8 0,44 190.000.000.000
72 3,6 0,63 21.700.000.000
84 3,65 0,67 " 153.000.000.000
96 3,5 0,81. 74.600.000.000
108 3,55 0,84 : 290.000.000-
120 3,5 0,88 20.160.000.000
168 3,35 1 36.540.000.000
192 3,4 1,06 20.160.000.000
276 — — 8.360.000.000
324 — — 1.368.000.000
248 — —_— 690.000.000
3,35 1,15 .

384
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II. Cultivo en infusién de alfalfa, a pH 7, con el 2 por 100 de glucosa,
mds el 7 por 100 de cloruro sddico.

Se realiz6 esta eéxperiencia con objeto de investigar la influencia de la
sal en el desarrollo y multiplicacién de Lactobacillus plantarum. La cepa
utilizada fué también la 16-L. En el Cuadro III se recogen-los datos de
los conteos, y la curva de crecimiento puede verse en la Grafica III.

CUADRO II1

CULTIVO DE LA CEPA 16-L EN INFUSION DE ALFALFA A PH 7, CON EL 2 9, DE GLUCOSA,
MAs 7 9% DE CINa

I—fgi?isvg € pH Gra m%(;ld;ozr: 100 Microorganismos por c. c.
12 7,05 — 600.000
24 7,25 —_ : 200.000
36 7,15 — ’ 200.000
48 7,15 — 180.000
60 7,15 0,15 S "100.000
72 715 0,08 45.000
96 7,15 —_ ) 15.000

Bajado
con
CIH
0,184/N.
a
5,45
108 5,45 0,176 : 24.000
156 45 0,274 3.448.000.000
180 3,85 0,56 - 99.660.000.000
192 3,8 0,56 * 89.800.000.000
204 37 - . 0,57 150.000.000.000
216 37 0,54 244.000.000.000
228 4 0,38 548.000.000.000
240 3,65 0,59 114.300.000
252 3,95 0,61 1.781.300.000
264 3,65 0,60 864.000.000
276 3,6 0,68 ’ 920.000.000
336 3,6 : 0,68 160.000
372 - 3,6 0,72 140




PH Y SALINIDAD EN EL DESARROLLO DE (L. PLANTARUM» 333

El primer resultado que nos llama la atenci6n es la disminucién del
niimero de microorganismos a las veinticuatro horas, con el consiguien-
te descenso de la curva. Este descenso contintia a las cuarenta y ocho,
seésenta, setenta y dos y noventa y seis horas. No cabe duda de que la sal
inhibe la multiplicacién o, por lo menos,la disminuye considerablemente;
el ntimero es cada vez menor y parece que se va hacia una esterilizacién
del cultivo; sin embargo, a las noventa y seis horas atin quedan lactoba-
cilos vivos en el cultivo. Teniendo en cuenta que, en las salmueras de
aceitunas, el pH baja rapidamente en las primeras veinticuatro horas y
a las cuarenta y ocho horas se encuentran ya niimeros bastante altos de
lactobacilos (Izquierdo) (6), se nos ocurri6 bajar el pH de nuestro culti-
vo a 545, ya que nuestras observaciones anteriores (4 y 6) nos habian
demostrado que con esa cifra de pH empezaban a hacerse patentes los

CULTIVO DE LA CEPA Nt 16-L,EN DIFERENTES CONDICIONES

EN INFUSION .DE ALFALFA A PH INICIAL %, CON 2% DE GLUCOSA

wcom-: EN INFUSION DE ALFALFA A pH INICIAL %, CON 2% DE GLUCOSA, MAS 7% DE CINa
—x——x EN INFUSION DE ALFALFA A pH INICIAL S, CO¥ 2% DE GLUCOSA,MAS 7% De ClNa
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bacilos lacticos en los recuentos efectuados en salmueras. Dicho déscen-
'S0 se consiguié agregando CIH 0,184/N, y a las doce horas de efectuado
se evidencié una multiplicacién de lactobacilos' que casi duplicaron su
ntmero de 15.000 a 24.000 por centimetro ctibico. A las cuarenta y ocho
horas (ciento cincuenta y seis después de la siembra) la cifra de recuento
subié répidamente, demostrando que el cultivo se encontraba ya en la
fase logaritmica. Este aumento contiué en dias sucesivos, para alcanzar
su méaximo a los cinco dias (ciento veinte horas) (nueve dias y medio
—doscientas veintiocho horas—desde la siembra). Es de notar que la ci-
fra maxima alcanzada es mas alta que en los cultivos anteriores. A partir
de este momento tiene lugar un descenso de la curva, debido probable-
mente a causas analogas a las expuestas anteriormente en el cultivo sin
sal. A las ciento cuarenta y cuatro horas (doscientas cincuenta y dos des-
de la siembra, seis dias y diez dias y medio, respectivamente) tiene lugar
un segundo maximo, descendiendo después la curva, para llegar a la es-
terilizacién del cultivo a las trescientas ochenta y cuatro horas, a partir
de la siembra (dieciséis dias), o sea a las doscientas setenta y seis horas
desde la iniciacién de la multiplicacién (once dias y medio). Asi, pues,
podemos resumir las consecuencias de esta experiencia en los siguientes
puntos:

1° A un pH neutro = 7, la sal inhibe la multiplicacién de los lacto:
bacilos. »

22 Con un pH acido = 5, los lactobacilos se multiplican a un ritmo
normal y su curva de crecimiento sigue un trazado anélogo al del cultivo
sin sal. ‘ _

# 3. El descenso del pH que tiene lugar en las salmueras, a las veinti-

cuatro horas hace posible la multiplicacién y desarrollo de los lactoba-
cilos. Dicho descenso rapido del pH se debe a la salida de 4cidos orgéni-
cos de las aceitunas, formados en su mayoria durante el cocido y los la-
vados (véase R. de la Borbolla y colaboradores) (2).

4° Seglin demuestra.la curva, el cultivo pasa por dos periodos de
relativa estabilidad : ‘uno, con tendencia al aumento entre las ciento ochen-
ta y doscientas veintiocho horas (setenta y dos y ciento veinte desde el
comienzo de la multiplicacién), y otro con tendencia a la disminucién
entre las doscientas cincuenta y dos y doscientas setenta y seis horas
(ciento cuarenta y cuatro y ciento sesenta y ocho, respectivamente, a par-
tir de la iniciacién del aumento con el descenso del pH).

10
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III. Cultivo en infusion de alfalfa, a pH 5, con el 2 por 100 de glucosa,
mds 7 por 100 de cloruro sédico.

De la experiencia anterior parece deducirse que, para que los.lacto-
bacilos se multipliquen en un medio salino, es preciso un pH &cido;
planteamos una nueva experiencia preparando un medio con el 7 por 100
de CINa y con un pH original de 5. La cepa utilizada es-también la 16-L.
Los resultados se ofrecen en el Cuadro IV y en la Gréfica II1.-Las carae-
teristicas de este cultivo, en comparacién con el realizado sin sal, son
las siguientes:

1 Tras un periodo de latencia se inicia el de multiplicacic’m lenta,
més lenta que en la éxperiencia I, lo que hace més larga la duracién de
la fase AB. La fase logaritmica se inicia a las cuarenta y ocho horas y
culmina en la cifra méxima, que tiene lugar a las setenta y dos horas,
es decir, veinticuatro horas después que en el cultivo sin sal. Este retar-
do de tiempo se debe, seguramente, a dificultades en la multiplicacién,
que sigue un ritmo mas lento.

20 A partir de las setenta y dos horas se inicia un descenso, que al-
canza su maximo a las ochenta y cuatro horas, coincidente con la expe-
riencia I, lo mismo que el ascenso que tiene lugar a continuacién; la
fdase BC tiene, pues, una duracién mas corta, tan sélo doce horas contra
veinticuatro en I. En el periodo de doce horas que sigue se produce una
subida (CD) de la-curva, que culmina en el segundo méiximo a las nov_en:
ta y seis horas, el cual queda por bajo con relacién al del cultivo sin sal.
Analogamente vienen ahora las fases de descenso DE y ascenso EF, cul-
minando el tércer maximo a las ciento veinte horas (doce horas antes
que en I).

32 La fase FG, de relativa estabilizacién, que sigue ahora se carac-
teriza por un ritmo constante de descenso hasta las doscientas dieciséis
horas (nueve dias), como en I. Eg digha de notar la analogia de esta fase
con la registrada en la experiencia II; también aqui se distingue un pri-
mer periodo, de las ciento veinte a ciento noventa y dos horas, con ten-
dencia a la disminucién, y otro de las ciento noventa y dos a las doscien-
tas dieciséis horas, con tendencia al aumento.

4* De las doscientas dieciséis a las doscientas sesenta y cuatro horas
tiene lugar un descenso lento (fase GH) y a continuacién un rapido decli-

11
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ve (HI), encontrandose estéril el cultivo a las doscientas ochenta y ocho
horas (doce dias), o sea dos dias antes que en la experiencia I.

CUADRO 1V

CULTIVO DE LA CEPA 16-L EN INFUSION DE ALFALFA A PH 5, CON EL 2 % DE GLUCOSA,
MAs 7 9% DE CINa

I—f:cI);‘l%isv(c)ie pH Gram%gi(ifozz.' 100 Microorganismos por c. C.

3 — — 100.300
6 = — 149.866
9 — —. 160.800
12 5.1 019 - 420.000
24 51 ’ 0.2 "~ 1.060.000
36 5 015 12.300.000
48 4,55 0,21 o 76.000.000
60 4 0,36 - 9.100.000.000
2 37 0,64 ' 310.660.000.000
84 3,95 0,64 6.800.000.000
96 3,65 0,64 22.460.000.000
108 39 0,61 . ; 1.980.000.000
120 3,85 0,64 115.000.000.000
168 3,85 0,64 12.640.000.000
192 " 385 0,64 3.213.000.000
216 3.85 0,64 8.870.000.000
240 3,85 064 1.563.000.000
264 3,75 0,61 ' 120.000.000
300 - 375 061 . ' —

Como resultado final debemos destacar el paralelismo que existe en-
tre el desarrollo de ambos cultivos, sin sal y con sal, con variaciones me-

12
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ramente cuantitativas en la duracién de los diferentes perfodos. Esto pue-

de observarse con mayor facilidad en el Cuadro V, que se inserta a con-

tinuacién. : . -
CUADRO V

VARIACIONES CUANTITATIVAS ENTRE EL CULTIVO DE LA CEPA 16-L SIN SAL Y CON SAL

Cultivo Cultivo

sin sal con sal
Iniciacién de la fase logaritmica ... ... ... ... 12 horas 48 horas ’
Primer maximo ... ... ... vov ch et el e el L 48 horas 72 horas
Duracién del primer descenso ... ... 36 horas 12 horas
Primer minimo ... ... ... ... .. .o L L 84 horas 84 horas
Duracién del segundo incremento ... ... ... ... 12 horas 12 horas
Segundo miximo ...-... ... ... ... 96 horas 96 horas
Duracién del segundo descenso ... ... ... ... ... 12 horas 12 horas
Segundo minimo ... .. ¢ et eee ei ci eed wew wew ... 108 horas 108 horas
Duracién del tercer incremento ... ... ... ... 24 h;)ras 12 horas
Tercer maximo ... ... ... «e. v oo oo ooe ... ... 132 horas 120 horas
Duracién de la fase de declinacién ... ... ... ... 204 horas 168 horas
CULtiVO @SETIL .o oo vee cet e e et e et e 14 dias 12 dias

Es curioso destacar, en este cuadro, el ritmo de doce horas con que
se producen los ascensos y descensos en el cultivo con sal. Cada veinti-
cuatro horas se produce un maximo en la curva de crecimiento. El ritmo
es més constante que en el cultivo sin sal, en el cual el primer miximo
tiene lugar a las cuarenta y ocho horas; del primero al segundo median
también cuarenta y ocho horas, pero entre el segundo y el tercero tan
s6lo treinta y seis horas. En la iniciacién de la fase de multiplicacién pa-
rece, pues, que la sal tiene un efecto retardatario, pero una vez comen-
zada aquélla parece estimularla y acortar los periodos de descenso.

13
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Variac.ones en la produccion de acidez.

La acidez libre producida es el signo exterior méis interesante en el
metabolismo de los lactobacilos; por eso la hemos determinado en nues-
_ tros cultivos, apareciendo en los respectivos cuadros, asi como el pH. En
la Grafica IV queda reﬁejada la marcha de la producmon de acidez. A

este respecto podemos hacer las siguientes ‘observaciones:

e ACIDEZ LIBRE PRODUCIDA POR LA CEPA- 16 -L— -~ - — -
EN INFUSION DE ALFALFA A pH 7, CON 2% DE GLUCOSA

s eodmcmies <mmmee EN INFUSION DE ALFALFA A pH. 7, CON 2% DE 6LUCOSA,MAS 7% DE C} Na.
==HemXemlftiomifo  EN INFUSION DE ALFALFA A pH 5, CON 2% DE 6LUCOSA, MAS 7% DE Ci Na.
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GRAFICA IV

12 En el cultivo a pH 7 con 2 por 100 de glucosa la produccién de
acidez sube muy répidamente en las primeras treinta y seis horas (de
0 a 0,79 grs. por 100), se estabiliza un poco y vuelve a subir, alcanzéndo-
se el maximo (1,06 grs. por 100) a las ochenta y cuatro horas; de’spués
continta estabilizada.

2a En el cultivo a pH 5 con el 2 por 100 de glucosa y 7 por 100 de

14
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CINa el ritmo de produccién de acidez es més lento, subiendo poco la cur-
va en las prime}'as cuarenta y ocho horas (de 0 a 0,21 grs. por 100); des-
pués sube rapidamente y alcanza el méximo igualmente a las setenta y

dos horas: 0,64 grs. por 100. La acidez producida es, por tanto, menor’

que en el cuitivo sin sal. :

32 En el cultivo a pH 7 con 7 por 100 de CINa no se produce ini-
cialmente acidez, cosa 16gica, ya que tampoco hay multiplicacién de lac-
tobaciles; al bajar el pH a 5 e iniciarse el desarrollo va subiendo lenta-
mente la curva de acidez, alcanzando a las trescientas treinta y seis hores
un méximo maés alto que en el cultivo a pH inicial 5 (0,68 grs. por 100).

Variaciones en la morfologia de los lactobacilos.

Diferentes autores (Bergey (1), Pederson (8)) hacen referencia a estas
variaciones, segtin el medio en que se desarrollan; de pasada hemos rea=
lizado, igualmenté, algunas observaciones a este respecto de lag que. quec
remos dar cuenta brevemente. . c s mereie mnd

Lactobacillus plantarum se presenta, en condiciones normﬁles coma
un bacilo aislado o'reunido en cortas cadenas o en parejas; asi 16 hemos
observado en los cultivos de cuarenta y ocho horas en infusién de alfalfa
con 2 por 100 de glucosa. La longitud de-los bacilos es de 2,16 a 2,79 mi-
cras y el diametro 0,8 — 0,9 micras (Lamina I, figs. 12y 2.2). T

Conforme la acidez del medio es mayor, los bacilos tienden-a hacerse
mas largos, tomando formas a veces casi filamentosas; el mismo efecto
parece tener la sal y, en general, todas las circunstancias adversas que
entorpecén el normal desarrollo; asi, en cultivos con 7 por 100 de ClNa
de ciento cuarenta y dos horas hemos observado formas en parejas ais-
ladas de 6-6,5-7 y hasta 8 micras de longitud (Lamina I, figs. 3.2, 4.2 y 5.2).
Ello sera debido, probablemente, a que tales-circunstancias retardan las
divisiones del bacilo, el cual crece, en cambio, en longitud; claro esta
que con ellos coexisten otros cortos, que pueden ser los adaptados a la
acidez y salinidad elevadas, que contindan multiplicandose.

CONCLUSIONES

12 THn infusién de alfalfa, con el 2 por 100 de glucdsa, a un pH 7,
Lactobacillus plantarum se desarrolla pgrfectame‘nte, alcanzando el cul-
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tivo su méaxima actividad entre las cuarenta y ocho y noventa y seis
horas.

2> -A un pH de 7 el ClNa al 7 por 100 impide el desarrollo.

3> A un pH de 5 Lactobacillus plantarum se desarrolla perfectamen-
te aun en presencia de CINa, a una concentracién del 7 por 100; su ritmo
de desarrollo es inicialmente més lento que en el cultivo sin sal.

4® La produccién de acidez libre es menor en el cultivo con sal. El
méximo se alcanza a las setenta y dos-ochenta y cuatro horas.

RESUMEN

Se hace un estudio de la influencia del pH y la sal en el desarrollo de
Lactobacillus plantarum, empleando el método de cultivos puros en in-
fusién de alfalfa con el 2 por 100 de glucosa. Con un pH inicial de 7 el
microorganismo se desarrolla perfectamente, alcanzando el méximo en-
tre las cuarenta y ocho y las noventa y seis horas; la curva de crecimien-
to sigue las vicisitudes normales en tode cultivo bacteriano. En un medio
con el 7 por 100 de CINa no se desarrolla si el pH es de 7; en cambio lo
hace inmediatamente si se baja el pH a 5; si el medio tiene ya, inicial-
mente, este pH el lactobacilo se desarrolla atn en presencia del 7 por 100
de CINa, si bien su ritmo inicial de multiplicacién es més lento. Esto se
relaciona con lo que ocurre en las salmueras de aceitunas, en las que el
pH baja en las primeras veinticuatro horas, haciendo posible el desarro-
llo de los lactobacilos. La produccién de acidez libre alcanza un maximo
de 1,06 grs. por 100 a las ochenta y cuatro horas; en presencia de sal el
maximo alqanzado es menor, tan sélo de 0,64 grs. por 100. :

SUMMARY

In the present paper it is made a study of the pH influence and the
salt in the development of Lactobacillus plantarum, using the method of
pure cultures in alfalfa infusion with the 2 per cent of glucose. With a pH
initial of 7, the microorganism is spreaded perfectly, coming up to the
maximum between the 48 and the 96 hours; the growth curve follows
the normal ups and down in al} bacterian culture. In a medium with

16
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the 7 per cent of CINag, it is not developed when the pH is 7; instead it
is developed inmediately if it is come down to a pH 5. In case that the
medium has all along this pH, the Lactobacillus is developed yet in pre-
sence of the 7 per cent of CINa, although its initial rhythm of propagation
“is more slow. This is related with that what take place in the brines of
olive, in which the pH come down in the first 24 hours, making possible
the development of Lactobacillus. The free acidity production reach a
maximum of 1.06 gr. at the 84 hours; in salt presence the maximum
reached is smaller, only of 0.64 gr. per cent.
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Fic. 1.

Fic. 2. FiG. 4.

Fies. 1 y 2—Cultivo de veinticuatro horas en infusién de alfalfa a pPH 7 con el
2 por 100 de glucosa. Formas normales.

Fics. 8, 4. y 5.—Formas alargadas en cultivos de ciento sesenta y dos horas, con
7 por 100 de cloruro sédico y una acidez libre de 0,64 grs. por 100.

(Aumentos: 2.000 x).
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EN LA MERLUZA

POR

GENOVEVA TEJERINA DOMINGUEZ

INTRODUCCION

En la mayor parte de los paises, y muy especialmente en aquellos,
como €l nuestro, de gran desarrollo costero, ha llegado a alcanzar un in-
terés notable en la alimentacién el consumo en fresco de animales acué-
ticos, tanto de origen fluvial como marino. En este aspecto es de gran
importancia para la economia nacional el periodo de conservacién del
pescado, asi como los agentes causantes de su alteracién.

En la clasificacién que hace Barcrof de los alimentos segiin su pe-
riodo de conservacién, incluye al pescado en el tercer grupo, por ser
de los que se conservan durante el tiempo més limitado y siempre que
se le proporcionen las condiciones adecuadas.

Olley y Lovern, Connel, Shewan y otros indican los compuestos qui-
micos que integran el musculo de pescado, compueétos que soniperfecta- :
mente apropiados para permitir el desarrollo de diversos tipos de bacte-
rias que, en definitiva, son -las responsables de todas o casi todas las
alteraciones que en él se presentan.

Con algunas variantes, el pescado, en general, contiene cantidades di-
. versas de glucégeno, dependiendo, en parte, del esfuerzo a que se le
ha obligado durante su captura; también encierra lipidos y en gran pro-
porcién protefnas, junto con factores del complejo B y otros varios com-
puestos que favorecen la actuacién de los agentes de su alteracién.

Desterrada la primitiva creencia de que el ambiente marino es inca-
paz de albergar alguna bacteria, fueron -Zobell y Upham quienes ca-
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talogaron todas las especies del mar, estableciendo ciertas diferencias ge-
nerales respecto a las bacterias del suelo. Aparte de esta flora acompa-
fiante del pescado, hay que suponer en €l la presencia de nuevas bacterias
en relacién con los medios de transporte y con la higiene de las personas
y lugares con los.que tiene contacto. Stewart sefialé el incremento en
bacterias contaminantes a medida que aumenta el tiempo transcurrido
desde la captura del pescado hasta su venta en el mercado.

A lo largo de todo el siglo se ha venido prestando gran atencién al
estado bacteriolégico del miusculo del pescado, y después de numerosas
experiencias realizadas por diversos investigadores (Muller, Bruns, Hun-
ter, Reay, Bedford, Aschehoug y Vesterhus, etc.) se ha llegado a admitir
‘que el tejido muscular del pescado fresco es estéril, quedando limitada
la presencia de microorganismos a sus branquias, intestino y cubierta mu-
cosa. Fellers y Hunter estudian la penetracién de estas bacterias en el
musculo para iniciar asi el proceso de putrefaccién, una vez alejado el
pescado de su medio normal. Las bacterias maés significativas en este
aspecto han sido sefialadas por Schonberg, Hoffstadt y Aschehoug y Ves-
terhus, entre otros. )

Shewan clasifica la putrefaccién del pescado, de acuerdo a sus carac-
teres organolépticos y determinados cambios quimicos, en cuatro fases,
fijando la duracién conjunta de todas ellas en veinte dias. Sefala cierta
relacién entre el ntimero de bacterias presentes a lo largo de todo el pro-
ceso y determinados compuestos quimicos producidos durante el mismo,
pero sin llegar a concretar la intervencién de los diversos tipos bacteria-
nos con los distintos cambios que experimenta el material en putre-
faccion. -

En el presente trabajo comenzamos haciendo un estudio bacteriolé-
gico cualitativo de la merluza (Merlucius merlucius), utilizando mues-
tras facilitadas por el Departamento de Investigaciones Bromatolégicas
de Madrid. Sobre estas muestras, que conservamos (dentro de recipiente
cerrado) en nevera a 4° C., estudiamos seguidamente todo el proceso de
putrefaccién bacteriana, investigando los distintos tipos de bacterias que
por sus caracteristicas fisiolégicas son capaces de alterar un grupo deter-
minado de compuestos quimicos,.y fijando la naturaleza de los mismos,
asi como la de los nuevos cuerpos originados en su transformacién.

Para ello hemos recurrido a una serie de medios selectivos de cultivo
en los que sembramos las bacterias procedentes de la merluza en distin-
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tas fases de putrefaccién, observando si estas bacterias son o no capaces
de transformar el substrato que el medio les proporciona, y en caso po-
sitivo la naturaleza de tal transformacion.

PARTE EXPERIMENTAL Y RESULTADOS

Utilizamos merluza eviscerada que, recogida en recipientes de vidrio
estéril, se ha conservado en nevera a 4° C. durante el tiempo de duracién
de la experiencia, que ha sido dividida en dos partes:

A) Anélisis bacteriolégico cuaiitativo de la merluza, en las condicio-
nes en que se adquiere. ‘ /

B) Grupos fisiolégicos de bacterias y ntiimero de las mismas, que in-
tervienen en las diversas fases de alteracién de la merluza conservada
a 4° C.

A)

Tomamos una muestra media que participa de-las partes inferior,
central y superior de la merluza, operacién efectuada en condiciones
estériles y seguida de la colocacién de tal muestra en un matraz, asimis-
mo estéril, donde se agita durante quince-veinte minutos con un volu-
men de agua igual a tres veces el peso de la muestra. De la suspensién
asi obtenida sembramos directamente en placas de agar comdn para
aislamiento de aercbios y en tubos de Holl y de Tng para desarrollo de
anaerobios. Unas y otros se incuban a 25° C.

Partiendo de las siembras en placa obtenemos cultivos puros, de cada
uno de los cuales se hace el examen macroscopico de colonias, asi como
su estudio morfolégico, coloracién al Gram y movilidad en cultivo en
caldo de unas horas. Se observan, ademés, sus caracteres culturales y
ﬁsiolégicds en diversos medios diferenciales.

Los resultados de todas estas pruebas nos han permltldo formar di-
versas cartas de identificacién, de las cuales dieciséis han resultado dis-
tintas y son las que presentamos a continuacién.

En los tubos de Holl sembrados se observa a las veinticuatro horas de
cultivo una intensa turbidez y bastante sedimento, y en los de Tung
ligero crecimiento, que a las cuarenta y ocho horas llega a ser abundan-
tisimo, revelando por tincién los bacilos Gram positivos que aparecen en
la figura nam. 8.
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CARTA NUM. 1

Colonias en agar.

Morfologia.

Gram.

" Movilidad.

Caldo comun.
Gelatina.

Agua de peptona.
Nitratos. '
Voges-Proskauer.

Leche tornasolada.
Glucosa.

Lactosa.

Maltosa. -

Manosa.

Sacarosa.

Forma esférica re-
gular, bordes con-
tinuos, didmetro
inferior a 1 mm,,
ligeramente bri-
llantes.

Bacilos cortos (fi-
gura nam. 1).
Negativo.
Negativa.
Turbidez.
Fluidificacion.

No indol.

Reduccién.

No acetilmetilcar-
binol.

Negativa.

No fermenta.

No fermenta.

No fermenta.

No fermenta.

No fermenta.

B

CARTA

- Colonias en agar.

Morfologia.
Gram.

Movilidad.

Caldo comun.
Gelatina.

Agua de peptona.
Nitratos. )
Voges-Proskauer.
Leche ‘tornasolada.
Glucosa.

Lactosa.

Maltosa.

Manosa.
Sacarosa.

NUM. 2

Muy abundantes,
puntiformes, opa-
cas.

Bacilos.

Positivo.

Negativa.

Turbidez.

Fluidificacién.

No indol.

Reduccioén.

Negativa.

Negativa.

Fermenta.

No fermenta.

No fermenta.

No fermenta.

Fermenta.

CARTA NUM. 3

Colonias en agar.

Morfologia.

Gram.
Movilidad.
Caldo comiun.

Gelatina.

Agua de peptona.
Nitratos.
Voges-Proskauer.
Leche tornasolada.
Glucosa.

Lactosa.

Maltosa.

Manosa.

Sacarosa.

Esféricas, borde
irregular ligera-
mente lobulado,
algo blanquecinas
y de 1 a 3 mm. de
didmetro.

Bacilos grandes (fi-
gura nam. 2).

Negativo.

Negativa.

Turbidez y velo
ligero.

Fluidifica.

Negativa.

Reduccién.

Negativa.’

Reduccién.

Fermenta.

No fermenta.

No fermenta.

No fermenta.

No fermenta.

CARTA NUM. 4

Colonias en agar.

Morfologia.
Gram.
Movilidad.
Caldo comun.

Gelatina.

Agua de peptona.
Nitratos. :
Voges-Proskauer.
Leche tornasolada.
Glucosa.

Lactosa.

Maltosa.

Manosa.

Sacarosa.

De 1 mm. de didme-
tro aproximada-
mente, borde con-
tinuo, eolor ama-
rillo - rosaceo, bri-
llantes.

Cocos.

Positivo.

Negativa.
Turbidez, con al-
gliin sedimento.

Fluidifica.

Negativa.

Reducciéon.

Negativa.

Reduccién.

Fermenta.

Fermenta.

Fermenta.

Fermenta.

No fermenta.

.
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Colonias en agar.

Didmetro inferior
a 1 mm., opaeas,
blanquecinas, bor-
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CARTA NUM. 6

Colonias en agar.

Opacas, de unos
5 mm. de didme-
tro, borde conti-

Colonias en agar.

Morfologia.

Gram.

Movilidad..

Caldo comun.
Gelatina.

Agua de peptona.
Nitratos. .
Voges-Proskauer.
Leche tornasolada.
Glucosa.

Lactosa.

Maltosa.

Manosa.

Sacarosa.

Pequefias, abun-
dantes, puntifor-
mes, de aspecto
Cremoso.

Bacilos.

Negativo.

Positiva.

Turbidez.

No fluidifica.

Negativa.

Reduccién.

Negativa.

Coagulacién 4cida.

No fermenta.

No fermenta.

No fermenta.

No fermenta.

No fermenta.

Colonias en agar.

Morfologia.
Gram.

Movilidad.

Caldo comun.
Gelatina.

Agua de peptona.
Nitratos.
Voges-Proskauer.
Leche tornasolada.
Glucosa.

Lactosa.

Maltosa.

Manosa.

Sacarosa.

: : des lisos. ‘nuo, superficie
Morfologia. Bacilos ‘cortos (fi- plana.
. gura ndm. 3). Morfologia. Bacilos gruesos.

Gram. Negativo. Gram. Positivo.
Movilidad. . Negativa. Movilidad. Negativa.
Caldo comun. Turbidez. Caldo comun. Ligera turbidez.
Gelatina. - Fluidifica. Gelatina. Fluidifica.
Agua de peptona. Negativa. Agua de peptona. Negativa.
Nitratos.- Reduccién. Nitratos. Negativa.
Voges-Proskauer. Negativa. Voges-Proskauer. , Negativa.
Leche tornasolada. Coagulacién. Leche tornasolada. Coagulacién 4cida.
Glucosa. No fermenta. Glucosa. No fermenta.
Lactosa. . No fermenta. Lactosa. No fermenta.
Maltosa. No fermenta. Maltosa. No fermenta.
Manosa. . No fermenta. Manosa. No fermenta.
Sacarosa. No' fermenta. Sacarosa. No fermenta.

CARTA NUM. 7 CARTA NUM. 8

De 2 a 3 mm. de
didmetro, bordes
irregulares, opa-
cas. -

. Bacilos.

Negativo.
Positiva.

Intensa turbidez.
No fluidifica.
Negativa.
Negativa.
Negativa.
Coagulacién acida.
Fermenta.

No fermenta.
Fermenta.

No fermenta.

No fermenta.
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CARTA NUM. 9

De 2 a 4 mm,, cre-
mosas, punteadas,
borde ondulado, li-
geramente conve-

Colonias en agar.

xas.
Morfologia. Bacilos.
Gram. Negativo.
. Movilidad. Positiva.

Turbidez con lige-
ro sedimento.

Caldo comun.

Gelatina. Fluidificacién.
Agua de peptona. Negativa.
Nitratos. Reduccioén.
Voges-Proskauer. Negativa.
Leche tornasolada. Reduccién.
Glucosa. No fermenta.
Lactosa. No fermenta.
Maltosa. No fermenta.
Manosa. No fermenta.
Sacarosa. No fermenta.

GENOVEVA TEJERINA DOMINGUEZ

CARTA NUM. 10

Colonias en agar. Opacas, borde re-
gular, color pardo-
violdceo, didmetro
inferior a 1 mm.

Morfologia. Bacilos largos (fi-
. gura num. 4).
Gram. Positivo.
Movilidad. Positiva.
Caldo comun. Turbidez y velo.
Gelatina. Fluidifica.
Agua de peptona. Negativa.
Nitratos. Reduccién.
Voges-Proskauer. Negativa.
Leche tornasolada. Alcalizacion.
Glucosa. Fermenta.
Lactosa. No fermenta.
Maltosa. No fermenta.
Manosa. No fermenta.
Sacarosa. No fermenta.

CARTA NUM. 11

Abundantes, color
intensamente vio-
ldceo que no co-
munica al medio,
ligero brillo, " bor-

Colonias en agar.

’ . de regular.
Morfologia. Bacilos (fig. n.o 5).
Gram. | Negativo.
Movilidad. Positiva.

Caldo comun. Turbidez y sedi-
mento.
Gelatina. Fluidificacién.
Agua de peptona. Negativa.
Nitratos. Negativa.
Voges-Proskauer. Negativa.
Leche tornasolada. Coagulacién.
Glucosa. Fermentacién.
Lactosa. No fermenta.
Maltosa. Fermentacién.
Manosa. No fermentacién.
Sacarosa. No fermentacién.

CARTA NUM. 12

De 1 a 2 mm., bor-
des irregulares,
brillo azulado, zo-
'nas de crecimien-

Colonias en agar.

to.
Morfologia. . .Bacilos.
Gram. Negativo.
Movilidad. Positiva.
Caldo comun. Turbidez y sedi-

mento.
Gelatina. Fluidificacién.
Agua de peptona. Negativa.
Nitratos. Reduccién.
Voges-Proskauer. Negativa.
Leche tornasolada. Coagulacién.
Glucosa. Fermentacioén.
Lactosa. No fermenta.
Maltosa. No fermenta.
Manosa. Fermentacién.
Sacarosa. No fermenta.



CARTA

Colonias en agar.

Morfologfia.
Gram.
Movilidad.
Caldo comiin.

Gelatina.

Agua de peptona.
Nitratos.
Voges-Proskauer.
Leche tornasolada.
Glucosa.

Lactosa.

Maltosa.

Manosa. /
Sacarosa.
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NUM. 13

Color rosa-violaceo,
bordes continuos,
elevadas en el cen-
tro, ligeramente
brillantes, diame-
tro aproximado de
1 mm.

Bacilos.

Negativo.

Positiva.

Turbidez, velo li- |

gero.

No fluidifica.
Negativa.
Reduccioén.
Negativa.
Alcalinizacién.
Fermentacion.
No fermenta.
No fermenta.
No fermenta.
No fermenta.
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CARTA NUM. 14

Colonias en agar.

5

Morfologia.
Gram.
Movilidad.
Caldo comin.

Gelatina.

Agua de peptona.
Nitratos.
Voges-Proskauer.
Leche tornasolada.
Glucosa.

Lactosa.

Maltosa.

Manosa.

Sacarosa.

De 2.5 mm. de dia-
metro, cremosas
con bordes trans-
parentes, contor-
no muy irregular.
Bacilos (fig. n.e 6).
Negativo.
Positiva.
Turbidez,
dimento.
Fluidificacion.
Negativa.
Reduccidn.
Negativa.
Coagulacién 4cida.
Fermentacién.

No fermenta.
Fermentacién.

No fermenta.
Fermehtacién.

algo se-

CARTA

Colonias en agar.

Morfologia.
Gram.

Movilidad.

Caldo comin.
Gelatina.

Agua de peptona.
Nitratos.
Voges-Proskauer.
Leche tornasolada.
Glucosa.

Lactosa.

Maltosa.

Manosa.
Sacarosa.

NUM. 15

N

De 1 a 2 mm. de

didmetro, naabun-
dantes, ligeramen-
te convexas, bor-
des lisos, tono al-
g0 dorado.
Bacilos (fig. n.°> 7).
Negativo.

Positiva.

Turbidez.
Fluidificacién.
Negativa.
Reduccién.
Negativa.
Coagulacion 4cida.
Fermentacién. )
Fermentacién.
Fermentaci6n.
Fermentacién.
Fermentacion.

‘CARTA NUM. 16

Colonias en agar.

- Morfologia.

Gram. )
Movilidad.
Caldo comun.

Gelatina.

'Agua de peptona.
Nitratos.
Voges-Proskauer.
Leche tornasolada.
Glucosa.

Lactosa.

Maltosa.

Manosa.

Sacarosa.

Color pardusco,
translicidas, lisas.

Bacilos. )

Negativo.

Negativa.

Turbidez, velo muy
ligero.

- No fluidifica.

Negativa.
Reduccién.
Negativa.
Negativa.

No fermenta.
No fermenta.
No fermenta.
No fermenta.
No fermenta.
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B)

Utilizamos la misma merluza indicada en el apartado anterior, pro-
curando en este caso que las muestras tomadas sean lo més anilogas
posibles para todas las experiencias; en la mayoria de ellas su peso os-
cila alrededor de los treinta gramos.

La muestra tomada se lleva a un mortero estéril, donde se tritura
pcrfectamente a la vez que se aflade por cada diez partes 100 c. c. de agua
destilada estéril. La masa resultante se agita enérgicamente unos diez
minutos, al cabo de los cuales se deja sedimentar para servirnos del
liquido sobrenadante que resulta, que es el punto de partida para la
preparacién de nuevas suspensiones de concentracién decreciente. Los
limites de estas 'diluciones fueron variados en el curso del trabajo entre
107 y 107", de acuerdo con el momento en que se efectud la determina-
cién y con Ia mayor o menor actividad de los diversos grupos bacterianos.
Las primeras determinaciones diferian entre si veinticuatro horas, des-
pués se sucedieron cada cuarenta y ocho y, finalmente, a los tres dias,
hasta complétar los veiﬁte que habian sido sefialados.

Las siembras de cada serie de diluciones preparada se lleva a cabo en
los medios que indican las acciones siguientes:

Utilizacién de pectina. Produccién de SH,.

Utilizacién de proteinas. : Produccién de indol.
Fermentacién de urea. Formacién de acido butirico.
Desnitrificacién. Produccién de acetilmetilcarbinol.
Fluidificacién de gelatina. Crecimiento de anaerobios.
Fermentacién de glucosa. Fermentacién de maltosa.

Fermentacién de lactosa.

Se cultiva en estufa a 25° C., y el reconocimiento de los productos
formados se hace mediante sus correspondientes reactivos quiniicos (sub-
acetato de plomo, para el sulfhidrico; reactivo de Ehrlich, para el indol,
etcétera).

Los productos que 'gmpleamos en la preparaciéon de los medios de
cultivo y reactivos quimicos son de méxima garantia.

8
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El indicador de pH utilizado en los caldos azucarados es el bromocre-
sol ptrpura. ‘

Para las observaciones microscépicas hemos empleado un microsco-
pio Zeiss, y los fotografias que presentamos han sido realizadas con una
maquina Leica.

La determinacién del pH se practica en la masa resultante de la tri-
turacién de la merluza en mortero, empleando para ello un medidor To-
rres Quevedo mod. EE.51-01, ntim. 159.

Los resultados obtenidos en estas pruebas son los que figuran en el
cuadro siguiente: '
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RESULTADOS DE LOS ANALISIS EFECTUADOS DURANTE LAS

(NOGMERO DE BAC

~ TOMAS DE MUESTRAS 24 horas 3 dias 5 cias
pH de la muestra ... ... ... ... oo ... 6,8 6,9 7,05
Fluidificacién de gelatina ... ... ... 106 107 107
Utilizacién de proteinas ... ... ... ... | 108 107 ’ 107
Fermentacién de urea... ... ... ... ... | 108 108 108
Desnitrificantes ... ... ... ... ... ... ... | 107 107 108
Productores de SH, ... ... ... ... ...| 103 103 103

Productores de indol ... ... ... ... .| — — —
Anaerobios ... ... ... oo cvnw .| 108 102 103

Utilizacién de pectina ... ... ... ...| — — —

Fermentadores de Glucosa ... ... ... 108 (Ay @) | 107 (AyQ) | 108 (Ay @)

Productores de acetilmetilcarbinol.| 103 102 104

Fermentadores de maltosa ... ... ... 108 (Ay Q) 107 (A vyG) | 108 (Ay Q)

Fermentadores de lactosa ... ... ...| 105 (AyG) | 107" (Ay @) | 10 (Ay @)

Productores de butirico ... ... ... ... | 108 107 . 107
INTERPRETACION

El anélisis bacteriolégico de la superficie del pescado nos ha permi-
tido el aislamiento de dieciséis especies de bacterias, tanto de forma co-
cécea como -bacilar, si bien, de acuerdo con Zobell y Upham, son estas
Gltimas las que predominan, como también las Gram negativas, que al-
canzan una proporcién superior a 70 por 100. '

La mayor parte de ellas son mdviles, resultado que concuerda con

' Schonberg, asi como su facilidad para fluidificar la gelatina y desarrollar-
se a 25° C.

10
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DIVERSAS FASES DE ALTERACION DE LA MERLUZA A 4 C.

TERIAS POR GRAMO)

7 dias 10 dias 13 dias 16 dias 20 dias
7.4 78 8,0 : 84 . 83
107 1107 10 100 101
107 107 100 1 108 107
108 10¢ ’ 1010 - 1013 101s
108 10° 100 108 1018
106 107 - 10° 1010 108
105 107 T 107 108

101 (AyG)| 10 (AyG)|[ 10° (AyG) 10m (AyGQ) 10u (AyG)
107 o100 1010 108 10

107 (AyG)| 10° (AyG)| 10 (AyG) 10 (AyG) 10° (AyG)
108 (AY Q) 100 Ay @& 101 (Ay @) 10 (Ay G)v 101 (Ay &)

108 108 i 108 10 ' 108

En general dominan las bacterias proteoliticas y aquellas que presen-
tan capacidad reductora de nitratos, acciones ambas que hemos de con-
siderar interesantes en cuanto se refiere al proceso inmediato de la pu-
trefaccién y elevacién del pH.
 Por las determinaciones efectuadas durante el proceso de putrefac-
ci6én de la merluza, podemos observar, en primer lugar, la ausencia del
tipo de bacterias capaz de utilizar pectina o productos afines. Tampoco
hemos podido demostrar la presencia de los organismos productores de
indol, a pesar de la significacién que Clough les concede en esta altera-
cién. Existen, en cambio, los que modifican la glucosa hasta acetilmetil-

1
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carbinol, que se encuentran en ntimero maximo en la determinacién co-
rrespondiente al décimotercero dia. ‘ .

Los organismos que actiian sobre sustancias hidrocarbonadas aumen-
tan en ntmero hasta alcanzar los trece-dieciséis dias, correspondiendo los
valores mé4s altos, en un principio, a los fermentadores de glucosa, que
luego son superados por los que fermentan maltosa, mientras que los que
actlian sobre lactosa se mantienen constantes en las altimas determma—
clones.

De los restantes organismos, son los que fermentan la urea los que
tienden a los valores méas elevados, seguidos de cerca por los desnitrifi-
cantes. Puede observarse, a lo largo de toda la putrefaccién,' un gran
paralelismo entre dos acciones, que son la utilizacién de proteinas y flui-
dificacién de gelatina, que sélo se mterrumpe por predominio de esta 1l-
tlma al final del proceso.

Las hacterias productoras de SH, son muy poco abundantes en lag
primeras determinaciones, asi como el,grmpo de anaerobios proteoliticos,
a los que, segiin Hoffstadt, se podria conceder un significado especial en
el almacenamiento del pescado.

Entre todos_los cambios que la merluza experimenta, es el que de-
termina la produccién de butirico al que corresponde mayor constancia.

RESUMEN

Hacemos un anélisis bacteriolégico de merluza que nos permite aislar
dieciséis especies distintas de bacterias. También seguimos todo su pro-
ceso de putrefaccién g 4° C., determinando los grupos de bacterias de
diferente accién fisiolégica que en él intervienen, y la variacién que en’
ntmero experimentan durante el mismo.

SUMMARY

" In a bacteriological annalisis sixteen different bacterial species were
isolated from Merlucius merlucius. Afterwards the whole process of decay
at 4° C. was followed determining the bacterial physiological groups and
‘the variation in number of bacteria during the process.
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