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C.s. I.C.
ESTACION EXPERIMENTAL DEL ZAIDIN. GRANADA
SECCION DE MICROBIOLOGIA

UN NUEVO METODO DE TINCION PARA EL
GENERO AZOTOBACTER

POR
V. CALLAO y E. HERNANDEZ

~ Los métodos generales de tincién de bacterias no producen resultados
satisfactorios cuando se aplican a colorear los microbios pertenecientes al
género Azotobacter, debido a la abundancia de- sustancias mucilaginosas
sintetizadas por los mismos y al abundante deposito salino que se produce
en sus medios de cultivo. Por ello, el fondo de estas preparaciones no
queda transparente y se produce una acumulacién de colorante sobre la
célula bacteriana, que impide la observacion de su estructura de un modo
hien definido. |

Es generalmente utilizada para tefiir este tipo bacteriano, la técnica
de Winogradsky (1), que colorea a las células vegetativas y que' estd basa-~
da en la actuacién con violamina y violeta de genciana, ambas en solucio-
nes débiles. Para la coloracion de los quistes se utiliza por el mismo autor
una coloracién triple: violamina calentada hasta emisiéon de vapores, vesu-
hina y violeta de genciana.

Con los métodos empleados por Winogradsky suelen obtenerse, por
lo general, coloraciones excesivamente intensas, que impiden observar de
una manera clara la forma y estructura de las células, y no se aprecia en
los quistes la clara diferenciacion entre el cuerpo central y las dos mem-
branas. Para evitar estos inconvenientes, hemos ensayado cierto nfimero
de colorantes, empleandolos a diferentes concentraciones y a tiempos varia-
“ bles de actuacién, hasta conseguir el método que aqui presentamos, con
el que hemos obtenido resultados satisfactorios y que constituye el objeto
de esta comunicacion.

Microbiol. Espaii., 14 (1961), 129. 1



130 V. Callao y E. Herndndez

MATERIAL Y METODOS

Los gérmenes del género Azotobacter utilizados para este trabajo han
sido obtenidos de la coleccién de la Estacion Experimental del Zaidin y
aislados en suelos de la vega granadina.

Se han utilizado los colorantes siguientes: rosa de Bengala (Geigy) y
violeta de genciana (Geigy).

Se emplean dos disoluciones: @) disolucién de rosa de Bengala en agua
fenicada al 5 por ciento y a concentracién del co'orante del 1 por ciento
(p/v); b) disolucién de violeta de genciana en agua destilada al 1 por
cinco mil (p/v).

Ambos colorantes deben estar recién filtrados en el momento de su
utilizacién, si se quiere’conseguir un fondo completamente nitido.

La técnica de la tincién utilizada es la siguiente :

1) Extensién y fijacién por el calor.

2) Teiiir con la disolucién de rosa de Bengala durante treinta secundos

3) Lavar con agua destilada.

4) Diferenciar con la disolucién de violeta de genéiana durante quince-

veinte segundos.

5) Lavar y dejar secar en el aire.

RESULTADOS Y DISCUSION -

Debido a las débiles concentraciones de los colorantes que utilizamos
y como consecuencia de su poco tiempo de actuacion, se evitan con el uso
de esta técnica las molestas acumulaciones de los mismos, que interfieren la
observacién clara de las células, apareciendo el fondo de las preparaciones
totalmente transparente. '

También se han logrado con el uso de este método de tincién excelen-
tes resultados para la tincién de los quistes, con la ventaja de usar un
mismo procedimiento para su observacmn con]untamente con la de las cé-
lulas vegetativas. En ellos se distinguen perfectamente sus dos cubiertas ex-
lernas, que aparecen claramente diferenciadas del nticleo central (ftgura I).

Otra ventaja que posee nuestra técnica de tincion reside en la diferen-
te coloracién con que aparecen temdas las formas jovenes y las adultas

2



Nuevo método de tincion de Azotobacter ©131
Las células jovenes se colorean mas intensamente que los elementos adul--
tos (figuras 2-3), mientras que las células en estado prequistico aparecen
tefiidas irregularmente, en.forma de granulos, semejando un mosaico (fi-
gura 4). ‘

RESUMEN

Se da a conocer un nuevo método de coloracién diferencial para to-
dos los estados celulares del género Azotobacter.

"El procedimiento consiste en tefiir primeramente con disolucién de’
rosa de Bengala al 1 por ciento (p/v) en agua fenicada al 5 por ciento du-
rante treinta segundos, y después de lavar, diferenciar con violeta de gen-
ciana en solucién acuosa al 1 por cinco mil, durante quince-veinte se-
gundos. ' :

SUMMARY

A new method is presented to differential stain for every cellular
stages of the bacteria belonging to the genus Azotobacter. The method is
based in the action of 1 per cent (w/v) Rose Bengal solution in 5 per cent
. carbolic acid on the head fixed smear during thirty seconds, and succes-
sively. after washing with water, it is used to difference, a 1/5,000 (w/v)
(rentian Violet solution during fifteen-twenty seconds.

REFERENCIAS
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Figura 3. Formas celuiares jévenes v adultas de A. chroococcum Figura 4. Células en estado prequistico de Azotobacter sp.



C.S 1IC
INSTITUTO «FAIME FERRAN., DE MICROBIOLOGIA

ANALISIS DEL MICELIO DEL ASPERGILLUS
TERREUS

POR
R. LAHOZ y D. RODRIGUEZ

INTRODUCCION

v

En nuestros experimentos preliminares con el Aspergillus terreus nos
llamé la atencién la cantidad comparativamente grande de masa miceliar
que se obtenia durante la fermentacion de este organismo en los medios
sintéticos de Raulin y Czapek-Dox, especialmente en este tiltimo, en el que
la glucosa constituye la tinica fuente carbonada. En estos experimentos,
extracciones con disolventes organicos de pequefias muestras de micelio
desecado, proporcionaban extractos aparentemente abundantes, lo que
nos movid a estudiar sistematicamente los diferentes materiales obteni-
dos en cada una de las fracciones resultantes en las extracciones.

La primera fraccidn obtenida (con éter de petréleo), ascendia al 25 por
ciento del peso de micelio seco. La segunda resulté en el tratamiento del
micelio con éter ordinario y suponia el 17 por ciento del peso de micelio.
Finalmente, la extraccién del micelio con acetona proporcionaba un ex-
tracto de color fuertemente amarillo y que una vez destilado el disol-
vente, contenia el 3 por ciento del peso del micelio. .

Multiples han sido los productos descritos como resultantes de las
actividades quimicas del Aspergillus terreus cultivado en medios sinté
ticos; sin embargo, nada existe en la bibliografia referente a la produc-
«ién de grasa por el microorganismo que nos ocupa y que en el caso
de la cepa objeto de este trabajo el rendimiento en grasa llega a ser del
25 por ciento. Raistrick y Smith (8) logran aislar la terreina y citrinina,
asi como cantidades variables de los Acidos oxalico y succinico. Un afic

Microbiol. Espaii , 14 (1961), 135, 1



136 R. Lahoz y D. Rodriguez

més tarde, los mismos autores (g) detectan en la soluciéon metaboiica del -
. terreus, y separan en estado de pureza, dos metabolitos conteniendo
cloro en la molécula, que designan con los nombres de geodina y erdina.

Calam (2) encuentra los acidos itacénico y fumarico, mientras Kent
y Heatley (4) denuncian la presencia de patulina en los liquidos donde
se habia desarrollado el A. terreus. Los Aacidos itartarico y terreico
fueron ambos aislados del A. terreus por Stodola y cols. (10) y por
Pausacker y cols. (6). Los investigadores japoneses Iwata y Yosioka
(3) aislaron la terreina y Raistrick y Rudman () separaron la flavipina
en estado de pureza, del liquido metabolico del 4. terreus.

En la presente investigacion se hace un estudio de la composicién
quimica de la Fraccion I (fraccién grasa) y de la Fraccién II1 (extracto
aceténico). La Fraccion 11 (extracto etéreo) se halla todavia en estudio

PARTE EXPERIMENTAL

La cepa de A. ferreus, cuyo micelio es objeto del presente estudio,
fue aislada de una muestra de tierra de labor procedente de Villafranca
de los Barros (Badajoz), que nos fue facilitada por el Instituto de Eda-
fologia. E]l moho se halla catalogado en la coleccion del Instituto “Jaime
Ferran”, de Microbhiologia, con el niimero A-350.

Periédicamente se sembraron diversos lotes de matraces de 1 1 de ca-
pacidad, conteniendo cada uno 300 ml del medio estéril de Czapek-Dox
de la siguiente composicion: Glucosa, 50 g; NO3Na, 2 g; POH:K, 1 g;
CIK, 0,5 g; SOsMg7H-0, o,5 g; SO.FesH,0, o,01 g; agua destila-
da, 1.000 ml. La siembra se hacia con una suspensiéon de esporas en agua
destilada, procedente de cultivos del microorganismo en malta-agar. La
incubacion se hacia en superficie a 24 °C y en la oscuridad.

Cuando el contenido de glucosa residual (determinada polarimétri-
camente) era de 1,0-0,4 por ciento, lo que tiene lugar entre los veinti-
cuatro y veintiocho dias de incubacién, se retiraban los matraces de la
incubadora y se separaba el micelio de los liquidos metabolicos por fil-
tracién. La masa de micelio resultante se lavd con agua destilada, se
prensé ligeramente entre papel de filtro, se secé parcialmente a la tempe-
ratura del laboratorio y totalmente manteniéndola durante varios dias
en una estufa de cultivo a 37°C. Una vez seco el micelio se pulverizé

2



Andlisis del micelio del A. terreus 137

finamente usando una méaquina de moler. En las diversas etapas de
trabajo, cantidades variables, pero conocidas, de micelio eran colocadas en
un aparato de extracciéon de tipo Soxhlet y extraidas con éter de petrdleo
(p. e. 5070 °C) durante un periodo variable de tiempo, generalmente
de doce-quince dias. A continuacién se separaba el disolvente por desti-
lacién a presién ordinaria y a la temperatura de 8o °C y las tltimas por-
ciones en vacio, con lo que se obtenia una grasa liquida (aceite) de color
‘10jizo (Fraccién I), y cuyo rendimiento es del 25 por ciento del micelio
seco.

~ El micelio extraido con éter de petréleo, como se acaba de describir,
se secaba en el aire a la temperatura ambiente y volvia a extraerse de
nuevo, empleando esta vez éter sulfiirico. El extracto etéreo obtenido se
desecaba sobre SO4Nap anhidro y se destilaba el disolvente, resultando
una masa solida gelatinosa de color marrén rojizo que constituia el 17
por ciento del peso del micelio (Fraccién IT). Se repitid el ptoceso de
extraccion, usando ahora acetona como disolvente. Evaporado el disol-
vente, se obtenia un sélido blanco cristalizado en agujas (d-manita) y
que alcanza hasta un 3 por ciento del peso del micelio (Fraccién III).

Fraccion [
Caracteristicas fisicoguimicas

Punto de solidificacion 1-3
Indice de yodo (Hanus) 88
Indice de saponificacion 191
Indice de acidez 4,6
Densidad (a 25 °C) 0,955
Indice de Reichert-Meissl 0,3

Saponificacion

5,58 g de grasa se saponificaron empleando 3 g de KOH y 5 ml de
alcohol de 95°. Terminada la saponificacion, se calentd suavemente a fin
de evaporar el alcohol, y se dej6 enfriar. Entonces se afiadié agua des-
tilada (40 ml) y se calenté a continuacion hasta completar la disolucida
de los jahones. Una vez fria la solucién jabonosa se extrajo dos veces con
100 ml (50 ml cada vez) de éter de petréleo (p. e. 50°-70 °C). Se separ6
la disolucién de los jabones, de la capa etérea, y se acidifico aquélla
con CIH concentrado hasta coloracién roja del naranja de metilo. El

3



138 R. Lahoz y D. Rodriguez

precipitado blancogrisaceo que se forma fue extraido con éter sulfirico
(50 ml) lavandolo a continuacién con agua destilada. Después de seco
cobre SO4Na, anhidro se desaloj6 el disolvente por evaporaéi(')n en co-
rriente de ‘CO. y las ltimas porciones a presion reducida a 8o °C du-
rante media hora. Secado el residuo sobre P»Os dio un liquido siruposo
de color marrén oscuro que pesaba 3,44 g, lo que corresponde a un 61,46
por ciento de 4icidos grasos totales.

Separacion de los dcidos grasos saturados de los no saturados liquidos

Se tomaron 25 g de aceite y se saponificaron de la manera usual,
empleando para ello 15 g de KOH, que se disolvieron. en la menor can-
tidad posible de agua. A la mezcla anterior se afiadieron 25 ml de alcohol
de 95° Una vez completada la saponificacion, se evapord el alcohol casi
totalmente, afiadiéndole luego 200 ml de agua destilada. Se completd la
disolucién de los jabones calentando la masa en bafio Maria y se separé
a continuacion la materia insaponificable. La disolucién de los jabones se
acidificé con CIH concentrado y se extrajo con éter ordinario (150 ml)
¢l precipitado de los acidos grasos separados. Se lavd el extracto etéreo
con agua, filtrandolo luego a través de papel de filtro ordinario. Se secd
este extracto con SO4Na, anhidro, se filtr6 de nuevo y se evapord el
disolvente en corriente de CO,. La masa siruposa obtenida se seco sobre
P2O5 en el vacio. El material obtenido pesaba 15 g. >

Una muestra (5 g) de los acidos grasos anteriormente obtenidos, se
disolvi6 en 50 ml de alcoho] de 95°. Por otro lado, se preparé una diso-
iucién de acetato de plomo (1,5 g) en 50 ml de alcohol de 95°. Se llevaron
a ebullicién ambas disoluciones y se mezclaron agitando continuamente.
Se dej6 enfriar la disolucion a la temperatura del laboratorio y, una vez
elcanzada ésta, se mantuvo a 15 °C durante dos horas. Se separ6 el
precipitado de jabones de plomo formado mediante filtracion, lavandolo
a continuacién con 200 ml de alcohol de 9z° a 15 °C. Se disolvieron de
nuevo los jabones de plomo en 100 ml de alcohol de 95° caliente, afia-
diendo a esta disolucién 0,5 ml de acido acético glacial. Se calentd de

"nuevo hasta la ebullicién y se volvié a enfriar a la temperatura ambiente
y finalmente durante dos horas. El precipitado de las sales de plomo se
lavé como anteriormente y se suspendié en 100 ml de éter sulfirico con-
tenido en una ampolla de separacién, y a esta mezcla se afiadieron 25 ml
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de NOsH (1:3) agitando suavemente el conjunto durante unos minutos.
Separadas las dos capas, se retird la-etérea, la que se lavd a continuacion
con igual volumen de agua destilada. Una vez seco sobre SO4Nap se
desalojo el éter en corriente de COq. El residuo asi obtenido se sometio
a un secado ulterior en la estufa a 100 °C durante una hora. Al enfriarse
(desecador) resulté una masa so6lida casi blanca, parcialmente cristali-
zada, cuyo peso fue de 1,3 g, lo que constituye el 26 por ciento de acidos
grasos saturados.

Identificacion de los dcidos grasos saturados

Identificacion. Se partié de 15 g de acidos grasos saturados obteni-
dos a partir de la grasa procedente del lote de 452 g de micelio y que
tueron obtenidos del aceite siguiendo el método de las sales de plomo
anteriormente descrito. Se disolvié la mezcla de acidos grasos saturados
en 150 ml de alcohol metilico absoluto caliente y a esta solucion se pasd
corriente de CIH seco hasta saturacién. A los 1.)_ocos instantes de comen-
zar el paso de CIH se observé la formacion de gotas aceitosas de los
ésteres, la cual aumenté continuamente a medida que progresaba la ope-
raciéon, Siete horas fueron necesarias para alcanzar la saturacién con
CIH. Transcurrido este tiempo, se calenté a reflujo durante quince horas
y se separ6 la capa aceitosa que sobrenadaba por medio de una ampolla
de decantacion. Esta masa aceitosa se disolvio en éter ordinario (100 ml)
v se lavo la solucién etérea de los ésteres, primero, con agua y, final-
mente, con solucion diluida de COgHNa. Separada la capa etérea, se
sec6 sobre SO4Na, anhidro y se desalojé el éter por destilacion. La
mezcla de ésteres metilicos pesé 18 g.

A continuaciéon se destilaron fraccionadamente a presién reducida,
segiin el cuadro I.

Cuadro 1
Fracciones ‘ Temperaturas Presiones Pesos
°C mm Hg g
I 160-170 9 1,60
28 170-180 7 518
3* 181-190 7 2,45
4* . 191-197 8 6,65
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Se saponificé cada una de estas fracciones a fin de liberar los acidos
grasos y proceder a su separacion e identificacion. '

Separacion por cristalizacion fraccionada. Los acidos componentes de
cada una de las fracciones se disolvieron en alcohol absoluto, en cantidad
tal que nada de solido precipitase a 15 °C. Entonces las disoluciones
alcohdlicas de las diferentes fracciones se llevaron a la temperatura de
o °C durante un periodo de tiempo- de doce horas. Transcurrido este
tiempo, se separaron por filtracion los cristales formados en cada una
de las fracciones, concentrando a continuacién las aguas madres y en-
triando de nuevo a la temperatura de o °C hasta que se obtuvieron mis
cristales. Se determinaron los puntos de fusién de cada una de las di-
versas fracciones obtenidas, mezclando las de propiedades andlogas. Se
repitid este proceso hasta llegar a obtener fracciones de composicién uni-
forme con las que se consiguieron dos fracciones finales: una, cuyo
punto de fusidon era 67°-69,5 °C, y otra, que fundia a 61°-62 °C.

Ambas se recristalizaron de alcohol absoluto. Para la primera se ob-
tuvo el punto de fusién de 69,5 °C.

Identificacién de los dcidos grasos liquidos no saturados

El filtrado procedente de la precipitacién de las sales de plomo
de los acidos saturados, contiene en solucion los jabones de plomo de los
acidos no saturados. Para liberarlos se diluy6 la solucién alcohdlica de
las sales de plomo hasta un volumen aproximado de 500 ml, acidificando
luego con (CIH concentrado. Se filtré a fin de separar el precipitado de
Cl,Pb formado, y el liquido claro que filtré se extrajo con éter sulfiirico
(100 ml) en ampolla de decantacion. Separada la capa etérea y lavada con
agua previamente, se desec6 sobre SO4Na, anhidro. Desalojado el éter
en corriente de nitrégeno y las dltimas porciones a presion reducida,
qued6 un liquido de aspecto oleoso cuyo peso era de 2,2 g, o sea, el 44
por c1ent0 de acidos grasos no saturados.

Bromacién. A 5 g de la mezcla de 4cidos no saturados, contenidos en
un matraz, se afiadieron 50 ml de 4cido acético glacial. A esta disolucién
se agregaron 10 ml de éter ordinario y se colocd el matraz conteniendo la
mezcla en un bafio de hielo. Sobre la mezcla, asi enfriada, se hizo gotear
lentamente una disolucién (50 por ciento) de bromo en acido acético

6
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glacial, hasta que el liquido adquiria una coloracion rojiza, y entonces se
colocé el matraz a la temperatura de 5 °C durante doce horas. Trans-
currido este tiempo, no se observd la produccién de precipitado al-
guno, lo que probaba la ausencia de &cido linolénico. Al liquido con-
tenido en el matraz se le afiadié agua destilada en exceso (500 m'l),
con lo que tuvo lugar la formacién de una abundante turbidez. Trans-
curridos unos minutos, se observé la existencia de una ligera capa de
imaterial solido en el fondo del matraz. Separado el precipitado por fil-
tracién, se disolvié en éter ordinario y se desec6 la disolucién etérea con
S04Na, anhidro. La masa so6lida que se obtuvo por filtracién y evapora-
cign del éter sulfirico, se disolvié en éter de petréleo (p. e. 50°-70 °C) y
se dej6 a la temperatura de o °C. El solido blanco cristalino re-
sultante, una vez desecado, fundia a gg9°-101 °C. Recristalizado €] éter de
petrdleo (p. e. 50°-70 °C), se obtuvieron agujas blancas que fundieron
a 111°-112 °C. El écido tetrabromolinoleico funde a 114°-115 °IC (5). '

Ozidacién. 5 g de la mezcla .de los acidos grasos no saturados se
afiadié sobre una disolucién formada por 5 g de NaOH en 500 ml de
agua destilada y se calentd ligeramente el conjunto en bafio Maria. Cuan-
do la solucién jabonosa era casi transparente, se dej6 enfriar, y a conti-
nuacion se vertié sobre 4 1 de agua previamente enfriada a la temperatura
de 8 °C, agitando continuamente la masa liquida total. Al conjunto se
afiadieron lentamente y con agitacion 400 ml de MnO4K al 1 por ciento,
que habia sido enfriado previamente a 6°-8 °C. Transcurridos cinco mi-
uutos, se hizo llegar SO, a la vasija en que tiene lugar la réaccién,
hasta decoloracién completa del liquido. Después de unos minutos se
filtré el precipitado 'blanco formado y se desecé éste con PoOs. Se
extrajo el precipitado con cloroformo hirviente y a continuacién se fil-
tr6. El solido insoluble se disolvi6 en una mezcla caliente de alcohol-
benceno 1:1. Al enfriarse se obtuvieron cristales blancos en forma de
agujas, cuyo punto de fusiéon era 171°-172 °C. (

El cloroformo de la extraccidn anterior se evapord a sequedad y el
material sélido resultante se extrajo con éter de petroleo (p. e. 50°-70 °C),
calentando a reflujo durante unos minutos. Se filtré la mezcla a fin de
separar el sélido blanco insoluble y se cristaliz6 éste de alcohol-benceno
1:1. El punto de fusién de producto cristalizado de alcohol-benceno era
128 °C.
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Materia insaponificable

La solucion etérea conteniendo el material insaponificable se sometié
a destilacién a fin de separar el disolvente (éter de petrdleo, p. e. 50°-70 °C)
lo que proporcioné una masa solida de color amarillento, parcialmente
cristalizada, que una xez seca fundia a 142°-154 °C. Este material, antes
de ser sometido a purificacion ulterior, daba las reacciones que se indican
a continuacio6n,

Una pequefia muestra de este material se disolvié en cloroformo, y a
esta solucion se le afiadieron 20 gotas de anhidrico acético. Sobre el con-
junto se vertieron unas gotas de SO4Ha concentrado. Inmediatamente se
formé una intensa coloracién roja, la cual rapidamente pasa a violeta-
azulado v finalmente a verde.

Sobre una pequefia cantidad del material problema disuelto en clo-
roformo, se vertieron varias gotas de SO4H, concentrado. La capa de
écido se colorea de rojo intenso, mientras la capa cloroférmica queda
incolora.

Una disolucion de la substancia o substancias en cloroformo mez-
clada con otra de cloruro de antimonio en el mismo disolvente, producia
una débil coloracién roja al cabo de un corto tiempo.

Se observo la gran solubilidad de este material en los disolventes or-
ganicos. En alcohol metilico absoluto se disolvia facilmente al calentar,
de donde cristalizaba al enfriarse. Resultaron cristales blancos en forma
de hoja de helecho. Desecados sobre P»O; y determinado su punto de
fusién, se obtuvo 148°-153 °C. Recristalizado en alcohol metilico ab-
soluto dio ‘155°-158 °C. '

Teniendo en cuenta las reacciones coloreadas anteriormente descritas
y las solubilidade sde la substancia, se pensé en la posibilidad de que el
material descrito en el presente apartado fuese ergosterol. A fin de ob-
tener el hidrato de ergosterol (1), se tomaron 0,40 g del material antes
descrito de punto de fusién 155°-158 °C y se disolvieron en 20 ml de una
disolucion caliente de KOH en alcohol al 3 por ciento y se mantuvo en
ebullicion durante unos minutos. Se afiadieron unos pocos mililitros de
agua destilada, resultando al enfriarse una masa de cristales blancos en
forma de agujas finas que, desecados, fundieron a 159°-161 °C.
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Fraccion 111

El micelio secado al aire (después de haber sido extraido con éter
ordinario) fue extraido con acetona en un extractor tipo Soxhlet, hasta
que tomada una muestra (2 ml) y evaporada en un vidrio de reloj no de-
jaba residuo alguno. Destilado el disolvente a la presién ordinaria, y las
ultimas porciones en vacio, se obtuvo un sélido blanco cristalizado en
agujas. El punto de fusién de este material era de 155°-158 °C y su
peso, 2,8 g.

Sobre el producto crudo asi obtenido se afiadieron 50 ml de agua
destilada y se calenté a continuacidn ligeramente. Se filtré la disolucion,
con el fin de separar una pequefia masa de un material amorfo de color
amarillento que acompafiaba al producto cristalizado, y se destilé a se-
quedad en el vacio a 8o °C. Al s6lido blanco que quedaba en el matraz
de destilacion se le afiadié alcohol absoluto (100 ml) y se calenté a ebu-
llicién. Al enfriarse se obtuvo una substancia blanca cristalizada en agujas,
que fundia a 165,5 %C. Recristalizada de etanol, p. f., 166 °C.

Una pequefia cantidad de la substancia asi purificada (p. f., 166 °C).
disuelta en agua no dio coloracién o precipitado. alguno al ser tratada
con solucién acuosa de ClgFe.

Una determinacion del nitrégeno en la molécula de la substancia dio
riegativo.

El producto era soluble en agua fria. En etanol, asi como en butanol,
era soluble en caliente, de donde precipitaba en forma de agujas blancas
al enfriar la solucién.

Se pensdé que la substancia que nos ocupa podia ser d-manita, tan
frecuente en los liquidos metabdlicos de mohos, asi como en el micelio.

Una pequefia cantidad de la substancia problema se mezclé intimamen-
te con una muestra de manitol auténtico y se determiné el punto de
tusién de la mezcla, no observindose depresién alguna (166 °C).

Acetilacién. Una muestra de la substancia supuesta d-manita (0,22 g)
se mezclé en un mortero con 0,5 g de acetato sédico anhidro. A esta
mezcla colocada en un matraz se le afiadieron 2 ml de anhidrico acético. Se
calenté lentamente a reflujo hasta alcanzar la temperatura de 140°-150 °C
y luego se dej6é enfriar hasta la temperatura ambiente. Se afiadieron
40 ml de agua destilada, mientras se agitaba continuamente el matraz

9
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sumergido en agua fria. Se filtré la disolucién formada y al liquido
filtrado se le afiadieron unos pocos mililitros de CIH diluido y se extrajo
el liquido con éter ordinario. Separado el éter en el vacio, quedaba una
pequefia cantidad de un liquido siruposo, casi transparente. Vertiendo
agua en exceso sobre aquél, se obtenia casi inmediatamente una masa
de solido blanco cristalizado en tablas rectangulares o rombos. Punto de
fusién del material crudo, 117°-120 %C. Recristalizado en agua, 119°-120 °C.

Paralelamente a esta acetilacién se efectfia otra, esta vez empleando
una muestra de 0,5 g de manitol auténtico. La operaciéon se redlizé en
las mismas condiciones que la anterior, con lo que se obtuvo un producto
de punto de fusién de 119,5 °C.

Se hizo una mezcla intima con dos muestras de los productos proce-
dentes de cada una de las acetilaciones descritas anteriormente y se deter-
miné el punto de fusién de esta mezcla, obteniéndose el valor de 119°
120 °C.

DISCUSION Y RESULTADOS

A la vista de los resultados obtenidos en el andlisis de la grasa ex-
traida del micelio del 4. terreus, se observa que este material no
parece diferir notablemente en su composicion de otras grasas pro-
cedentes de mohos. Los valores de algunas de sus constantes quimicas
recuerdan a las obtenidas por Ward y Jamieson (11), para la grasa del
Penicillium javanicum van Beijma, como se indica en el cuadro 2.

Cuadro 2
P. javanicum A. terreus
Indice de saponificacién 101,0 191,0
Indice de yodo 84,0 88,0
Indice de Reichert-Meissl 0,3 0,3

Sin embargo, cualquiera de estos indices tiene escaso valor compara-
tivo. La exacta coincidencia entre ambos indices de Reichert-Meissl ca-
rece de significacion, dado que la mayoria de los aceites contiene indicios
solamente de 4cidos volatiles y, por tanto, los valores obtenidos en esta

10
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determinacién son siempre menores de 1 y bastantes préximos entre si.
Los indices de saponificacién, en general, no difieren ampliamente para
muchas grasas de origen vegetal; no obstante, en el caso presente, el
indice de saponificacion obtenido (191) puede ser considerado como com-
parativamente bajo. Esto vendria a confirmar la no existencia en el
problema de acidos volatiles o solubles, al menos en cantidades apreciables,
lo cual estd en concordancia con el valor obtenido para el indice de
Reichert-Meissl y su significado anteriormente expuesto. Ademas, la
falta de uniformidad en los métodos analiticos dificulta los estudios de
tipo comparativo.

La presencia de los acidos palmitico, estearico, oleico y linoleico en
mayor o menor proporcion, presentes también en el aceite objeto de esta
investigacién, es comun a todas las grasas procedentes de mohos y, en
general, se puede extender esta afirmacién a casi todas las grasas de
origen vegetal. Como anteriormente se dice, el aceite objeto de esta in-
vestigacién no difiere fundamentalmente en su composiciéon de otros
lipidos originados por mohos.

En lo que respecta al alcohol que esterifica a los acidos, no puede
decirse lo mismo, ya que todos los ensayos efectuados para caracterizar la
glicerina dieron resultados negativos, por lo que en este aspecto, la grasa
del A. terreus aqui estudiada difiere notoriamente de la producida por
mohos, en la cual el alcohol esterificante es invariablemente la glicerina.
Este alcohol estd siendo estudiado en la actualidad.

Finalmente, el rendimiento en grasa obtenido (25 por ciento del mi-
celio seco) nos parece realmente alto y, por tanto, no desprovisto de in-
terés, va que si bien ciertas cepas de algunos otros mohos alcanzan rendi-
mientos en grasa mayores, lo hacen, en casi todos los casos, creciendo
sobre medios de cultivo ricos en hidratos de carbono. En el presente tra-
hajo, como al principio se expuso, el contenido inicial en hidrato de car-
bono (glucosa) no es nunca superior al 5 por ciento, es decir, el conte-
nido en el medio ordinario de Czapek-Dox.

Como es sabido, la capacidad de un organismo para sintetizar grasas
¢s una funcién de la concentraciéon inicial de hidrato de carbono.

Asimismo, una razéon C/N alta deberd favorecer la sintesis de

grasa por el A. terreus, como se sabe sucede en otros microorganismos
productores de grasa.
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Teniendo en cuenta lo que antecede, no parece dificil, en principio,
conseguir un considerable aumento en el rendimiento de grasa del A. te-
rreus, con solo variar los factores que antes se mencionan hacia un
optimo en las condiciones favorables a este objeto.

RESUMEN

Er este trabajo se describe, por vez primera, la produccion de grasa
por el Aspergillus terreus.

Este organismo cultivado en un medio sintético y en cultivo estacio-
nario produce un 25 por ciento del peso de micelio seco, de una grasa
liquida (aceite) a la temperatura ordinaria, cuya naturaleza quimica se
estudia en la presente publicacion.

SUMMARY

The production of fat by Aspergillus terreus has been studied. When
growing this organism on a synthetic medium it yields 25 per cent (on
dried micelium basis) of an oil.

The chemical nature of this oil has been investigated.
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ESTUDIO IN VITRO DE LA ACCION DE LA
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INTRODUCCION

El autor esta realizando una serie de estudios de las enfermedades
de los peces, con interés particular en aquellas enfermedades provocadas
‘por Pseudomonas. Entre las investigaciones atin no terminadas, se incluye
el estudio de la accion de un gran nimero de antibidticos cominmente
obtenibles, sobre este tipo de microorganismo. Estudios preliminares de
esta naturaleza han demostrado que la kanamicina ejerce un marcado po-
der inhibitorio sobre las especies de Aeromonas patdogenas para los peces;
el estudio aqui relatado describe otras indagaciones de la acciéon de este
antibibtico, y evallia su accién sobre otras Pseudomonas patdgenas para
los peces. Como hasta el presente la informacion obtenida sobre el empleo
de la kanamicina en la prevenciéon y tratamiento de las ‘enfermedades
bacterianas de los peces es muy escasa, se espera que esta pequefia contri-
bucién pueda resultar interesante a otros investigadores del tema.

La gran mayoria de las enfermedades bacterianas de peces descritas
hasta la fecha parecen ser provocadas por los miembros o las especies
de dos géneros: Aeromonas y Pseudomonas. Para demostrar claramente
la amplia clasificacion de los géneros y especies de peces de los cuales
se aislaron tales bacterias, se codificaron los datos recogidos en el cua-
dro 1.

Microbiol. Espaii., 14 (1961), 147. 1



Cuadro 1. Breve lista de los géneros vy especies de peces de los cuales
han sido aisladas bacterias pertenecientes o la fomilia Pseudomonadaceae
(No se incluye Aeromonas salmonicida)

Bacteria Pez lAutor de la cita

Aeromonas i~
quefaciens (A.
hydrophila)

A. (Pseudomo-
nas) punctate

Ps. putida

Ps.  fluorescens

Ps. granulata

Ps. Plehniae

(considerada
como cepa de
Ps. punctata
por Schiper-
claus (1042)

Ps. intiby

Pseudomonas sp.
(identidad es-
pecifica atin no
determinada)

Carpa (Cyprinus carpio)
Lucio (Esox lucius)

Pez solar (Lepomis sp.)
Trucha arco iris (Salmo iridaeus)

Trucha (Saelvelinus fontinalis)

Carpa (Cyprinus carpio)

Carpas viviparas (Poeciliidae)

Barba rosada (Barba conchonius)

“Pez Paraiso” (Macropodus opercularis)
Albur (Leuciscus leuciscus)

Danio gigante (Danio malabaricus)

Danio (Branchydanio rerio)

Anguila (Anguilla vulgaris)

Carpa (Cyprinus carpio)
Tenca (Tinca wvulgaris)

Peces laberintos (Anabantidae)
Gourami “
terus)
“Pez Paraiso” (Macropodus opercularis)
Todos gouramis del género Colisa

Anzuila (Anguilla wulgaris)

?

Varios géneros de Cyprinidae

Salmén dorso azul (Oncorhynchus nerka)
“Peces de aguas dulces”

Trucha arce iris (Saimo iridaeus)

Carpa dorada (Carassius auratus)

3-puntos” (Trichogaster trichop-

Snieszko (19)
Reed y Toner
(11-12)
Curran (7)
Wagner y Per-
kins (22)
Snieszko (18)

Schaperclaus
(14715)

Van Duijn (21)
Van Duijn (21)
Van Duijn (21)
Van Duijn (21)
Innes (o)
Innes (9)

Van Duijn (21)

Van Duijn (21)
Van Duijn (21)

Van Duijn (20)
Van Duijn (21)

Van Duijn (21)
Van Duijn’ (21)
Van Duiju (21)

Brunner y Strie
gel (4)

Van Duijn (21)

Brissou, Tys-
set y Vacher
3

Rucker (13)
Jacobs (10)
Seaman (17)
Conroy (5)
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De ellas se deduce que tanto los peces de aguas dulces tropicales como
los de agua fria pueden ser afectados. Ademas, puede ser de interés
mencionar que han sido descritas en la literatura cientifica mas enferme-
dades de peces marinos de importancia econdmica, causadas por Pseudo-
monas (8, 24). A esta altura no se ha hecho ningtin intento incluyendo las
bacterias patégenas de peces marinos en estos estudios, y se espera que
iuturas mvest1gac1ones incluiran miembros de ese grupo.

De los microorganismos arriba mencionados, se seleccionaron cinco
como representantes de las especies tipicas del grupo. Las cepas fueron
‘enviadas amablemente por el Dr. S. T. Cowan, Director de la Coleccién
Nacional de Cultivos Tipo, de Londres y por el Director de la Coleccion
Americana de Cultivos Tipo, de Washington. El origen de las cinco
cepas se dan en el cuadro 2. Todas las cepas fueron aisladas de peces
enfermos, ‘y es lamentable que no pudiera obtenerse una cepa de Pseudo-
monas (Aeromonas) punctata para este trabajo. Sin embargo, y teniendo
en cuenta que para Snieszko (19) la Aeromonas hydrophila y la Pseudo-
monas (Aeromonas) punctate son cepas de A. liquefaciens, uno puede
guiarse por los resultados obtenidos en el caso de la A. liqguefaciens.

Cuadro 2. Origen de las cepas utilizadas en el trabajo

Microorganismo Cepa utilizada
A. liquefaciens ) NTCC 9.744
A. hydrophila NTCC 7.812
Ps. putida ATCC 4.359
Ps, fluorescens ATCC 11.520

Pseudomonas sp. Gf. Berk. 1

Parece que las cinco cepas usadas son representantes tipicos de una
amplia seleccion de organismos de tal grupo de patégenos, y ademis, los
resultados obtenidos de los mismos dan una indicacién general del tipo
de reaccion in vitro que puede ocurrir con la kanamicina.
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METODOS EXPERIMENTALES

Los organismos de prueba, o las bacterias en estudio, fueron man-
tenidos en agar inclinado, sembradas cada siete dias luego de haberlas
pasado por agua peptonada. Para estudiar la accion del antibidtico se em-
ple6 un método de dilucién en tubos con caldo, cuya composicion se des-
cribe mas -adelante. El medio basico fue preparado de acuerdo con la
siguiente formula:

Extracto de carne “Anglo” 10,0 g
Peptona bacteriologica “Ocefa” 10,0 g
Cloruro sddico 50 &
Agua destilada c. s. p. ’ 1.000,0 ml

El todo fue calentado suavemente para disolver los constituyentes de
la férmula, y posteriormente filtrado para eliminar restos insolubles re-
manentes. El pH se ajusté a 7,2 para lograr un pH neutro luego de la
esterilizacion (se ha calculado que el valor del pH de un medio baja 0,2
unidades durante la esterilizacién). Realizado el ajuste del pH, se dis-
pens6 el medio en tubos “pyrex” (8,0 ml/tubo) y se esterilizé en auto-
clave a 15 libras de presion durante veinte minutos. Para comprobar la
esterilidad se incubaron a 37 °C durante una noche.

Se prepar6 una solucion de sulfato de kanamicina, disolviendo 0,5 g
de dicha droga en 2,0 ml de agua destilada estéril. De alli se prepard
una dilucién 1:500, y de esta solucion diluciones crecientes hasta llegar
a un valor de 1:1.024.000; tomaindose todas las precauciones asépticas
del caso. ‘

En una serie de tubos conteniendo el medio basico, se agregaron 2,0
ml de cada dilucién, dando asi una dilucion 1:5 de la dilucién del anti-
Lidtico en el medio basico.

Los cultivos testigos se desarrollaron en agua peptonada, e incubados
durante dieciocho horas. Las temperaturas 6ptimas fueron de 37 °C para
ias dos Aeromonas y 25 °C para las tres PSeudowmonas. Se incubaron los
tubos y los resultados se leyeron a las veinticuatro, ciento veinte y dos-
cientas cuarenta horas. En cada caso se compararon con un testigo posi-
tivo y otro negativo, puestos en iguales condiciones de temperatura, etc.
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En la interpretacion de los resultados, los tubos se clasificaron como
positivos o negativos, de acuerdo con la turbiedad indicadora de desarrollo
0 ausencia de él. Como se deseaba obtener lecturas de los niveles bacterios-
taticos y bactericidas del antibibtico para cada microorganismo, los cul-
tivos se hicieron de aquellos tubos que no mostraban desarrollo luego de
doscientas cuarenta horas; el procedimiento seguido fue sembrar un asa
del medio sobre la superficie de una placa de agar, y observar la presen-
cia de colonias luego de incubacién.

RESULTADOS
Los mismos, figuran en los cuadros 3-4.

Cuadro 3. Kanamicina. Efectos in vitro. Tiempo de incubacion: veinti-
cuatro horas a la temperatura Jptima. pH 7,0

Gramos de antibi6- | Concentracién|NTCC| NTCC | ATCC |ATCC | Gi.

Tubo tlg:,é? 122:&?;(136 final (y/ml)| 9744 | 7.812 | 4.359 | 11.520 | Berk.1

1 1:500 400,0 — — — — —
2 I:1.000 200,0 — — — — —
3 I :2.000 100,0 — —_ — — —
4 I:4.000 . _ 50,0 —_ — J— — —_
5 1 :8.000 25,0 — — — — —
6 1:16.000 12,5 — - — — —
7 1:32.000 6,3 — — — — —
8 1:64.000 31 — — — — —
9 1 :128.000 1,6 — + — 4 +
10 1 :256.000 0,8 + + + + +
1 1:512.000 0,4 + + + + +
12 1 :1.024.000 0,2 + + + + +

+=desarrollo,
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Cuadro 4. Kanamicina. Efectos in vitro. Tiempo de incubacion : doscien-
tas cuarenta hovas a la temperatura dptima. pH 7,0

Tub Gf,am/OS’,{?f,tantﬂ:iié- Concentracién NTCC| NTCC | ATCC ATCCI Gf.
ubo| tico/mililitros de . |
agua destilada final (y/ml) i 0.744 | 7.812 | 4.350 | 11.520 | Berk.1
1 1:500 400,0 — - = — —
2 1:1.000 200,0 — — — — —
3 1:2.000 100,0 — — — _ —
4 1:4.000 50,0 — — — -
5 1:8.000 25,0 — — — — —
6 1:16.000 12,5 — — — — —
7 1:32.000 6,3 — — — — +
8 1:64.000 3,1 — + . — 4
9 1 :128.000 1,6 + + + + +
10 1 :256.000 0,8 + + + + +
11 1:512.000 0,4 -+ + + + +
12 1:1.024.000 0,2 + + + + +
Cuadro 5. Niveles bacteriostdticos de la kanamicma, mg/l
NTCC NTC ATCC ATCC
¢ Gf. Berk. 1
0.744 7.812 4.359 11.520
1,6 31 1,6 3,1 31
Cuadro 6. Niveles bactericidas de la kanamicina, mg/l
TCC NTCC ATCC ATCC
N Gf. Berk. 1
0.744 7.812 4.359 11.520
31 6,3 6,3 3,1 12,5
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De los resultados expuestos es posible calcular los niveles bacterios-
taticos y bactericidas minimos. Dichos valores estin expresados en mg/l,
figurando los mismos en los cuadros 5-6.

La ausencia de desarrollo en los tubos con caldo-agar y que fueron
incubados durante doscientas cuarenta horas, se consideran como nega-
1ivos.

DISCUSION

El método de diluciones descrito en este trabajo demuestra ser adecua-
do al tipo de tarea que se ha realizado, y la concentracién del medio
basico, suficiente como para permitir la adicién de las soluciones de an-
tibioticos. Los resultados obtenidos confirman el punto de vista ya ex-
presado por Conroy (6) de que la kanamicina seria prometedoramente
efectiva in vitro contra las bacterias patdgenas de los peces. Se ha demos-
trado que esta sustancia es capaz de inhibir el crecimiento in vitro de las
cepas de unas cinco especies de tales microorganismos. Empero es ne-
cesario puntualizar que tal inhibicién- puede no ocurrir i witro, o igualar
@t vitro contra otras cepas de los organismos probados, ya que es cono-
cido el hecho de la gran variacién de la susceptibilidad de las Pseudomo-
nas a los antibidticos, y la referencia especial a Ps. aeruginosa es un
cjemplo de ello. Snieszko (18) ha demostrado la accién de la aureomicina
m vitro, pero ha demostrado ademés que no ocurre in vivo en el caso
de las infecciones mixtas causadas por Aeromonas liquefaciens y Haemo-
philus piscium.

Con referencia a los valores de pH en los cuales la kanamicina es
=fectiva, se ha dicho (1) que el antibidtico es igualmente efectivo entre pH
2,0 y 11,0. El pH del agua de acuarios en condiciones normales en las
cuales se mantienen los peces, nunca llega a esos extremos, y por esta
razbn en este trabajo se escogid el calor de pH neutro. El autor ha mos-
trado (no publicado) que un efecto similar puede obtenerse contra la
A. liguefaciens y la A. hydrophila a pH 6,0 y 8,0, y se espera aumentar
este trabajo en el futuro o mas adelante.

De acuerdo con las informaciones obtenidas, la kanamicina es excre-
tada por via renal. Esto podria representar una gran ventaja para su
aplicacién en el tratamiento de las enfemedades de peces, aunque la to-
xicidad de la kanamicina no ha sido todavia determinada para las especies



154 ’ D. A. Conroy

de peces. El antibiotico puede ser administrado por via intraperitoneal,
como en el caso de la estreptomicina y la cloromicetina (16), o bien por
via bucal, como la aureomicina (2, 23).

Los resultados #n vitro expresados tienden a afianzar posteriores es-
tudios i 7o bajo condiciones experimentales controladas de laborato-
rio, y se espera iniciar las mismas en un futuro inmediato.
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RESUMEN

El estudio llevado a cabo acerca de la accion de la kanamicina sobre
Aeromonas punctata demuestra que el antibitico posee un excelente efec-
to bacteriostitico y bactericida in wvitro.

SUMMARY

A study of the action of kanamycin on Aeromonas punctata showed
that the antibiotic possesses an excellent bacteriostatic and bactericidal
effect in wvitro. '
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ORGANIC NITRO COMPOUNDS REDUCED BY
NOCARDIA V.
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It has been shown that various organic nitro compounds can be redu-
ced by microorganisms (and enzyme systems isolated therefrom) to the
corresponding hydroxylamino or amino-derivatives (Zucker and Na-
son (9); Villanueva (6). However, the rate and degree of reduction of
nitro compounds varies very much from organism to organism.

1t was felt desirable to perform a preliminary experiment in which'
the rate of reduction of a series of nitro compounds was followed so
that, from the results obtained, it might be possible to select a suitable
compound which could be used as a standard for further investigations.
further information which might be obtained from such a study would
be the possible relationship, if any, between the structure of the nitro
compounds and their resistance to reduction.

MATERIAL AND METHODS

Organism

The organism used throughout the work described in this paper is
a newly isolated strain of Nocardia (Villanueva (8) and has been named
Nocardia V.

Growth wedia

The media used for growing the orgénism utilised in this work
have been already described (Villanueva, (8).

Microbiol Espaii., 14 (1961), 157.
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Growth Conditions

The organism was grown on “Glutamic acid medium” using il
tlask, containing 500 ml of medium and shaken in a water bath at
30 °C. The cells were harvested on the centrifuge and washed with
0.85 percent saline solution. The sedimented organism were then resus-
pended in 0.067 M phosphate buffer pH 7.6.

Determination of the growth curve and dry weight

The methods used have been described Villanueva (8).

Estimation of witro-reductase activity

The activity of the nitro-reductase was assayed in terms of the
reduction of the nitro compound by the measurement of the arylamine
formed.

The complete reaction mixture contained: 1.8X10-* M p-dinitroben-
zene, 5X10-* M I-cysteine, 1.08X10-> M DPNH, enzyme preparation,
and 0.067 M phosphate buffer pH 7.6 up to 2.5 ml. The reaction was
usually started by the adition of DPNH after equilibration at 37 °C. At
the end of the incubation period (1 hr), 0,05 ml of 40 per cent TCA (w/v)
was added to each tube, the precipitate removed by centrifugation and
an aliquot of the supernatant analysed for arylamine by the standard pro-
cedure. Conditions were chosen in which the rate of formation of ary-
lamine was proportional to the amount of enzyme present.

Estimation of arylamine formed

The modified method of Bratton and Marshall (1) as described by
(3lazco, Wolf and Dill (3) was used for all arylamine estimations. Subs-
tantially the procedure adopted was as follows: an aliquot of the super-
natant frem the standard nitro-reductase assay system, after TCA preci-
pitatién, was made up to 2 ml with water and the following rfaagenis
added: o.5 ml N-HCI and o.25 ml aqueous NaNO. (0.1 per cent w/v).
After 5 min o.25 ml ammonium sulphamate (0.5 per cent w/v) was
added and throuhgly mixed. 3§ min- later 0.25 ml N-l-naphthyl)-ethylene-
diamine hydrochloride (0.1 per cent w/v) was added. After 30 min at

2
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room temperature the optical density of the solution was estimated at
540 my, using the Beckman Model DU spectrophotometer, and converted
to of arylamine/ml by means of a calibration curve.

Protein determination.

Protein was determined routinely by the colorimetric method of Lo-
wry (Lowry et. al. (4), with the Folin Ciocalteau reagent and with crys-
talline serum albumin as the standard. ’

RESULTS

Reduction by washed cell suspensions.

Nitro compounds were added at a final concentration of 30 1/ml to a
system consisting of l-cysteine (1 X 10-*M), I-malic acid (1 X 10-2M), in
0.067 M phosphate buffer pH 7.6. The total volume was 2.5 ml. A
washed suspension of early stationary phase organisms grown on “Glu-
tamic acid medium” was added at a final concentration of 5 mg/ml
After 1 hr incubation at 37 °C, 0.1 ml of 40 per cent TCA was added
and the mixture centrifuged. Aliquots from the supernatant were tested
for arylamine by the standard procedure described above. ,

Table I shows that Nocardia V. celles are able to reduce a variety of
nitro compounds. The extent of reduction was determined using, as stan-
~ dard, authentic samples of the corresponding arylamines when these are
available. It can be seen that only a few of the large number of nitro
compounds tested were reduced. ‘

The following nitro compounds were not reduced when tested under
the above conditions: m- and p-nitrophenol, p-nitrotoluene, p-nitrosalyci-
lic acid, p-nitroxylene,' 2 :4-dinitrotoluene, chloramphenicol. 2:4-Dinitro-
phenol and picric acid showed extensive reduction when incubated under
special conditions (Villanueva (7).

The aliphatic nitro compounds 2-nitro-2-ethyl-1 :3-propanediol, 2-nitro
-2-methyl-1-propanol and nitroethane, when tested by the above procedure,
do not give rise to reduction products with liberation of inorganic nitrite.

Inorganic nitrogen compounds are not able to serve as substrates for
the purified nitro-reductase system. ’
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Table I. Reduction of warious aromatic nitro compounds by a nitro-

reductase system of Nocardia V.

Substrate

Relative amounts of arylamine formed af-
ter 1 hr at 37 °C when incubating with (*)

Whole organism

Cell-free extract

o-Nitrobenzoic acid
m-Nitrobenzoic acid
p-Nitrobenzoic acid
2:5-Dinitrobenzoic acid
3:5-Dinitrobenzoic acid
2:4:6-Trinitrobenzoic acia
o-Dinitrobenzene
m-Dinitrobenzene
p-Dinitrobencene
1:3:5-Trinitrobenzene

o-Nitrophenol

43
38
79
59
61
57
72
58
100

69

12

41
43
38
75
56

100

73

(*) Referred to p-dinitrobenzene reduction as 100.

Reduction by cell-free extracts

Nitro compounds were added at the same concentration as above to the
standard assay system described above with the p-dinitrobenzene omitted,
and o,5 ml of a crude nitro-reductase preparation (containing 1,8 mg
protein/ml) added per tube. After 1 hr incubation at 37 °C the incubation
mixture was treated with TICA and aliquot tested for arylamine by the
standard assay system. In some cases, when nitro compounds were not
reduced, the experiment was repeated under the same conditions but with
longer incubation for 6-8 hr. Essentially no difference was found in the

results.

Some attempts were made to identify some of the metabolic products
of nitro compounds reduction and a summary of the results obtained will

be described elsewhere.
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DISCUSSION

From the broad range of compounds reduced it is evident that the
nitro-reductase enzyme of Nocardia V. shows no marked structural requi-
rements for its substrate. It was assumed a lack of specificity of the
nitro-reductase system. Fouts and Brodie (2) have discussed wheter
the nitro-reductase activity in various organisms can be attributed to a
single enzyme or to a mixture. Nason (5) also reported doubt whether
organic nitro-reductase can be regarded as a specific enzyme system. From
the results quoted in this section it can be only be said that the whole
problem is complex and requires further investigation.

Inorganic nitrate was not reduced by the purified nitro-reductasze enzy-
me from Nocardia V. (Villanueva (7). From this it has been assumed
that the reduction of organic nitro compounds is due to a different enzyme
system.

SUMMARY

An organism capable of reducing various aromatic nitro compounds to
their amino-derivatives has been isolated.

The Nocardia nitro-reductase will effect reduction of a number of
aromatic nitro compounds; of these p-dinitrobenzene is the most effective
electron acceptor and has been selected as substrate.

The possible significance of the broad range of compounds redured
by the nitro-reductase system has been discussed. The Nocardia enzyme
shows a marked lack of specificity.

From the results described it has been assumed that the inorganic
nitrato-reductase and the organic nitro-reductase are two different en-
zyme systems. ’

RESUMEN

Se ha aislado un nuevo organismo capaz de reducir varios nitrocom-
puestos a sus aminoderivados.
La enzima nitrorreductasa procedente de Nocardia V. reduce un nd-
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mero de nitroderivados: el p-dinitrobenceno es el mas efectivo aceptor
de electrones, por lo que se le ha seleccionado como substrato.

Se discute el significado de la amplia variedad de nitrocompuestos re-

ducidos. La enzima nitrorreductasa de Nocardia V. muestra una marcada
falta de especificidad hacia sus substratos.

Los resultados descritos sugieren que la nitratorreductasa inorganica y

la nitrorreductasa organica son dos sistemas enzimaticos diferentes.

[
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En un gran numero de esporas de hongos, la germinacién no se produ-
ce, a menos que sean aportados al medio determinados activadores ex-
ternos’(1). _

Estas sustancias son normalmente originadas en la naturaleza por
tejidos activamente metabolizantes, y aunque son conocidas muchas de
estas relaciones, sobre todo con hongos parasitos, la composiciéon en »i
de tales sustancias permanece casi por completo ignorada.

Numerosos trabajos han sido enfocados hacia la solucién de estos pro-
blemas, y los resultados son interesantes. Aunque no precisada la com-
posicién de aquellas sustancias estimulantes, ha sido posible realizar su
sustitucion por otras que ejercian la misma funcién en alto grado. Se
ba llegado a poder hablar con cierta propiedad de sustancias estimulin-
tes e inhibidoras de la germinacién, de composicion conocida. Muchas d=
ellas difieren de las sustancias naturales por actuar mds lentamente y
a concentracion mucho mdas elevada. No obstante, en relaciéon con el
posible estado bioldgico de los compuestos naturales, las caracteristicas
de estos sustitutos son de algun significado. Tales sustancias especificas
podrian ser consideradas mas eficientemente como rodeadas de un se-
fialado caracter estimulante, en lugar de simples nutrientes. Una vez ini-
ciada la germinacion, su papel podria ser muy diferente.

Los resultados obtenidos en los estudios realizados con Cephalothecium
roseum sobre sus conidios en germinacién son conclusion de una serie
de ensayos preliminares.

Microbiol. Espaii., 14 (1961), 163. 1
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LESTUDIO MORFOLOGICO DE LOS CONIDIOS DE C. ROSEUM
EN GERMINACION

La formacion de los tipicos conidios se origina en el extremo de los
conididforos erectos, poco o no septados y raramente hinchados en el ex-
tremo. Pueden aparecer aislados o bien ir apareciendo sucesivamente,
quedando conectados con el extremo del conidiéforo, formando una
cabezuela muy tipica.

El tamafio de los conidios varia entre 12-18y de longitud por 8-10
de ancho. En muy elevada proporcion, tales esporas estan constituidas por
dos células de diferente forma y tamafio: una cénica y la otra tendiendo
a ser esférica, si bien alguna vez, al microscopio, es posible observar al-
euna unicelular y de més reducido tamafio, lo que hace pensar sean for-
mas en evolucién, sin alcanzar la madurez, ya que en ningin caso las
hemos podido apreciar en germinacién. Observandolas aisladamente, el
débil color rosado de los conidios no se hace perceptible al microscopio,
si bien en conjunto su aparicion en los cultivos, en gran cantidad, hace
que éstos tomen un tinte caracteristico, que ha contribuido a la denomi-
nacion de C. roseum. _

Después de la inoculacién en el medio, sucesivas muestras observadas
al microscopio, de tiempo en tiempo, van mostrando las caracteristicas
que se ven en la figura 1.

Al cabo de unas dos horas en las condiciones mas favorables para la
germinacion, la espora se va hinchando, como consecuencia de la inten-
sa absorcion en el medio, y las dobles membranas, facilmente observa-
bles al principio, van perdiendo su definicion hasta el punto de que po-
siblemente por compresion interna, momentos antes de iniciarse la germi-
nacion, soélo es posible apreciar una, en NUMerosos casos.

El protoplasma de las dos células, al comienzo, denso y opalescente
va adquiriendo mayor refringencia y transparencia maxima en el momen-
to de iniciarse la germinacion. Esta, la mayoria de las veces, se inicia por
la célula cénica, esto es, se inicia por la célula que ha estado unida al
conidi6éforo, hasta desprenderse. No obstante, no faltan casos en que ess
germinacion se efectia al mismo tiempo en la de forma esférica, si bien
lo mds frecuente es que ésta, de germinar, lo haga después de haberlo

2
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realizado la anterior e incluso haber alcanzado alguna extension su tubo
germinativo.

Este tubo germinativo, en un principio :nico, prolifera rapidamente
y se ramifica en dos, verificandose esto cuando aquél ha alcanzado ape-
nas mas de 2-3p de longitud. Una vez iniciada la germinacidn, la proli-

Figura 1. Conidios de C. roseum en germinacion

feracion del micelio es rapida, tendiendo a formar una ccmplicada red,
inicidndose después de algin tiempo, dias en general, aun con los medios
mas favorables, la formacién de conidiéforos en los extremos de algu-
nas hifas.

MATERIAL Y METODOS

Se ha utilizado uniformemente a lo largo de todos nuestros estudios
de germinacién una modificacién del método de Ryan (4). Las suspen-
siones de conidios se preparan en agua destilada estéril, separando las
esporas del micelio por filtracién a través de un embudo de placa fil-
trante Biichner. Luego se lava la suspensién centrifugando por dos veces,
y después de un recuento en camara de Thomas se diluye la suspension
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a la concentracién aproximada de 2 X 10° conidios/cm®, siempre que
otra clase de concentraciéon no sea necesaria.

Con esa suspension de concentracion conocida, se efecttian siempre
todos los ensayos, adicionando a 3 cm?® de medio, 0,5 cm® de indculo.
Desde este momento y después de colocados los tubos a 28 °C, general-
mente, en reposo o en aireacidn, se comienza a contar para la germinacion.
De tiempo en tiempo, normalmente cada hora, después de agitar, ce
sacan por medio de una pipeta muestras de cada tubo en estudio y se de-
positan sobre un portaobjetos, para ser observadas al microscopio. Cuan-
do era necesario, la posible germinacién se paraba por la adicién a los
tubos de unas gotas de solucién de formalina al 10 por ciento. En ge-
neral, mas de 300 conidios eran contados en total, sacando luego el por-
centaje de conidios germinados, dato que teniamos en cuenta para la
construccion de las graficas.

Aunque, sin duda, el caracter de estas curvas puede ser afectado por
no pocos factores, conveniamos con Ryan (4) en que cuando eran regu-
lados, pod‘an ser obtenidos resultados reproducibles.

Antes de proceder al estudio de la influencia de algunos factores qui-
micos, compuestos normalmente empleados en los medios, se ha ensayado,
con el fin de precisar las condiciones de estudio, una serie de los llamados
factores fisicos, como son: la concentracién de esporas, el tiempo de in-
- cubacién; la temperatura, con apreciacion incluso de la letal; la influen-
cia de la edad en las esporas, etc.

RESULTADOS Y DISCUSION

Como consecuencia de los ensayos que a continuacién se exponen, los
siguientes datos, considerados como mas apropiados u 6ptimos, eran pre-
cisados para los sucesivos estudios del efecto de las sustancias quimicas
sobre la germinacién de C. roseum.

Tiempo: siete horas, a contar desde la inoculacién.

Concentracioén: 2 X 10% conidios/cm?.

Temperatura: 28° += 1 °C.

Edad de las esporas: treinta dias (formadas en el desarrollo sobre el
medio basico indicado) (2).

Condiciones de cultivo mds favorables: aireacidn.
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La composicion del medio completo que utilizamos para la germinas
cion es: POH:K, 0,5 g; CIK, 0,5 g; SOMg, 0,5 g; NO3K, 3 g; dex-
trosa, 15 g; acido glutamico, 0,1 g, v agua destilada, 1.000 cm?3.

Influencia del tiempo de incubacién

En este estudio realizibamos dos ensayos paralelos, poniendo una serie
de tubos en reposo y otra en aireacién. Los resultados aparecen expues-
tos en la figura 2. Aunque a las tres horas después de la inoculacién
algunos conidios germinados ya empiezan a ser perceptibles, solo a las
cuatro horas comienzan a ser estos resultados significativos. Una diferen-
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Figura 2. Influencia del tiempo de incubaciéon

cia sefialada se establece entre los dos cultivos, apareciendo debido a las
exigencias del oxigeno de las esporas.

La germinacién en condiciones de aireacion, parece seguir un sentido
lineal semejante a la fase de crecimiento logaritmico de muchos mi-
croorganismos. Al cabo de siete horas se rebasaba el 66 por ciento de
germinacion, por lo que le considerabamos ya aceptable. La diferencia
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con la grafica escalonada e irregular, sin aireacidn, es notable. El 45 por
ciento alcanzado a las ocho horas, parece estacionarse, debido quizd al
agotamiento del oxigeno disuelto en el medio y a la dificultad para alcan-
zar el de la superficie, ya que casi la totalidad de las esporas se halla
- formando un sedimento sobre los tubos.

Influencia de la concentracion de esporas

El nimero total de conidios en el medio era, como podiamos apreciar,
un factor de extraordinaria importancia, .contra lo que a primera vista
pudiera parecer. En la figura 3 aparece expresado claramente. Partiamos

on
o
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w
o

. Esporas germinadas
a4 8
I I

- n
o o
i i

323 1,3 &3 28 x 10/ml
Concentracién de esporas

Figura 3, Influencia de la concentracion de esporas
(en-condiciones de reposo)

de una suspensién con-32,3 X 10% conidios/cm® y la razon de dilucion
para las siguientes concentraciones era siempre de 2/3 de la anterior.
Las lecturas, realizadas después de siete horas de incubacion.

La germinacion era més rdpida y en un porcentaje mas elevado en las
suspensiones.mas diluidas. A medida que el tiempo transcurria, podemos
sefialar que Ta germinacién proseguia en las mis concentradas, pero al-
canzando s6lo un 36 por ciento con la concentracién de 32,3 X 108 co-
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nidios/cm? después de veinticuatro horas, cuando en los que contenian
alrededor de 2 X 10° giraba en torno del g6 por ciento. Esta tltima con-
centracién era la escogida para los sucesivos ensayos, al considerarla co-
mo aceptable en cuanto al porcentaje de germinacion y al grado de di-
lucién

Influencia de la temperatura

De las temperaturas ensayadas, la de 28 °C (figura 4), parecia ofre-
cer los mejores resultados, como se desprende de la grafica. El escalona-
miento e irregularidad de las curvas se mantiene, como en otros casos ya
explicados. Esta temperatura 6ptima parece coincidir con la obtenida tam-
bién para los cultivos del hongo en medio sélido.
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18°C

Esporas germinadas

37°
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Iigura 4. Influencia de la temperatura

Los resultados a 37 °C son por completo carentes de significado,
cxplicando tnicamente su acciéon adversa.

Temperatura letal

Después de conocidos los resultados anteriores, de temperatura, es-
tableciamos otro experimento con el fin de obtener la que podiamos lla-
mar letal para los conidios.
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Una serie de tubos con las suspensiones, se colocaban en bafios de
agua a diferentes temperaturas, durante diez minutos.' Transcurrido este
tiempo, eran sacados y dispuestos para la observacién, como en los en-
sayos anteriores y en aireacién. Después de siete horas, se realizaban las
lecturas. _

Quiz4 el dato mas significativo es el obtenido con los tubos sometidos
a 40 °C. La proporcion de conidios germinados es superior a la que se
obtenia en el estudio precedente con los tubos abandonados a 37 °C. La
ciferencia puede estribar, en primer lugar, en la influencia de la airca-
cién, que ya habiamos apuntado antes; pero posiblemente también en
clgtin efecto estimulante de la germinacion, como sucede en muchos casos
con otros hongos y bacterias. ‘ ‘ B

Alrededor de los g0 °C, parecia hallarse este efecto letal con exposi-
ci6n de diez minutos. En un ensayo con temperaturas ligeramente su-
periores, el miximo de germinacién estaba en 52 °C con el 1 por ciento;
a 54 °C ya no germinaba ninguna espora.

Influencia de la edad de las esporas

Otro factor que influye en la razén de la germinacién, de forma
evidente, es la edad de los cultivos a partir de los cuales-se prepara la
suspension de conidios. Dentro de limites bastante precisos parecia poder
apreciarse un 6ptimo. Una maxima razén de germinacién se obtenia con
esporas de cultivos jovenes, recién comenzados a esporular, de unos doce
dias. , ;o

Con esporas de veinte dias, el niimero y la razén de germinacién es
mas elevado, alcanzando un maximo al estudiarse en conidios de treinta
dias. o

En cultivos de mas tiempo, con cincuenta y noventa dias, no solo el
niimero total de germinacion era notablemente afectado, sino. también la
razéon (figura 5). Despues de veinticuatro horas, la germinacién con un
IT por ciento, demostraba una elevada proporcién de esporas incapaces
ce germinacion y la razon, en las que lo hacian, era muy baja.

Tales alteraciones de la germinacion parecian estribar. en causas in-
ternas de los conidios, por ejemplo, dificultad para la absorcion, o bien
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cierta dificultad para disolver o romper las capas protectoras externas, .
ya que una vez que los tubos germinativos de los que lo hacian eran lan-
zados fuera, la proliferacién era abundante y sin diferencia alguna con
ja de las esporas mas jovenes.

Una vez establecidas las condiciones mas apropiadas para esta clase
de estudios, de germinacion, con las conclusiones ya sefialadas, era ini-

°/0 .
80 1

70 |
60

12dias
30 dias
50
40 -
30
20
10 -

§0 dias

Esporas germinadas

v 90 dias
1 2 3 a4 S 6 7 8 h

Figura 5, Influencia de la .edad de las esporas

ciada una serie de nuevos.estudios sobre el efecto de los componentes
del medio.

Influencia de la concentracion de POH.K

La adicion de fosfato en crecientes concentraciones al medio basico
tiene un marcado efecto inhibidor sobre la germinacién de las esporas.
Como muestra la figura 6, la adicién de 0,5—1 g/1 de medio hace des-
cender la grafica construida después de lecturas realizadas a las siete
horas. Esta sal sOlo parece ser necesaria para los procesos de glicOlisis
o fosforilacién, en bajas concentraciones. Aunque no contamos con datos
suficientes para dar base a esta afirmaciéon, suponemos que este efec-
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to, aparecido aqui, es general con otros hongos, por ejemplo, algunos
Aspergillus (5).

Influencia de la concentracion de NOsK

La adicién de esta sal estimula la razén de germinacién hasta una
concentracion de 6 g/l de medio. Mas elevadas cantidades originan una
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Figura 6. Influencia de las concentraciones

de POgHLK v NOZK

disminucién. A concentraciones de 10 g/l, el 6ptimo de germinacion al-
canzado con los 6 g se reduce en mas de un 60 por ciento. (figura 6).

Influencia de la concentracién de glucosa

El aumento de la concentracién de un aziicar como la glucosa, capaz
de aportar energia para los procesos de pregerminacién y germinacién
en si, parece ser un factor estimulante de este fenémeno. En condiciones
de reposo, sin abundante cantidad de oxigeno para la activa oxidacion del
azucar, el aumento de concentraciéon de éste no parece ejercer efecto
significativo alguno, en contraste con lo que sucede en intensa aerobiosis

10
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de Ia suspension de esporas. La figura 7 muéstra con suficiente eviden-
cia estas diferencias. ‘ '
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Figura 7. Influencia de la concentracién
de glucosa

“

Influencia del e_.rtfacto de levadura

Como hasta ahora se ha expuesto, la germinacion de conidios de
C. rosewm ocurre en ausencia de factores de crecimiento. No obstante,
tal proceso parece ser notablemente influido por su presencia.

La razén de germinacién, asi, es funcién de la concentracion de tales
factores en el extracto de levadura, junto con su contenido de elementos
aritrogenados, de alto valor en la nutricién de este hongo, como podiamos
comprobar en otros estudios: El estimulo mencionado es posiblemente :i-
milar a la respuesta de otras esporas de hongos altamente estimulables
por sustancias organicas (3).

La adicién del extracto se efectuaba al medio completo, a la concen-
tracion de 1 g/l

-Las diferencias entre el estudio en reposo y aireacidén eran sefialadas,
como expresa la figura 8.-La germinacion era afectada, no sdlo en su
valor total, sino en la razén con que se originaba. Entre cuatro-citico
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horas, los valores habian rebasado los obtenidos en cualquiera de los en-
sayos anteriores. A las seis horas se aproximaba al 100 por ciento. Las
lecturas, después de cuatro- horas, eran altamente dificultadas por la
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Figura 8. Influencia -del extracto de levadura

abundante proliferacién de micelio. En general, habian germinado las
dos celulas que forman los conidios de C. roseum.
i

RESUMEN

Se estudian las condiciones Optimas para la germinacion de las es-
poras del hongo Cephalothecium rosewm, indicandose las caracteristicas
morfol6gicas durante el fenémeno. Usando el metodo de Ryan, se han
considerado los factores siguientes: tiempo de germinacion, concentra-’
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cién de esporas en la suspension, temperatura, edad del cultivo, -aireacion,
concentracién de sales minerales y de glucosa en el medio y efecto de
los factores de crecimiento.

SUMMARY

Optimal conditions for spore germination in Cephalothecium rosewm
have been studied and morphological characteristics pointed out. Using
the Ryan’s method the following factors have been considered: germi-
nation time, concentration of spores in the suspension, temperature, age
of the culture, aeration, mineral salts and glucose concentration and effect
of growth factors.
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EFECTO MORFOGENETICO OBSERVADO EN LOS
EXTRACTOS HORMONALES DE LOS TUMORES
DEL OLIVO

POR
R. BELTRA

INTRODUCCION

En este trabajo hemos estudiado la relacion que pudiera existir entre
los tumores del olivo y una anomalia observada en algunas hojas de los
olivos atacados por la bacteria Pseudomonas savastanoi; esta anomalia
consiste en la presencia de hojas bifurcadas, generalmente una o, a lo
‘mas, dos hojas y no en todos los olivos, sino en los que poseen tumores
producidos por dicha bacteria tumorigena. Esta bifurcacion afecta no
solamente al limbo de la hoja, sino también al nervio medio (figure I).

Este fendémeno lo hemos encontrado repetidas veces al tomar las .
muestras tumorales para nuestras experiencias; se han visto olivos con
iumores y con hojas normales solamente, pero lo que no hemos encon-
trado nunca es un olivo sano y que presentara alguna hoja bifurcada,
-apoyando esta observacion nuestra idea de que debe existir alguna rela-
«i6n, corroborada después por los resultados experimentales, entre la
presencia del tumor y la hoja bifurcada. Es de hacer notar el hecho de
que el tumor y la hoja bifurcada se han encontrado siempre muy préximos
<n la misma rama y no distantes uno de otra; entre la extensa biblio-
grafia consultada no se ha encontrado cita de sustancia alguna con dicha
accion, que se haya obtenido o tenga relacién con tumores vegetales bac-
terianos. ‘ :

Para nuestras experiencias hemos estudiado la accién morfogenética de
las diferentes fracciones tumorales sobre hojas de plantas de experimenta-

Microbiol. Espaf., 14 (1961),177. 1
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cion, hallando que en la fraccién hormonal etérea se encuentra la sustan-
cia o sustancias que reproducen experimentalmente el fenémeno observado
naturalmente.

PARTE EXPERIMENTAL
Obtencién de la fraccion hormonal. Preparacion de extractos em bruto
para inoculaciones

Hemos preparado extractos etéreos, acuosos, cloroférmicos y alco-
holicos.

Para la preparacion de los extractos etéreos la técnica que hemos se-
euido se puede considerar un compendio de las de Koegl (2), Van Over-
beek (4) y Thimann y Skoog (6), en las que hemos introducido algunas
modificaciones. ’

Se partié de 50 g de tumores jovenes que se trituraron en turmix con
300 m! de éter bidestilado (en tres veces de 100 ml cada una); se dejo
el macerado en el frigorifico durante quince horas y pasado este tiempo
fue filtrada la mezcia por una museiina; el liquido extractivo se evaporo
al vacio. Los extractos asi obtenidos se trataron a continuacién con agua
bidestilada; como no eran miscibles se trituraron previamente con polvo
de vidrio en cantidad suficiente. Con la mezcla polvo de vidrio 4 ex-
tracto, se llené una columna de vidrio pirex de aproximadamente 1 cm de
diametro. La capa de polvo de vidrio impregnado era aproximadamente
de unos 5 cm de altura. La percolacién se aceleré por medio de vacio. La
cantidad de agua afiadida para cada extraccién fue de unos 10 ml, ¥
estos extractos se concentraron al vacio en desecador.

Las primeras fracciones de esta percolacién acuosa del extracto etéreo
presentaba una coloraciéon rojo-vinosa, bastante intensa. No daba reaccién
neta de fenoles; el color y la circunstancia de que la sustancia colorante
era soluble en agua y en éter, nos hace pensar que se trata de antocianos.

Como el residuo de polvo de vidrio obtenido en la columna no era
todavia blanco, después de la percolacién con el agua, se sometié a una
nueva percolacion con alcohol absoluto. Este extracto también se concen-
tré al vacio en desecador.

o
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Los extractos obtenidos anteriormente se mezclaron convenientemente
y unieron con lanolina para su inoculacién en las plantas de experimen-
tacion.

Se han preparado también extractos con cloroformo segin la técnica
de Thimann (5), acuosos, segin Gorter (1), y alcohdlicos, segtin Linser (3),
y se han seguido las técnicas dadas por los autores, sin ninguna modifi-
cacién ; los residuos obtenidos se disolvieron en una cantidad conveniente
de lanolina. :

RESULTADOS

Al inocular 0,5 ml de los extractos etéreo, cloroférmico, acuoso y
alcohélico sobre los tallos de las plantas de experimentacién, olivo var. ar-
bequina, jazmin amarillo y aligustre, se obtuvieron los resultados que se
recogen en el cuadro I.

Cuadro 1
Resultados
Inoculaciones con 0,5 ml de :
: Aligustre Jazmin Olivo
Se encuentran ho- Hojas con ner-
i jas con el ner- . vio principal y
Extracto etéreo vio principal bi- Negativo superficie fo-
furcado liar bifurcadas
Extracto cloroférmico Negativo Negativo Negativo
Extracto acuoso Negativo ~ Negativo Negativo
Extracto alcohoélico Negativo Negativo Negativo

La breve exposicion de estos resultados demuestra que al inocular con
un concentrado de un extracto etéreo tumoral, ha tenido lugar la {for-
macion de hojas bifurcadas, afectando esta bifurcacién no solamente al
limbo, sino también al nervio medio; asimismo se ha observado un gran
aumento de la superficie foliar (de 300-400 por ciento). Este fenémeno
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se ha reproducido reiteradamente en posteriores experiencias y se- ha
podido comprobar que en muchos de los casos la hendidura afectaba a
mas de las tres cuartas partes de la longitud total (figuras 2-9). En el
aligustre, la tinica hoja que hemos encontrado con esta anomalia presen-
taba bifurcado el nervio principal solamente y no la superficie foliar
{figura 10). '

‘En lo que se refiere a la sensibilidad de las plantas de experimenta-
<ién, hemos encontrado que las hojas de olivo son mas sensibles que las
de las otras plantas tratadas, ya que por la acciéon de los extractos eté-
veos se bifurcan en mayor nitimero que las de aligustre.

De estos resultados, podemos afirmar que en los tumores se encuentra
una sustancia etereosoluble, que tiene capacidad de inducir efectos mor-
fogenéticos sobre las hojas normales, influyendo sobre la nerviacion v
produciendo también la divisién del limbo foliar; suponemos que esta
sustancia actfia sobre los haces conductores de la planta, y por tanto
sobre el xilema y floema, no habiendo logrado su identificacién.

AGRADECIMIENTO
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realizaciéon de este trabajo.

RESUMEN

Se ha encontrado que la fraccién etérea de los tumores producidos en
el olivo por la bacteria Pseudomonas savastanoi tiene accion morfogené-
tica sobre las hojas del olivo y aligustre, produciendo la bifurcacion del
rervio medio, hendidura y aumento de la superficie foliar.

SUMMARY

We have found that the ethereal fraction of the tumors produced by
Pseudomonas savastanoi on the olive trees has a morphogenetic action
on the leaves of the olive tree and the privet. It produces the bifurcation
of the midrib and increases the surface of the leaf.



Efecto morfogenético en extractos de tumores del. olivo 181

BIBLIOGRAFIA

. GorteRr, C. J. 1932. Diss. Utrecht.
. Koegr, F.; ErxvreBeN, H., y HaacEN-SmiT, A, J. 1934. Ueber die ‘Isolierung

der auxine a und biaus pflanzliechen Materialen. Z. physiol. Chem., 225, 215.

. Linser, H. 1939. Zur Methodik der Wuchsstoffbestimmung. Die Extraktion

von Pflanzenmaterial. Planta, 29,

. Overeeek, J. U. 1938. A simplified method for auxin extraction. Proc. Nat.

Acad. Sci. U. S., 24.

. THiMaNN, K. V. 1034. Studies on the growth hormone of plants. VI. The

distribution of the growth substance in pldnt tissues. J. Gen. Physiol., 18, 23.

. Tuarmvany, K. V,, y Skooc, F. 1940. The extraction of auxin from plant tissues.

Am. J~ BOtaUYy 27, OS5I,



183

Efecto morfogenético en extractos de tumores del olivo

avyof annfiadns v] op omamnd 13 owor
ISD OIpIM 0UIU IP UOWIVINSL] D] ISIAAISG() "|DLIOUL
-My 034910 01IDAXI [IP ‘SOUDS SO2YO UI UQLIDINIOUS
404 SDPIU21QO SDPIANSL] 00 2P SDLOT] *6-& SDNBLY

& vanb,j

1oue)seAes ‘sq o 404 opppaafur oo un
op ‘vpoanfrq & (putsou 0210 p SVLOF] I Vanbiy




R. Beltrd

184

v vanbi,g

& Danb




Efecto morfogenético en extractos de tumores del olivo

185

Figura 5

“igura 6



N

DUnH1,]

. § panbi,]




Figura 9

Figura 10. Hoja de aligustre con el nervio
principal bifurcado y que se ha obtenido por
igual técnica que las anteriores

001]0 (9P Sa40wWng AP SOJIDAIND I 0313gudbiofiom 0225

41



C.S.1.C.
INSTITUTO «JAIME FERRAN», DE MICROBIOLOGIA

ESTUDIOS SOBRE LOS ORGANISMOS DEL GRUPO
DE LA PLEURONEUMONIA

POR
R. MORENO

INTRODUCCION

Los organismos de la pleuroneumonia bovina y los restantes de su
grupo (*) no estan inpiﬁidos como esquizomicetos tipicos, sino que se
agrupan independientemente, de una manera aniloga a los dérdenes
Rickettsiales y Virales.

El organismo de la pleuroneuinonia bovina es el primeramente cono- -
cido y constituye el organismo tipo de este grupo. Este organismo tiene
algunas semejanzas con los virus filtrables; asi, los pequefios elementos
que presenta son capaces de atravesar los filtros que retienen la bacteria:
en cambio, son diferentes de los virus, principalmente en que son capaces
de vivir en medios apropiados sin necesidad de células huéspedes vivientes.

Recientemente, Edward y Freundt (g) han publicado la siguiente cla-
sificacién para los organismos pertenecientes a este grupo:
Orden: Alternativa 1.*) Mycoplasmatales, Freundt, 1955.
Alternativa 2.2) Mollicutales, Edward, 1955.
Familia: Mycoplasmataceae. Género: M yeoplasma, Nowak, 1920.
Especie tipo: Mycoplasma mycoides (Borrel y cols.), Freundt.
El género primeramente conocido de estos organisnﬂos es el Mycoplas-

ma mycoides, Freundt, causante de la pleuroneumonia bovina conragiosa.

(*) Pleuropneumonia-like organisms (P.P.L, O.).

Microbiol. Espaii. 14 (1961), 189. !
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Se- diferencian dos subespecies : ‘primera, Mycoplasma mucoides, var.
mycoides, organismo causante de la pleuroneumonia contagiosa bovina;
segunda, Mycoplasma mycoides, var. capri (Edward, 1954) Freundt, orga-
nismo causante de la agalaxia contagiosa en cabras y ovejas.

El agente causante de la pleuroneumonia bovina fue estudiado por
Bordet y cols. (1) ya en 1910; el productor de la agalaxia contagiosa en
cabras y ovejas fue aislado en 1925 por Bridé y Donation (2).

Otros organismos semejantes en su descripcion a los de la pleuroneu-
monia bovina, pero aislados relativamente hace poco tiempo, de otras
fuentes diferentes de la bovina, han sido designados como organismos del
grupo de la pleuroneumonia. Su forma peculiar de colonia es frecuente-
mente designada como colonia tipo “L”. Se presentan en diferentes
huéspedes, clasificandose seglin la fuente de obtencidn.

En perros. dsterococcus canis, Shoetensack, 1936, tipos’ Iy II, obte-
nido por Shoetensack (22) a -partir de un cultivo de “virus filtrable” de
secreciones nasales, en enfermedades de tipo respiratorio tipicas de pe-
rros. Se han descrito tres especies : Mycoplasma spwmans, Edward; Myco-
plasma canis, Edward; Mycoplasma maculosum, Edward.

En ratas. En la clasificacion de Edward y Freundt se describen dos
especies: Mycoplasma pulmonis, Freundt y Mycoplasma arthriditis,
Freundt. X '

En ratén. Se han aislado cinco razas en este tipo de huésped, distin-
tas seroldgica y patoldgicamente. Estos tipos son: “A”, “B”, “C”, “D”
y “E” (19, 20). El tipo “A” (Musculomyces neurolyticus, Sabin), en la
clasificacién de Edward y Freundt, figura como Mycoplasma newrolyti-
cum, Freundt. El tipo “B”, es el Musculomyces arthrotrépicus, Sabin. Los
tipos “C”, “D” y “E” (Musculomyces histotropicus, Sabin) eran serolo-
gicamente distintos del tipo “B”’ (21).

 En aves. Mycoplasma gallinarum, Freundt, 1955. No ha sido estable-
cida, sin embargo, su identidad con las razas aisladas en pollos y pavos
por investigadores americanos.

En seres humanos. Los organismos del grupo de la pleuroneumonia se
encuentran en el hombre y mujer, ya normalmente o asociados con con-
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diciones patolégicas. Han sido aislados principalmente en enfermedades
genitales; ‘en uretritis no gonocécicas y en enfermedades inflamatorias (va-
ginitis, cervititis, endometritis, salpingitis y metrocistitis). También se les
encuentra asociados al microorganismo productor de la enfermedad de
Reiter. "

Estos organismos se clasifican como sigue: Mycoplasma hominis
Edward, 1955, tipos T y II; Mycoplasma fermentans, Edward, 1955;
Mycoplasma salivarium, Edward, 1955.

‘Otros organismos descritos como del grupo de la pleuroneumonia son
ias razas saprofiticas, de albafales y suelos, aisladas por Laidlaw y Seif-
fert, siguiendo a Orskow (14). También se incluyen los cuerpos cocobacila-
res de Nelson (17), aislados por éste como pequefios organismos bacilares,
en corizas e infecciones catarrales, de los conductos nasales de aves y de las
fosas nasales y oido medio de ratas y ratones.

Morfologia v forma de reproduccion

Los organismos: del grupo de la pleuroneumonia.se presentan como
elementos pleomérficos formando parte de un ciclo reproductivo diferente
de la escision binaria. Las formas existentes son: grandes y pequefios
cuerpos esféricos, filamentos ramosos que se hinchan en el extremo con
formas redondas. También frecuentemente, pequefios bacilos con tincién
bipolar. Les pequefios cuerpos esféricos pasan a través de los filtros que
retienen las bacterias. ‘

Las colonias son semejantes a las “L”, son colonias de 0,1-0,6 mm.

En cuanto al mecanismo de reproduccién se han descrito como posi-
bles en estos organismos tres formas diferentes. Una consiste en la forma-
cion en los filamentos de pequefios corpuisculos endomicelianos liberados
subsecuentemente como cuerpos libres, elementales (10).

Otro método de reproduccion por simple escision binaria, ha sido des-
crito por Butler y Knight (3) y Keller y Morton (12).

El otro método diferente de multiplicacion es semejante al de las for-
mas “L”, es decir, por produccion de pequefios granulos dentro de gran-
des células redondas que se desarrollan después de la ruptura de la mem-
brana circundante (6, 13). ‘
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Factores de crecimiento

" Una caracteristica de estos organismos es el requerimiento de flaido
ascitico o suero para su crecimiento i vitro.

Smith y Morton (24) han efectuado investigaciones sobre el aislamien-
to y caracterizacion del factor de crecimiento en suero y flido ascitico.
Este factor de crecimiento estd contenido en dos fracciones, “A” y “B”,

del suero. La obtencién de estas fracciones se realiza por fraccionamiento
del suero con sulfato amdnico, por el método de Cohn (4).

Los analisis de estas fracciones llevan al convencimiento de que el fac-
tor de crecimiento es una proteina de bajo peso molecular o algin gran
polipéptido derivado.

Por otra parte, Edward () y Edward y Fitzgerald (8) han cultivado
estos organismos en un medio conteniendo colesterol, albtimina bovina y
fraccion lipidica insoluble en acetona, derivada de la yema de huevo.

En algunos sueros (bovino, humano), en concentraciones-superiores al .
10 por ciento, existe un inhibidor que parece residir principalmente en la
fraccion globulinica. El inhibidor de crecimiento no es dializable y tiene
una naturaleza semejante a un anticuerpo. Es separado al obtener las frac-
ciones “A” y “B”. )

Por otra parte, los organismos del grupo de la pleuroneumonia pueden
ser inhibidos en su crecimiento por la accién de anticuerpos, sin la pre-
sencia de complemento, lo cual sugiere una semejanza con los virus.

Cultivo en tejidos

Los organismos del grupo de la pleuroneumonia han sido cultivados
principalmente en embrién de pollo (12). También se pueden cultivar en
fibroblastos de pollo y en células de flaido sinovial humano (11), asi como
también sobre células Hela (24).

‘De lo expuesto hasta aqui, se desprende la gran 1mportanc1a de estos
organismos y su estrecha relacion con las formas “L” de las bacterias,
que hemos estudiado en trabajos anteriores (16, 18). Por ello, y tratando
de aclarar algunos puntos oscuros de la morfologia y fisiologia de estos
organismos, hemos realizado el estudio-que constltuye el trabajo. que ex-
ponemos a continuacion.
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MATERIAL Y METODOS '

Medios de cultivo

Como medio basico hemos empleado generalmente el propuesto por
Dienes (5).

Este medio basico, cuando va a ser utilizado, es fundido y enfriado ‘
por debajo de los 60°C y entonces se afiade suero de sangre de caballo
cn un 10 por ciento o flaido ascitico en un 25 por ciento. También pue-

den ser afiadidas las fracciones “A” y “B” de suero bovino.

Organismos

Hemos empleado una raza de organismos del grupo de la pleuroneu-
monia del pollo, Mycoplasma gallinarum, Freundt, 1955, nombrada comos:
raza PG 16; otra, Miycoplasma hominis, tipo humano 1 (Nicol y Edward),
sefialada como raza PG 2I, seglin la clasificacion de Edward.

Los cultivos de los organismos del grupo de la pleuroneumonia fue-
ron realizados en el medio descrito, en tubos inclinados incubados a 37 °C.
Las colonias se producen de cuarenta y ocho-setenta y dos horas y soa
muy pequefas, transparentes y dificilmente visibles a simple vista. Los
organismos de raza aviar y humana estudiados son idénticos en su forma
de crecimiento y en el aspecto de las colonias, a los descritos en la lite-
ratura. ’

Microscopia electronica '

El microscopio usado ha sido el RCA, 50 KV, modelo 1947, del Ins-
tituto “Daza de Valdés”, de Optica, en la Secciéon dirigida por el Dr. F. Ca-
talina. La manera de realizar las preparacmnes se describe en cada caso
particular en el capitulo de resultados, as' como los medios que empleamo»
en los estudlos de metabollsmo '

- RESULTADOS

Los organismos- del grupo de la pleuroneumonia son bastante labiles
cuando se les somete a la accion del agua, por lo que se recomierida hacer
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las “suspensiones empleando fijadores; nosotros hemos empleado acido
6smico al 1 por ciento y alcohol metilico-formaldehido (fijador de Murray).

Las preparaciones se hicieron a partir de medio solido, separadas las
colonias y resuspendidas en la solucién fijadora de acido ésmico o formal-
dehido. Depositada una gota de esta suspension sobre la rejilld, se lava
varias veces con agua destilada para eliminar el fijador. Las rejillas usa-
das son las corrientes con pelicula de “formvar”. Las preparaciones, dado
el pequefio relieve de estos organismos, son sombreadas con paladio.

En los organismos de raza aviar hemos observado formas redondas
v elipsoidales, planas, con algiin material mas compacto en el centro. En
una fotografia puede observarse una forma. filamentosa, con un pequefio
cuerpo germinante al final del vastago (figura I).

Estos organismos presentan claramente una membrana. También se
puede observar la existencia de escaso material celular (figuras 2-3). Su
aspecto es regular, existiendo formas muy iguales, sugiriéndonos la exis-
tencia de escisién binaria. En otra fotografia se observa la existencia d2
un gran cuerpo rodeado de otros mas pequefios (figura 4). '

En los organismos de origen humano, las preparaciones se hicieron
sin fijar previamente el material, por suspensién en agua destilada y en
suero fisiolégico. También realizamos otras, fijando previamente en 4cido
6smico y metanol-formaldehido. /

En estas preparaciones encontramos formas geheralmente esferoidales,
no bien delimitadas, de material denso (figuras 5-6). Su aspecto no estd
tan bien definido como en las razas aviares y la membrana no esta cla-
ramente delimitada. Los organismos son pequefios y se presentan reunidos
en grupos. No nos ha ‘sido posible observar la reproduccién por fila-
mentos germinantes.

Estudios metabdlicos

Los organismos del grupo de la pleuroneumonia muestran algunas ca-
tacteristicas metabdlicas comunes. Por ejemplo, son resistentes a la peni-
cilina y acetato de talio. Tampoco son afectados por cantidades de cristal
violeta y telurito potdsico que no permiten crecer a las bacterias.

En estos organismos existen dos mecanismos para la produccién de la
(:nergia que necesitan, dada su carencia de los usuales sistemas liberado-
res de energia. El primer mecanismo se refiere a la actividad catablica
para los aminodacidos de los organismos del grupo de la pleuroneumonta,

6
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que solamente se produce frente a la arginina y glutamina, que son de-
gradadas rapidamente (23).

La otra reaccidén de suministro de energia es la que es proporcionada
por la oxidacién de alcoholes monohidricos, demostrada por Lecce y Mor-
ton (15).

‘Para la medida de la conducta enzimatica de estos organismos han sido
empleados los compuestos de tetrazolio, que ponen de manifiesto su me-
tabolismo oxidante a través de la reduccion de los tetrazoles incorporados
al medio de cultivo. ) )

La reduccién de tetrazoles también se produce en presencia de 4cido
lactico, lo cual parece indicar que hay enzimas que pueden deshidrogenar
el lactico y transportar electrones por medio de flavinas para reducir el
tetrazol. Warren (25) ha sefialado la presencia de deshidrogenasa lactica
para la reduccion ‘del azul de metileno en organismos del grupo de la
pleuroneumonia. '

También pueden ser utilizados otros substratos como donadores de elec-
trones, por ejemplo: etanol, propanol, butanol, isobutanol y alcohol ami-
lico, puesto que estos organismos, como hemos dicho, poseen sorprendente
capacidad reductora para los alcoholes monohidricos.

Nuestras investigaciones han sido dirigidas a medir la actividad oxi-
dante frente a los substratos mencionados anteriormente, puesta de mani-
fiesto con cloruro de trifeniltetrazolio.

Los substratos que hemos utilizado son fructosa, lactico, alcohol eti-
lico y alcohol butilico. También se empled glucosa como testigo. En medio
liquido son afiadidos los substratos mencionados en cantidad de 0,1 M, v
cloruro de trifeniltetrazolio en cantidad de 10 mg/100 cm?. Este medio es
distribuido en tubos en cantidad de g cm® y esterilizado al vapor durante
tres dias consecutivos. Después es afiadido 1 cm® de suero de caballo.

Los medios asi preparados son inoculados con los organismos del grupo
de la pleuroneumonia e incubados a 37 °C. Son preparadas varias series de
tubos y observados periddicamente.

Para investigar la fermentacién de azicares' empleamos medios para
medir la produccidén de gas y posible cambio de pH con bromocresol como
indicador. ' ‘ '

También fueron preparados medios con los mismos substratos men-
cionados y cristal violeta, que habiamos encontrado se decoloraba por estos
organismos de una manera acusada. B
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Las observaciones realizadas por estos métodos siguiendo las técnicas
descritas, no nos han proporcionado ninguna indicacion de actividad de
deshidrogenasas. En todos los tubos ensayados hay crecimiento, pero sola-
mente encontramos de una manera esporadica ligero cambio de color. En
definitiva, al menos con las razas empleadas, no encontramos actividad .
irente a trifeniltetrazolio.

No obstante, si encontramos la decoloracion de cristal violeta que
hemos sefialado, sin que ésta sea incrementada con la adicién de aziica-
res. Sobre el mecanismo de esta decoloracién, no hemos encontrado indica-
cion alguna.

RESUMEN

En este trabajo hemos comenzado una serie de estudios sobre los or-
ganismos del grupo de la pleuroneumonia, a los cuales se dedica en e
extranjero una creciente atencion, teniendo en cuenta su posible papel pa-
tolbgico en diversas enfermedades. Empleando el microscopio electrdnico,
se ha realizado un estudio morfolégico de una raza aviar v otra humana de
estos organismos, siendo descritas diferentes estructuras e interpretadas
conforme a su peculiar modo de reproduccion. :

Por otra parte, hemos realizado un estudio complementario sobre la
actividad metabdlica de estos organismos. Comprobamos su débil porcen
taje de crecimiento y reducida capacidad de empleo de azficares, no obte-
niendo pruebas de la produccion de deshidrogenasas con los suhstratos e
indicador empleados; en cambio, si encontramos que se produce una de-
coloracion del cristal violeta afiadido al medio, aunque el mecanismo de
este proceso no esté aclarado.

SUMMARY

The morphology of two strains of P.P.L.O. has been studied by e'ec-
tron microscopy. ‘Spherical forms of different sizes, some with a tubular
filament attached to them have been observed. Metabolic studies of hoth
P.PL.O. strains showed very lciw metabolic activities.

8
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Figura 1. Un grupo de organismos del grupo de la plewronewmonia,
de origen aviar, mostrando un vdstago con un pequeio cuerpo
germinante. X 15.000

Figura 4. Un gran cuerpo rodeado de pequeiios organismos del
grupo citado, también de origen aviar. X 15.000
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Figuras 2-3. Organismos del grupo de la plewroncumonia, de ori-
gen aviar. X I2.000



Figuras 5-6. Organismos del grupo de la plewroneumonia, de ori-
gen humano. X I15.000
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LA ACCION IN VITRO DE LA KANAMICINA
SOBRE AEROMONAS PUNCTATA

POR
D. A. CONROY

Introduccion

Ha sido descrita por Conroy (1) la acciéon in witro de la kanamicina
sobre un cierto nimero de bacterias patégenas para los peces de agua
dulce. Después de haber sido escrito dicho articulo, el autor pudo obtener
una cepa auténtica de Aeromonas (Pseudomonas) punctata, la cual fue
_aislada de peces enfermos. Esta nota trata de presentar los resultados de
los ensayos in witro acerca del efecto de la kanamicina sobre aquel micro-
organismo (cuadro I).

Métodos experimentales

Los métodos experimentales usados en este trabajo fueron exactamente
los descritos en el trabajo citado. Los cultivos se incubaron a 25 °C.

Resultados

Las concentraciones bacteriostaticas y bactericidas figuran en el cua-
dro 2. '
Discusién

El trabajo realizado parece indicar que la kanamicina es efectiva con-
tra A. punctata, como A. liguefaciens, A. hydrophila, Ps. putida, Ps. fluo-
rescens v Pseudomonas sp. Hay poca duda de que los estudios m wivo
serian de interés, y el autor empez6 hace poco con tales estudios en esta
Catedra. Sus conclusiones y los resultados de dicho estudio se publica-
ran posteriormente.

Microbiol. Espaii., 14 (1961), 203. 1
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Cuadro 1. Kanamicina. Efectos in vitro. Ticmpo de incubacion: veinti-
cuatro y doscientas cuarenta horas a la temperatura éptima. pH 7,0

. .(_?r.amos ‘d‘c . Concentracién final Incubacién
Tubo antibi6tico/mililitros -
de agua destilada | /mi | 24 240 h
1 1:500 400,0 — —
2 1:1.000 200,0 — —
3 1:2.000 100,0 — —
2 1 :4.000 50,0 - —
5 1:8.000 25,0 — —
6 1:16.000 12,5 — _
7 1:32.000 6,3 - —
8 1:64.000 31 — —
9 1 :128.000 S 1,6 — e
10 . 1:256.000 0,8 — -+
183 1:512.000 ‘ o -+ +
12 1 :1.024.000 0.2 - —+

+= desarrollo.

Cuadro 2. Niveles bacteriostitico y bactericida
mg/l

Resultacios

Bacteriostatico a Bactericida

0,8 31

RESUMEN

Se describe una serie de estudios i witro acerca de la accidn de l&
kanamicina sobre las bacterias patogenas para los peces. Se observa que
el antibidtico posee un marcado efecto, tanto bacteriostatico como bacte-

2
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ricida, sobre un gran ndmero de dichas bacterias, y se discuten los re-
sultados obtenidos. ‘ :

SUMMARY

A series of in witro studies on the action of kanamycin upon bacterial
fish pathogens is described. It is shown that the antibiotic possesses weil
marked bacteriostatic and bactericidal effects against a variety of test orga-
risms and the results obtained are discussed.
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