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SECCION DE MICROORGANISMOS PARASITOS DE LAS PLANTAS

RECOMBINACION GENETICA ENTRE ESFEROPLAS-
TOS DE ESCHERICHIA COLI Ft X F~

POR

M. RUBIO-HUERTOS y F. QUEVEDO .

INTRODUCCION

La conjugacién sexual entre estirpes bacterianas compatibles fue
claramente demostrada por Lederberg (3), viéndose que se realiza la
transferencia de material nuclear directamente de célula a célula, a
través de un puente de citoplasma.

En 1958, Lederberg y St. Clair (4), pensando en averiguar el papel
que pudiera jugar la pared celular en la formacién de dicho puente,
como, por ejemplo, si existen en dicha pared zonas especificas de
atraccién o de conjugacién, como tedricamente seria de esperar, acu-
dieron a las técnicas de formacién de protoplastos por medio de pe-
nicilina, aunque realmente de esta manera no se forman verdaderos
protoplastos, sino esferoplastos, segiin la definicion dada por Brenner
y cols. (1), y empleando estirpes de Escherichia coli F* y F~ consi-
guieron su recombinacion.

La penicilina, se sabe que actiia interfiriendo la sintesis de la
pared celular de las bacterias sensibles a ella (5), y se ha utilizado esta
propiedad para la induccién del ciclo L. en diversas especies bacte-
rianas, especialmente en Gram-negativas, constituyendo uno de los
medios mds eficaces para la induccién de dicho ciclo. El empleo de
glicocola para la formacién del ciclo L. en bacterias Gram-negativas
ha sido también empleado por diversos investigadores, especialmente
por uno de los autores del presente trabajo y sus colaboradores (7, 9),
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comprobando que, aunque en lineas generales el proceso del ciclo L
obtenido con este amino4cido sea sensiblemente igual que el obtenido
con penicilina, existen diferencias apreciables en la estabilidad al
choque osmético de los esferoplastos obtenidos con una y otra, velo-
cidad de reversién a formas normales en las formas L no fijas, etcé-
tera (6, 10), y aunque se ve claramente que la accién de la glicocola
se ejerce también impidiendo una formacion normal de la pared ce-
lular, se desconoce completamente el mecanismo de esta accidn, es
decir, sobre qué puntos de la pared celular actda la glicocola, qué
sustancias inhibe y si se trata de una accion directa o indirecta.

El presente trabajo, por lo tanto, estd encaminado a investigar las
posibles diferencias de comportamiento en su aspecto de conjugacion
genética de los esferoplastos inducidos por la glicocola y los resul-
tados obtenidos por Lederberg con esferoplastos obtenidos con peni-
cilina, como medio indirecto que nos permita conocer algo mas sobre
el mecanismo de accién de la glicocola. '

MATERIAL Y METODOS

Microorganismos utilizados

Hemos empleado Escherichia coli, estirpes K12, PA678 y HFrH,
que nos han sido amablemente suministradas por el Prof. Francois
Jacob, Jefe de Laboratorio del Servicio de Fisiologia Microbiana del
Instituto «Pasteur», de Parfs, a quien nos complacemos en dar aqui
las gracias.

Las caracteristicas de estas estirpes son:

PA678 (F~) T~ L~ B,” Kac™ Galb~ Mal~ Xyl~ Mtl~ Sm~
HFrHB,~ T* L+ Lac* Galb* Hist* Sm® Mal* Xyl* Mtl* Meth*
Estos gérmenes también se diferencian por su morfologia.

Las estirpes eran sembradas quincenalmente sobre agar nutritivo

v conservadas en frigorifico, previa incubacion a 37 °C durante veinte
horas. )
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Observacién microscépica

Para la observacién de los gérmenes, tanto normales como trans-
formados en esferoplastos, hemos empleado un microscopio Jptico
Zeiss y un microscopio de contraste de fases Zeiss-Winkel; las foto-
grafias las hemos obtenido con una camara Leika, con su correspon-
diente aparato de adaptacion al microscopio.

La observacién, generalmente, la hemos hecho sin previa colora-
cién. Suspendiamos los esferoplastos en agua destilada, ya que, a
diferencia de los esferoplastos obtenidos con penicilina, éstos son
estables, entre portaobjetos y cubreobjetos, y procediamos a su estudio
microscépico en contraste de fases. En algunos casos realizdbamos di-
rectamente la observacién sobre una colonia aislada de esferoplastos,
colocando, entre porta y cubreobjetos, una delgadisima capa de agar,
cortada muy cuidadosamente.

Cuando habia necesidad de emplear coloraciones, usdbamos la de
Gram y la simple con fucsina.

Para las microfotografias electrénicas nos hemos valido del micros-
copio electrénico Siemens Elmiskop I, del Servicio de Microscopia
Electrénica de la Divisién de Ciencias del C. S. I. C.

Obtencién de esferoplastos

Hemos empleado el medio de Koser-Simmons, modificado por nos-
otros de la siguiente forma:

Fosfato sédico aménico... ... ... ... voo ... 15 ¢
Fosfato monopotdsico ... ... ... ... . ... 1 ¢
Sulfato magnésico... ... ... oo vev oee ven e 2 g
Citrato amonico ... ... ... oo v e ven oo 1 ¢
Cloruro s6dico... ... vov ver ver cee ven ver en 15¢
AGAT ov vee s e 15 g
Agua bidestilada, c. s. p. ... ... ... ... ... 1.000 ml
pH, 7.0
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En el momento del uso agregidbamos:

Suero estéril de caballo ... ... ... ... ... ... ... 10%
Sacarosa (solucion acuosa esterilizada) ... ... 15%
Glicocola (idem id.) ... ... ... ... .. oo ol ... 6%

y distribuiamos en placas de Petri.

A partir de un cultivo jdven de las cepas, sembrabaros en estrias,
valiéndonos del asa de Kolle; luego incubdbamos durante veinticuatro
horas, a 37 °C, y durante cuarenta y ocho o setenta y dos horas adi
cionales (sin invertir las placas), a temperatura ambiente.

Recombinacion genética -

Medios de cultivo

El medio sintético que hemos empleado es el GS, que estd cons-
tituido por:

Fosfato monopotdsico ... ... ... ... ... 68 g
Sulfato magnésico ... ... ... ... ... ... 0,1 g
Sulfato aménico ... ... ... ... ... ... ... 1 g
Nitrato célcico ... ... ... ... ... ... ... 0,001 ¢
Sulfato ferroso ... ... ... ... ... ... ... 0,0005 ¢
AZar... oo vev it e et e e e e 15 g
Agua bidestilada, c. s. p. ... ... ... ... 1.000 ml
pH, 7.2

A este medio le agregdbamos tiamina, 1 y/ml, y estreptomicina,
150 y/ml, y, segtin el caso, treonina o leucina, 80 y/ml.

El medio de Levine lo hemos utilizado adicionado de estreptomi-
cina, 150 y/ml, y con lactosa o galactosa, 5 g/l. La férmula es:

Peptona ... ... ... ...l 10 g
Fosfato dipotasico ... ... ... ... coo v s e 2 ¢
Sacarosa ... ... ... cer ier v e e e e e 5¢
Eosina amarilla al 2% ... ... ... ... ... ... 2 ml
Azul de metileno al 05% ... ... ... ... ... 2 ml
AQAr ... ot tee n e e e e 20 g
Agua bidestilada, ¢. s. p. ... ... ... ... ... 1.000 ml

pH, 7.2 /
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Para efectuar los cruzamientos usamos caldo nutritivo + glicocola
al 6 por ciento, que ha sido la concentracién éptima de glicocola en-
contrada para la formacién de esferoplastos en las dos estirpes de
Escherichia coli empleadas. La comprobacién de la utilizacién de
glicidos la llevamos a cabo con medios liquidos, con tubo de Durham,
de fermentaci¢n, e indicador de pH. El azticar, correspondiente a 10 g/1.

Las diluciones las hicimos en el medio sintético, sin el agar, diluido
al 1/20. A este medio lo denominamos «disolucién basey.

Cruzamientos

Las colonias puras de esferoplastos eran extraidas de las placas
cortando una delgada capa de agar; estas colonias de ambos recom-
binantes eran.mezcladas en un tubo de caldo-glicocola y se procedia
a agitar suavemente para lograr la difusion de los esferoplastos en el
medio. Se incubaba luego por periodos variables de dos-seis horas,
a 37 °C. Al cabo de este tiempo dilufamos en disolucion base y sem-
bribamos en los medios GS -+ (B,, Sm): a) solo; b con treonina, y
c) con leucina; en EMB lactosa y EMB galactosa. Incubabamos du-
rante veinticuatro-cuarenta y ocho horas, a 37 °C.

Como este medio lleva estreptomicina, las células HFrH no pueden
crecer en él; por otro lado, la falta de factores de crecimiento indis-
pensables para la estirpe PA678 en este medio hace que las células
puras de esta estirpe tampoco puedan desarrollarse, por lo que toda
colonia que crezca en este medio en veinticuatro-cuarenta y ocho horas,
ha de tener los caracteres de resistencia a la estreptomicina y al
mismo tiempo, treonina, leucina, etc., positivos, lo que hace que tengan
que ser necesariamente recombinantes de las dos estirpes empleadas.

Luego procediamos a la observacién y analisis de las colonias pre-
sentes, valiéndonos de los mismos medios y de los medios con azticares
que hemos sefialado. Hemos hecho también observaciones microsco-
picas de los recombinantes.

RESULTADOS

A los tres o cuatro dias de haber sembrado con las dos estirpes de
Escherichia coli en forma normal sobre el medio Koser-Simmons mo-
dificado, adicionado de suero, sacarosa y glicocola, aparecian unas
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colonias pequefias, transltcidas, algo mucilaginosas, que presentaban
las caracteristicas descritas para las colonias L del tipo B; al hacer la:
observacion microscopica de ellas, se podian apreciar unas formas
grandes, globosas, con membrana bien definida y citoplasma retraido,
adoptando muchas veces una forma semilunar.

Hemos encontrado que la estirpe PA678 formaba los esferoplastos
con mayor dificultad que la HFrH, es decir, en algunos casos, un
porcentaje de las colonias obtenidas en medios con glicocola, ademds
de un 80 por ciento de esferoplastos tenian formas filamentosas y
alguna forma normal, y las resiembras de estas colonias en medio con
glicocola nos daban colonias normales, casi todas. Por. ello teniamos
que examinar bien las colonias obtenidas, de manera que sélo emples-
ramos colonias completamente formadas por esferoplastos.

La observacién directa de las colonias en el microscopio nos per—
mitia apreciar que el total de gérmenes que las constituian estaba bajo
la forma de esferoplastos, presionados unos contra otros (figura 1).

Estos esferoplastos, cuando eran sembrados en medios con glico-
cola seguian reproduciéndose en forma de esferoplastos, pero sembra-
dos en medios sin glicocola revertian a la forma normal.

Morfolégicamente, estos esferoplastos no se diferencian en nada de
los obtenidos con penicilina, pero son mucho més resistentes al choque
osmotico, pudiendo ser suspendidos en agua destilada durante mas de’
media hora sin lisarse (figura 2).

Una vez seleccionadas las colonias puras de esferoplastos PA678
y HFTF, se juntaron en caldo con glicocola, segin el método expuesto
anteriormente, y, tras un tiempo no menor de dos horas ni mayor de
seis, se hicieron siembras con pipeta en las placas preparadas de
medios GS y EMB, en sus distintas variantes ya sefialadas, obtenién-
dose a las cuarenta y ocho horas colonias aisladas, que, dada la com-
posicién especifica de los medios, tenfan que ser necesariamente re-
combinantes, y cuyo analisis dio los siguientes resultados:

El mayor porcentaje fue de recombinantes T+ Sm*. En gran proporcién
obtuvimos también los recombinantes T+ L* Sm*.

En muy pequefia proporcion fueron aislados también: T+ L* Lac* Sm’,
T+ L* Galb* Sm*, Galb* y Lac* Sm".

Frente a los dem4s aziicares, maltosa, xilosa y manita, hemos obtenido
siempre resultados negativos.

Observados microscépicamente los recombinantes, presentaban la
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morfologia de F-PA678, aunque en algunos casos hemos observadc
formas anormales, parecidas a las de reversién de esferoplastos a las
formas bacilares normales, probablemente por haber efectuado la
observaci¢én antes de su completa reversién a forma normal. _

Los recombinantes han mantenido estables los caracteres adqui-
ridos. :

Las formas L observadas al microscopio electrénico presentaban
las mismas caracteristicas que hemos encontramo en trabajos anterio-
res con Pseudomonas fluorescens, Proteus vulgaris, Rhizobium, etc.,
obtenidas con glicocola (6, 7, 9), es decir: las formas esféricas grandes,
con una membrana bien definida, que a veces queda vacia; formas in-
termedias, de tamafio algo menor y citoplasma mas compacto; y for-
mas enanas, de menos de 300 mp, que presentan una membrana fina
(figuras 3-4). ‘

Ademais de lo citado anteriormente, hemos encontrado masas pe-
quenas de filamentos (figura 5), con forma y tamafio parecidos a los
que se observan en cortes ultrafinos de Escherichia coli, y otras bacte-
rias situadas en la zona llamada nuclear y que la mayoria de los
especialistas creen que son filamentos de 4cido desoxirribonucleico.
Estas masas de filamentos provienen de la lisis de algunos esfero-
plastos, debida al tratamiento de las muestras para su observacién al
microscopio electrénico; en un caso concreto hemos podido ver estos
filamentos unidos a masas citoplasmaticas de esferoplastos lisados (fi-
gura 6).

DISCUSION

Como se ha visto claramente en los resultados obtenidos, es posible
la recombinacién con esferoplastos obtenidos con glicocola, al igual
que sucede con los obtenidos con penicilina por Lederberg y St. Clair.
Segtin Hagiwara (2) seria posible obtener la recombinacién de verda-
deros protoplastos de Escherichia coli Y-70 F~"con K12 58161 F+,
obtenidos por la accién de la lisozima y estabilizados con sacarosa
0,6 M. Ahora bien, los verdaderos protoplastos no poseen la propiedad
de resintetizar la pared celular, por lo que no estd claro cémo pueden
formar colonias de tipo normal después de efectuada la recombinacién.
Hagiwara, ademds, admite que no podia lograr la conversion a proto-
plastos en un 100 por ciento; por lo tanto, en los cruzamientos inter-
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vendrian formas normales de ambas estirpes parentales, con lo que los
resultados serian dudosos por ambas razones. '

El concepto de esferoplasto segiin Brenner y cols., es aquella forma
esférica que ha perdido la rigidez original de la pared celular, pero
todavia conserva parte o partes de dicha pared, como pudimos de-
mostrar nosotros con microfotografias electrénicas en las formas gran-
des esféricas, en el ciclo L del Proteus vulgaris, Pseudomonas fluo-
rescens y Rhizobium lupinus (9); y mds tarde, en un experimento con
Escherichia coli y bacteridfago T, (realizado en colaboracién con el
Dr. Cota-Robles, de California), pudimos comprobar que los esfero-
plastos de E. coli eran capaces de fijar el bacteriéfago, o sea,
conservaban todavia las estructuras de la pared celular especificas
para dicha fijacién, a diferencia con los verdaderos protoplastos, en
los que la pared celular desaparece totalmente, siendo incapaces de
fijar bacteriéfago; por lo tanto, no se puede descartar el que en la
pared celular existan determinadas estructuras especificas para la con-
jugacion y éstas se conserven en los esferoplastos.

El comportamiento casi idéntico en cuanto a capacidades de re-
combinacién genética entre esferoplastos producidos por glicocola y
aquellos obtenidos con penicilina, parece indicar que las modificacio-
nes de la pared celular en uno y otro tipo de esferoplastos implican
la conservacion de algunas estructuras comunes, aunque, como hemos
dicho anteriormente, la mayor resistencia al choque osmético de los
esferoplastos producidos por glicocola supone que éstos, posiblemente,
conservan una mayor cantidad de estructuras o de restos de la pared
celular que los producidos por penicilina.

Otra diferencia con el experimento de Lederberg y St. Clair es
que las colonias L obtenidas por ellos lo han sido siempre sumergidas
en el medio sdlido, no habiendo podido obtenerlas en superficie, y,
por el contrario, las colonias L de las dos estirpes de Escherichia coli
obtenidas por medio de glicocola, han sido en superficie, aunque tam-
bién las hemos podido obtener sumergidas en el medio.

Recientemente se ha probado que las formas L fijas de Agrobacle-
rium tumefaciens obtenidas por medio de glicocola, son tan patégenas
para las plantas huéspedes como las formas normales (7), asi como
también las formas L de Clostridium tetani son capaces de producir
tanta toxina como las normales (8), lo que nos da idea de una conser-

8
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vacién en la fase L obtenida por glicocola, de la mayoria de las capa-
cidades o propiedades de la fase normal.

La posibilidad de que existan estructuras especificas en la super-
ficie de la célula bacteriana, en la pared celular, no queda descartada,
por lo tanto, con los experimentos realizados con esferoplastos obte-
ridos tanto con penicilina como con glicocola.

RESUMEN

Se han obtenido colonias puras de esferoplastos de Escherichia
coli PA678 (F~) y HFrH (F*) por medio de glicocola. Los esferoplas-
tos de ambas estirpes de E. coli puestos en contacto en medio
liquido adicionado de 6 por ciento de glicocola, conservaron la capa-
cidad de recombinacion genética, siendo el mayor porcentaje de re-
combinantes T+ Sm™ seguido por T* L* Sm’. En muy pequefla pro-
porcién fueron también aislados: T+ L* Lac* Sm*, T+ L* Galb* Smr,
Galb* Smr y Lac* Smr.

La frecuencia de recombinacién parece que ha sido menor que la
obtenida con las formas normales, aunque no hemos analizado el sufi-
ciente nimero de recombinantes para -poder afirmar este punto esta-
disticamente.

No se puede rechazar la existencia de estructuras especificas para
la conjugacion en la pared celular bacteriana, ya que los esferoplastos,
especialmente los inducidos por glicocola, conservan parte de las es-
tructuras de la pared celular.

SUMMARY

Escherichia coli PA678 and HFrH spheroplasts obtained with 6
per cent glycine were able of genetic recombination when mixed in
liquid medium with glycine.

The higher percentage of recombinants was for T+ L+ Sm". A few
colonies were isolated with the characteristics of T+ L+ Lac* Smr,
T+ L* Galb* Sm’, Galb* Sm* and Lac* Sm*.

The frequency of recombinations seems to be less for the sphero-
plasts than for the parental bacteria.
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The existence of specific structures for recombination in the bac-

terial cell wall cannot be rulet off by these experiences because sphe-
roplasts, specially those induced by glycine, are known to retain part
of the structures of the normal cell wall.

-10.
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Figura 1. Escherichia coli. PA678. Colonia de esferoplastos. Microscopio de
: contraste de fases. x 1.200

Figura 2. Estirpe HFrH. Esferoplastos suspendidos en
agua destilada. M. de contraste de fases. x 1.500

11



162

M. Rubio-Huertos y F. Quevedo

Figura 3. Esferoplastos. Microscopio electronico. x 20.000
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Figura 5. Filamentos procedentes de esferoplastos lisados. M. electrénico. x 28.000

Figura 6. Parte de citoplasma y filamentos de esferoplastos lisados. En
la parte superior se pueden observar restos de un flagelo. M. electré-
“mico. X 28.000
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Figura 6. Parte de citoplasma y filamentos de esferoplastos lisados. En
la parte superior se pueden observar restos de un flagelo. M. electrd-
nico. x 28.000
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Se conoce aun poco acerca de la transformacion biolégica de los
nitroderivados aromaticos, que generalmente son tdxicos y tienen un
pronunciado efecto inhibidor sobre los procesos de asimilacién en el
metabolismo celular. Se podia sospechar de la existencia de organis-
mos capaces de descomponer los nitroderivados organicos por el hecho
de que en los tltimos afios se ha visto que tales compuestos se forman
biolégicamente (1-2, 5, 7). '

En relacion con la desasimilacién de los nitroderivados orgédnicos,
Erikson (4) demostr, bastante tiempo antes del descubrimiento de la
biosintesis de esta clase de compuestos, que ciertas cepas de Micro-
monospora son capaces de utilizar 4cido picrico (trinitrofenol) y trinitro-
resorcinol, y Moore (8) mencioné dos protoactinomicetos, no especifi-
cados, capaces de usar nitrobenceno como origen simultaneo de carbono
y nitrégeno.

La presente comunicacién se ocupa de un organismo que ha sido
aislado de suelos utilizados en experimentos de desintoxicacion con
dinitro-o-cresol, y que se ha descrito como capaz de descomponer una
serie de compuestos aromaticos (8, 9).

Microbiol. Espafi., 15 (1962), 165. 1
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MATERIAL Y METODOS

Medio de crecimiento

El medio utilizado consistia en 0,1 por ciento de la sal sodica del
dcido p-nitrobenzoico; 0,5 por ciento de PO,HNa,; 0,2 por ciento de
PO H.K; 0,02 por ciento de SOMg . 7TH,0, y 0,001 por ciento de
SO,Fe . 7H,0, disuelto todo en 1.000 ml de agua destilada. El pH se
ajustaba a 7. El nitroderivado se esterilizaba separadamente por fil-
tracién y se afiadia después de esterilizar el resto de la solucién en
autoclave. Los reactivos utilizados eran de grad: analitico. La sal
sédica del 4cido p-nitrobenzoico («British Drug House») era recrista-
lizada tres veces antes de incorporarla al medio, e inclusive, en un
experimento, purificada cromatograficamente sobre papel.

Condiciones de crecimiento |

El organismo crecia en el medio descrito, en matraces de Erlen-
meyer de 250 ml conteniendo 50 ml de medio. Cada matraz se inocu-
laba con 0,1 ml de un cultivo de dieciocho horas en medio de sulfato
amonico (8). La incubacién se efectuaba a 30 °C, durante un tiempo
minimo de seis dias. '

Determinacién de la curva de crecimiento

La curva de crecimiento del organismo se determinaba midiendo
la densidad dptica del cultivo en diferentes intervalos de tiempo con
una longitud de onda de 700 my, en un espectrofotémetro Beckman,
modelo D.U. Las lecturas eran efectuadas frente a una muestra del
mismo medio, antes de la inoculacidén.

Determinaciones colorimétricas

Las determinaciones de nitrito se efectuaban colorimétricamente
utilizando el reactivo de Griess y midiendo la intensidad del color
rojo, en el espectrofotémetro, a 525 mp. .

La desaparicién del nitroderivado del medio de cultivo se seguia
espectrofotométricamente, con 273 mp 'y un pH de 74.

2
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RESULTADOS Y DISCUSION

Como se desprende de los resultados expresados graficamente en
la figura 1, la Nocardia V. es capaz de utilizar el 4cido p-nitrobenzoico
como Unica fuente de carbono y nitrégeno. Sin embargo, se observa
que el organismo debe de encontrar ciertas dificultades para crecer,
una vez inoculado en el medio de cultivo, al tener posiblemente que
fabricar un equipo enzimético.en gran parte nuevo, lo que justifica
el periodo de adaptacién tan excesivamente largo, de casi cuarenta

1000 ~

0,500

0,100 -

Log.lyl a 700 mu

T

. = 14 T P’y
1 H 3. 4 3 H 7 8 9 1o n 12dias

Figura 1

y ocho horas. Las células, una vez adaptadas, comienzan a dividirse
rapidamente, con un tiempo de generacién semejante al que poseen en
otros medios de cultivo complejos y ricos, sin nitroderivados. El meca-
nismo por el que este compuesto es incorporado para construir el
material celular, es desconocido, suponiéndose que el nitroderivado es
inicialmente hidroxilado en alguno de los carbonos libres del anillo
bencénico, antes de que el grupo nitro sea reducido a grupo amino,
ya que el 4cido p-aminobenzoico no es utilizado directamente por
el organismo como fuente de carbono ni de nitrégeno. Recientemente,
Cartwright y Cain (3), utilizando la técnica de la adaptacién simultdnea
de Stanier, han demostrado que una especie de Nocardia no era capaz

3
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de producir, como consecuencia del metabolismo del dcido p-nitroben-
zoico, el 4cido p-aminobenzoico, detectdndo solamente los compuestos
intermedios de la reduccién, 4cidos nitroso e hidroxilaminobenzoico.
No se ha observado liberacién alguna de nitrito a partir del nitroderi-
vado en el medio de cultivo.

Resultados parecidos en cuanto al crecimiento se han obtenido en
medios de la misma composicién quimica solidificados con agar al
2 por ciento, observdandose abundante proliferacion de colonias.

Actualmente se llevan a cabo una serie de investigaciones con la
sal sédica del 4cido p-nitrobenzoico con *C, con el fin de aclarar los
posibles productos metabélicos y la forma en que el nitroderivado es
incorporado en el interior del organismo; los resultados serdn objeto
de una préxima publicacién. Los dos tipos de acido p-nitrobenzoico
utilizados, se preparaban a partir de 4cido benzoico, marcado uno con
sélo *C 14bil en el grupo carboxilo, y otro a partir del 4cido benzoico,
con todos los carbonos marcados, procedentes ambos del «The Radio-
chemical Centre», Amersham (Inglaterra).

RESUMEN

Se ha descrito una cepa de Nocardia V. aislada de suelos previa-
mente tratados con herbicidas del tipo de nitroderivados, que es capaz
de utilizar la sal sédica del acido p-nitrobenzoico como unica fuente
de carbono y nitrégeno. Los experimentos se efectuaban con una
concentracién de 0,1 por ciento del nitroderivado afiadido al medio
base, que es utilizado para el crecimiento. No se ha observado libe-
racién alguna de nitrito en el medio de cultivo como consecuencia del
metabolismo del nitroderivado por el organismo. Se encuentran en
curso una serie de experimentos utilizando nitroderivados marcados -
con “*C. ‘

SUMMARY

It has been described a strain of Nocardia V. which has been
isolated from a soil used in detoxication experiments, that is able to
use the sodium salt of p-nitrobenzoic acid in liquid media as well as
on agar as sole source of carbon and nitrogen. Experiments were
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carried out with 0.1 per cent of the nitrocompound which is used
for growth. It has not been observed any release of nitrite from the
_organic nitrocompound metabolism by the organism. Experiments
using C** labeled nitrocompounds are in progress.
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VIII. Influencia del tratamiento por alcoholes en la fermenta-
cién sumergida de melazas de azdcar

POR

A. PUENTE y B. REGUEIRO

INTRODUCCION

En un trabajo anterior, Malo y Regueiro (2) estudian la influencia
del metanol en la fermentacién sumergida, empleando un medio sin-
tético, observandose que con un 5 por ciento de alcohol, el optimo de
produccién era del 17,4 por ciento. Se pensé en la influencia de los
iones metdlicos como causa de la baja produccion, y estudiados el
zine, cobre, hierro y manganeso, no se observé aumento de produccién,
aunque si disminucién en el caso de la adicién de alguno de ellos.

Posteriormente, Puente y Regueiro (5) estudian la influencia de los
alcoholes en la fermentacidén superficial de melazas de azicar, tratadas
y sin tratar por ferrocianuro, y observando que el metanol es el que
produce el rendimiento mejor, pues al 6 por ciento y con un pH inicial
de 5,5, da un 81,6 por ciento de 4cido citrico, se encuentra conveniente
la adicién de complexona IV, que permite reducir la cantidad de me-
tanol, sin variar la produccién.

Referencias anteriores a estos trabajos sélo las encoritramos en Mo-
yer (3).

En el presente trabajo, se estudia la adicién de: metanol, etanol,
propanol, isopropanol, butanol, isobutanol y morfolina a medios con

Microbiol. Espafi., 15 (1962), 171. 1
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melazas de remolacha o cafia, ambos tratados o sin tratar por ferro-
cianuro. También se estudia la influencia del medio de esporulacion
en medios de melazas con etanol.

METODOS

En este trabajo se utilizan los métod®s y técnicas dados por Male
y Regueiro (1) y Puente y Regueiro (2). Se emplea el mutante del
Aspergillu niger 72-4 Wiss. aislado en nuestro laboratorio y los medios
de conservacion y fermentacién, asi como técnicas de control mencio-
_nadas. La adicién de alcoholes se realiza después de la esterilizacién
del medio. .

Se hacen determinaciones .de: pH, cantidad de micelio, aztcar
remanente, acidez titulable y 4cido citrico.

RESULTADOS

En primer lugar, se estudia la influencia de los diferentes alcoholes
(metanol, etanol, propanol, isopropanol, butanol, isobutanol y mor-
folina) en la fermentacién de melazas de remolacha y cafia. Se estudia,
al final, la posible influencia del medio de esporulacién en la fermen-
tacién sumergida de melazas.

Influencia del ‘metanol

Para estudiar esta influencia se utilizan cuatro tipos de medios, a
los que se adiciona el metanol en cantidades que se indican en cada
caso. '

a) Es medio con melazas de remolacha en el cual adiciones de
hasta 5 por ciento de metanol producen muy ligeras variaciones en
el volumen de micelio, consumo de azicar y produccién de acido
citrico (4 19 por ciento). En cuanto a las caracteristicas morfoldgicas,
a los diez dias de fermentacion, el testigo se presenta en pequeiias
pellas y poco fibroso, mientras que las muestras con metanol presentan
pellas grandes y pequefias con escasas fibras largas y gruesas.

" b) Es medio con melazas de remolacha, pero adicionadas de ferro-
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cianuro (0,08 por ciento). Hasta 5 por ciento de metanol, hay poca
variacién en el volumen de miceiio, ligera disminucién del consumo
de azicar y poca variacién en la produccién de 4cido citrico (4 38
por cientc). En cuanto a los caracteres morfoldgicos, el testigo presenta
a los diez dias de fermentacion pellas pequefias, mientras las muestras
con metanol presentan pellas pequefias con algunas fibras largas y
gruesas, con poco metanol, y cortas y finas, con méis metanol.

¢) Es ‘medio con melazas de cafia, en el cual adiciones de hasta
8 por ciento de metanol producen muy ligera variacién de volumen de
micelio, consumo de aztcar y produccién de 4cido citrico (4 17 por
ciento). En cuanto a los caracteres morfoldgicos, a los diez dias de fer-
mentacién, el testigo es de tipo fibroso, con escasas pellas grandes,
mientras que en las muestras con metanol los caracteres son parecidos,
pero con mayor proporcion de pellas.

d) Es medio con melazas de cafia, pero adicionado con ferrocianuro
(0,07 por ciento). Adiciones de hasta un 7 por ciento de metanol pro-
ducen ligera variacién de volumen de micelio, el consumo de aziicar
baja gradualmente y el acido citrico se mantiene a un nivel mas bajo
que el testigo (+ 20 por ciento). En cuanto a los caracteres morfols-
gicos, el testigo es fibroso, con unas pocas pellas grandes; en cambio,
en las muestras con metanol, las pellas son pequefias y hay escasas
fibras cortas y gruesas, que no se presentan cuando se afiade un 7 por
ciento de metanol.

Influencia del etanol

Como en el caso anterior, se emplean cuatro tipos de medios de
fermentacién, a los que se adicionan diferentes cantidades de etanol,
que se indican en cada caso.

a) Es medio con melazas de remolacha, cuyos resultados se expre-
san en la figura 1. Se observa una disminucién progresiva del volumen
de micelio y del consumo de aziicar y produccién de acido citrico
(25 por ciento) hasta adicién de 3 por ciento de etanol; después hay
disminucién de estos dos tltimos factores. En cuanto a los caracteres
morfoldgicos, el micelio en el testigo se presenta en pellas pequefias
y escasas fibras, mientras que en las muestras con etanol el micelio es
fibroso, en fibras cortas y gruesas, con escasas pellas grandes; con mas
etanol, las fibras se hacen mas finas.
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b) Es medio con melazas, pero adicionado de ferrocianuro (0,08
por ciento). Sus resultados se expresan en la figura 2. Se observa un
descenso progresivo de volumen de micelio y de consumo de azticar
y produccién de 4cido citrico, con adiciones de hasta 5 por ciento de
etanol. En cuanto a los caracteres morfoldgicos, todas las muestras.
dan micelio con pellas pequefias; al aumentar la cantidad de etanol,
las pellas se hacen m4s grandes.

c) Es medio de melazas de cafia, cuyos resultados se expresan en
la figura 3. Se observa una disminucién progresiva de volumen- de
micelio. El consumo de aziicar y la produccion de 4cido citrico suben
hasta 2 por ciento de etanol, para luego disminuir. En cuanto a los
caracteres morfoldgicos, todas las muestras dan micelio con fibras cortas
y gruesas, con escasas pellas grandes; con més etanol, las fibras se hacen
m4s finas. A

"
Ae
34 A
2 .
————
1 B —
R 7z 3%
Etanol
Figura 3
A, x5 M x 80

d) Es medio de melazas de caiia, pero adicionado con ferrocianuro
(0,07 por ciento), cuyos resultados se expresan en la figura 4. Se ob-
serva una disminucién progresiva de volumen de micelio y consumc
de azicar; asimismo, la produccion de acido citrico baja lentamente

5
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hasta un 5 por ciento de etanol, después de lo cual baja ripidamente.
En cuanto a los caracteres morfoldgicos, el testigo presenta fibras
cortas y finas con alguna pella grande, pero con etanol las fibras son
escasas y las pellas pequeiias.

Etanol

Figura 4
A, x 8 M x 20

Influencia del propanol

Como en casos anteriores, utilizamos cuatro tipos de medios de
fermentacién, a los que se adicionan diferentes cantldades de pro-
panol, como se indica en cada caso.

a) Es medio de melazas de remolacha, cuyos resultados se expresan
en la figura 5. Observamos que a partir de la adicion de un 0,8 por
ciento de propanol hay una caida ripida de volumen de micelio,
consumo de aztcar y produccién de dcido citrico, que se anula adi-
cionando 2,4 por ciento de propanol. En‘cuanto a los caracteres mor-
foldgicos, los micelios son fibrosos en todos los casos; cuando se
afiade un 2,4 por ciento de propanol, no hay crecimiento. ‘

b) Es medio de melazas de remolacha, pero adicionado con ferro-
cianuro (0,08 por ciento). Observamos que hasta 1,6 por ciento de
propanol hay ligero aumento de micelio, y ligeras. variaciones en el

6.



Estudios sobre produccién de dcido citrico por fermentacién. VIII 177

consumo de azicar y de la produccién de 4eido citrico, aunque con
tendencia a disminuir. En cuanto a los caracteres morfolégicos, en ge-
neral, se forman pellas pequeifias, pero con 1,2 por ciento de propanol
se forman, a su vez, algunas pellas grandes y fibras cortas y finas.

“

08 s . 2% .
Propanol

“‘Figura 5
Ao X5 M x4

c) Es medio de melazas de cafia, en el que se observa que la adi-’
cién de hasta 1,2 por ciento de propanol produce muy ligeras varia-
ciones en el volumen de micelio, consumo de azicar y produccién de
4cido citrico. Asimismo, en cuanto a los caracteres morfoldgicos, todas
las muestras presentan fibras gruesas. S

d) Es medio de melazas de cafia, pero adicionado de ferrocianuro
(0,07 por ciento). Observamos que hasta adiciones de 2,4 por ciento
de propanol hay una ligera disminucién progresiva de volumen de
micelio, consumo de aztdcar y produccién de acido citrico. En cuanto
a los caracteres morfolégicos, el micelio del testigo es fibroso; en cam-
bio, las muestras con propanol son en forma de pellas pequeiias.



178 ‘ A. Puente y B. Regueiro

Influencia del isopropanol

Como en todos los casos, empleamos cuatro tipos de medios de
fermentacion, a los que se adicionan diferentes cantidades de isopro-
panol, como se indica en cada caso.

a) Es medio de melazas de remolacha. Observamos que adiciones
de hasta 1,2 por ciento de isopropanol no afectan a la produccion de
micelio, consumo de azicar y produccién de acido citrico, aunque
este ultimo tiene tendencia a disminuir. En cuanto a los caracteres
morfoldgiceos, en todos los casos es fibroso y con formacmn de pellas
pequeiias. '

-b) Es medio de melazas de remolacha, pero adlclonado con ferro-
cianuro (0,08 por ciento). Adiciones de hasta 1,6 por ciento de isopro- -
panol producgg Jigeras variaciones de volumen de micelio, consumo
de azticar y produccién de 4cido citrico (+ 38 por ciento). En cuanto
a los caracteres morfoldgicos, en todos los casos, el micelio son pellas
pequefias, sin fibras, excepto al final.

¢) Es medio con meladas de cafia. Observamos que adiciones de
hasta 1,2 por ciento de isopropanol hacen disminuir, aunque poco, el
volumen de micelio, consumo de azicar y produccién de 4cido citrico.
Los caracteres morfoldgicos son parecidos en todos los casos, dando
fibras gruesas. .

d) Es medio de melazas de caiia, tratado por ferrocianuro (0,07 por
ciento). Observamos muy ligeras variaciones hasta 1,6 por ciento de
alcohol en volumen de micelio y consumo de aztcar, y una disminu-
cién progresiva, aunque ligera, de produccién de 4cido citrico (4 16
por ciento). En cuanto a los caracteres morfoldgicos, el testigo da
micelio fibroso, mientras que las muestras con alcohol dan pellas pe-
quefias, con escasa proporcién de fibras cortas y finas.

Influencia del butanol

Como en los casos anteriores, empleamos cuatro tipos de medios
de fermentacidn, a los que se adicionan diferentes canndades de bu-
tanol, como se indica en cada caso.

a) Es medio de melazas de remolacha, cuyos resultados se expresan
en la figura 6. Observamos ligera variacion del volumen de micelio;

8
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el consumo de azilicar aumenta ripidamente, sobre todo a partir de
la adicién de 04 por ciento de butanol; en cuanto a la produccién de
dcido citrico, disminuye progresivamente a medida que aumenta la
concentracién de alcohol. En cuanto a los caracteres morfolégicos, en
todos los casos es fibroso, con escasas pellas pequeiias.

4] -

l\‘ “
YR 08 12 %
Butanol
Figura 6

Ae x 10. M x 380

b) Es medio de melazas de remolacha, adicionado con ferrocia-
nuro (0,08 por ciento), cuyos resultados se expresan en la figura 7.
Observamos una disminucién progresiva de volumen de micelio, un
aumento del consumo de azticar y de la produccion de 4cido citrico,
hasta 1,2 por ciento de butanol (41,6 por ciento), que luego disminuye.
En cuanto a los caracteres morfoldgicos, en todos los casos, se forman
pellas pequefias con algunas grandes y algunas fibras largas y gruesas.

c) Es medio de melazas de cafia, cuyos resultados se expresan en
la figura 8. Observamos ligera disminucién del volumen de micelio,
consumo de azticar y produccién de 4cido citrico. Con relacién a los
caracteres morfoldgicos, el testigo presenta micelio fibroso con escasas
pellas grandes, mientras que en presencia del alcohol no se presentan
dichas pellas.
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d) Es medio de melazas de cafia, pero adicionadas con ferrocianuro
(0,07 por ciento) y cuyos resultados se expresan en la figura 9. Obser-
vamos ligera caida de volumen de micelio, ligera variacién de con-
sumo de aztcar y disminucién de produccién de 4cido citrico con
0,4 por ciento de butanol y aumento posterior con mas alcohol, pero
sin pasar de la concentracion que da el testigo. Caracteres morfoldgi-
cos: el testigo presenta micelio fibroso y con pocas pellas grandes y

X —  x )
X .
x—_.,_.*xM

o4 08 12 . w6 %
Butanol

Figura §.
Au x 3. M x 80

fibras largas y gruesas; con 04-0,8 por ciento de butanol, se presenta
el micelio en pellas pequefias y escasas fibras, mientras que con mas
alcohol el micelio es fibroso y con pocas pellas pequeiias.

Influencia del isobutanol

Como en los casos anteriores, empleamos cuatro tipos de medios
de fermentacién, a los que se adicionan diferentes cantidades de iso-
butanol, como se indica en cada caso.

a) Es medio de melazas de remolacha. En adiciones de hasta 1,2
por ciento de isobutanol, no-se observan variaciones de volumen de:

s

1
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micelio, consumo de aziicar y si sélo un ligero descenso en la produc-
cién de 4cido citrico. En cuanto a los caracteres morfoldgicos, en todos
los casos los micelios son de tipo fibroso, con pellas pequefias.

b) Es medio de melazas de remolacha, adicionado con ferrocianuro
(0,08 por ciento). Se observa que hasta 1,6 por ciento de isobutanol
hay ligero descenso en el volumen de micelio, no varia el consumo de
azdcar y la produccion de 4cido- citrico varia muy poco, habiendo un

b——

1 ‘—_____,_________1_)-\
x\’n
v 0 1 Y 3
fsobutanet
Figura 10
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optimo del 46,2 por ciento con 0,8 por ciento de isobutanol. En cuanto
a los caracteres morfoldgicos, en todos los casos se forman pellas pe-
quefias con fibras largas y gruesas, aunque en el medio testigo también
se forman algunas pellas grandes:

c) Es medio de melazas de cafia. Se encuentra poca variacion de
volumen de micelio, consumo de aztcar y produccién de 4cido citrico,
hasta 1,2 por ciento de isobutanol. En cuanto a los caracteres morfo-
l6gicos, los micelios son fibrosos con alguna pella grande en el testigo y
pellas pequefias en los medios con alcohol. ,

d) Es medio de melazas de cafia, adicionado con ferrocianuro
- (0,07 por ciento); sus resultados se observan en la figura 10. El volu-
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men de micelio sube ligeramente, para luego disminuir; el consumo de
azticar aumenta con la cantidad de alcohol, y la produccién de 4cido
citrico disminuye rapidamente, a partir de la adicién de 0,8 por ciento
de isobutanol. En cuanto a los caracteres morfoldgicos, el micelio del
testigo es fibreso, con alguna pella grande, mientras que en las mues-
tras con alcohol son pellas grandes, con alguna fibra larga y gruesa.

‘ Influencia de la morfolina

En este dltimo caso, se emplean dos medios de fermentacion, a los
que se adicionan diferentes cantidades de morfolina, como se indica
en cada caso.

a) Es medio con melazas de remolacha, al que se adiciona hasta
0,10 por ciento de morfolina. No se observa variacién apreciable en
el volumen de micelio; el consumo de aziicar y la produccion de acido
citrico disminuyen ligeramente. En cuanto a los caracteres morfoldgicos,
no se observan diferencias; el micelio se presenta en pellas grandes y
fibras cortas y finas.

b) Es medio de melazas de cafia, al que se adiciona hasta 0,10 por
ciento de morfolina. Se observan muy ligeras variaciones de volumen
de micelio, consumo de azicar y produccion de 4cido citrico. En
cuanto a los caracteres morfoldgicos, el micelio es de tipo fibroso, con
fibras cortas y gruesas y algunas pellas grandes.

Influencia del medio de esporulacién

Por los métodos y técnicas generales, se prepara una experiencia
para ver la posible influencia que ejerce el medio de esporulacion
sobre la fermentacién sumergida de melazas de remolacha (con 0,08
por ciento de ferrocianuro) y de cafia (con 3 por ciento de etanol).

Utilizando medios de esporulacién: sintético, remolacha I, remola-
cha II y cafia, no se observan variaciones en cuanto a la produccion
de micelio, consumo de aziicar y produccién de 4cido citrico, en medios
de melazas de remolacha (46,3 por ciento de rendimiento) y de caifia
(21,7 por ciento de rendimiento). En cuanto a los caracteres morfo-
logicos, en medio de remolacha se forman pellas pequeiias, y en caiia,
fibras cortas y algunas pellas grandes.

13
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DISCUSION

Estudiamos en el presente trabajo el efecto de la adicién de alcoho-
les de cadena corta a medios de fermentaciéon de melazas de remolacha
y caiia, tratados o sin tratar por ferrocianuro, por la técnica de fer-
mentaclén sumergida. En general, se hacen las experiencias en cuatro
medios: remolacha, remolacha tratada por ferrocianuro, cafia y cafia
tratada por ferrocianuro.

Medios tratados o adicionados con diferentes cantidades de me-
tanol sufren muy ligeras variaciones, las cuales tienen tendencia al
aumento de micelio y consumo de azticar, asi como a disminuir la
produccidn de acido citrico, que, en general, da un rendimiento aproxi-
mado de: 19 por. ciento en remolacha, 38 por ciento en remolacha con
ferrocianuro, 17 por ciento en cafia y 20 por ciento en cafia con ferro-
cianuro.

Medios adicionados con diferentes cantidades de etanol tienen ten-
dencia a disminuir su volumen de micelio y de consumo de azdcar,
asi como de produccién de 4cido cftrico.

La adicién de propanol a los diferentes medios produce en medio
de melazas de remolacha una ripida disminucién de volumen de mi-
celio, consumo de azidcar y produccién de 4cido citrico, hasta 2,4 por
ciento de propanol, que inhibe el crecimiento del hongo. En los demés
medios, la adicién de propanol produce muy ligeras variaciones, aun-
que todas ellas con tendencia a disminuir.

En cuanto a la adicién de isopropanol a los medios de fermenta-
cién mencionados, produce muy ligeras variaciones de volumen de
micelio, consumo de azdcar y produccién de 4cido citrico, aunque, en
general, éste tiene tendencia a bajar.

El butanol adicionado en diferentes cantidades a medios de cultivo
de melazas produce, en general, disminucién en la produccion de vo-
lumen de micelio, consumo de aziicar y produccién de acido citrico,
con excepcién de los medios de melazas de remolacha, en los que el
consumo de azlicar aumenta a partir de la adicién de 0,4 por ciento
de butanol; en los tratados por ferrocianuro, también hay un aumento
de 4cido citrico, hasta 1,2 por ciento de butanol (41,6 por ciento),
disminuyendo después.

En cuanto a la adicién de isobutanol, en los medios de fermenta-

14
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cién antes indicados se producen muy ligeras variaciones en cuanto al
volumen de micelio, consumo de azidcar y produccion de 4cido citrico,
con excepcion de las melazas de remolacha tratadas por ferrocianuro,
que dan un 6ptimo de 46,2 por ciento de 4cido citrico, con 0,8 por
ciento de isobutanol.

También probamos la influencia de la adicion de morfolina a los
diferentes medios de fermentacion, encontrando muy ligeras variacio-
nes en cuanto al volumen de micelio, consumo de aziicar y produccion
de acido citrico.

Variaciones en la composicién del medio de esporulacion no ejer-
cen influencia en la fermentacién de melazas de remolacha y cafia en
fermentacion sumergida.

RESUMEN

En el presente trabajo se estudia la influencia de los alcoholes de
bajo_peso molecular sobre la produccién de acido citrico por fermen-
tacion sumergida de melazas de remolacha y cafia, por una raza mu-
tante de Aspergillus niger, obtenida por seleccién natural en nuestro
laboratorio.

Se prueban los alcoholes: metanol, etanol, propanol, isopropanol,
butanol, isobutanol y morfolina, en medios de melazas de remolacha
y cafia, tratados y sin tratar por ferrocianuro, encontrdandose que, en
general, dichos alcoholes producen muy ligeras variaciones en la pro-
duccién de micelio, consumo de azidcar y produccién de acido citrico,
produciendo, en cambio, variaciones en cuanto a los caracteres mos
foldgicos del micelio. En fermentacién sumergida, el medio de esporu-
lacién ejerce muy poca influencia en la fermentacién.

SUMMARY

In this paper we study the influence of alcohols of a low molecular
weight, on the production of citric acid by submerged fermentation
of molasses by a mutant of Aspergillus niger obtained by natural
selection in our laboratory.

In general terms, we see very small variations in the mediums of

15
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beet and ‘cane molasses, treated or not treated by ferrocyanide, when
we added several concentration of methanol, ethanol, propanol, iso-
propanol, butanol, isobutanol and morfoline. We also see that de
sporulation medium dont have influence in the submerged fermen-
tation.
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ALGUNAS OBSERVACIONES SOBRE EL APARATO
BUCAL DE FRONTONIA (CILIADOS, HOLOTRICOS)*

POR

J. PEREZ.SILVA y Rosario GIL

Desde que Chatton y colaboradores, hace unos treinta afos, emi-
tieron la hipdtesis de la autonomia y continuidad genética de la infra-
ciliatura de los protozoos ciliados, se ha ido concediendo cada vez
mayor importancia taxonémica a la disposicion y morfogénesis de las
_cinetias, especialmente a las que constituyen la infraciliatura de las
organelas bucales.

Furgason (10), en 1940, propuso la idea de que la organizacién
tetrahiménica del aparato bucal de los holotricos del grupo Colpidium-
Glaucoma constituye un esquema bdsico al que es posible referir las
organelas bucales de muchos de los holotricos. Esta idea ha sido gene-
ralmente aceptada, a juzgar por las publicaciones que en este sentido
se han hecho, principalmente sobre los géneros Leucophrys, Tetra-
hymena (8), Paramecium (7, 20), Stokesia (8), Disematostoma (16),
Frontonia (8, 18), Pseudomicrothorax (3) y Saprophilus (19).

En 1956, Corliss (4), basindose en la hipétesis de Furgason y en
las sugerencias de Faure-Fremiet (9) acerca de la morfogénesis de las
organelas bucales, propuso una nueva clasificacién de los ciliados, en
la que, entre otras cosas, se suprime el orden Trichohymenostomata
de Gelei (11) y se hace una reagrupacién de los subérdenes Gymnosto-
mina, Trichostomina e Hymenostomina de los sistemas de Jahn y
Jahn (18) y de Hall (12), dandoles categoria de orden y trasladando al
dltimo de ellos (Hymenostomatida) todas aquellas formas en las que

(*) Comunicacién presentada al XXV Congreso Lusoespafiol para el Progreso
de las Ciencias. Sevilla, noviembre de 1960. ‘

Microbiol. Espaii., 15(1962) 187. 1
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ya se habia demostrado la organizacién tetrahiménica de su aparato
bucal.

Segtin Corliss (4), el género Frontonia es uno de los que requieren
mayor atencién en cuanto al estudio de la infraciliatura del aparato
bucal. Ademds, a través del andlisis de la literatura, se observa dispa-
ridad entre los resultados que en este sentido han encontrado Gelei,
por una parte, y Faure-Fremiet, por otra. Estas circunstancias nos han
movido a emprender un estudio del género Frontonia, con vistas a
una posible clasificacién del mismo basada en la morfologia, disposi-
- cién y constitucién de las organelas bucales. En la presente comuni-
" cacién nos limitamos a hacer algunas observaciones sobre el particular.

MATERIAL Y METODOS

Hemos utilizado para este estudio: Frontonia leucas Ehrenberg,
que se mantiene en cultivo en el «Zoologisches Institut der Universitit»
(Tiibingen); F. depressa Kahl, aislada por nosotros de un charco del
«Botanische Garden» (Tiibingen), y Frontonia sp., también aislada por
nosotros de la fuente que hay en el patio del Centro de Investigacio-
nes Bioldgicas (Madrid), y que, segin los sistemas de Kahl (14) y de
Bullington (1), se puede identificar como F. leucas.

Para poner de manifiesto la infraciliatura empleamos el método de
impregnacién argéntica de Chatton-Lwoff tal como lo ha descrito
Corliss (2). ’

Para el estudio de la ciliatura bucal nos valemos del método de
Ruthmann (17) para el montaje de cortes histolégicos de piezas in-
cluidas en metacrilato y examen por microscopia de contraste de fases.

RESULTADOS

Segin nuestras observaciones, el complejo de organelas bucales
consta, en las tres especies de Frontonia estudiadas, de tres peniculos
situados en la pared izquierda de la cavidad bucal y de una «mem-
brana endoral» que se encuentra junto al borde derecho de la cavidad
bucal (figuras 1-2). Numerando los peniculos de fuera a dentro (desde
la abertura bucal hacia el citostoma), vemos que los peniculos 1 y 2
estin muy préximos entre si y corren paralelos al borde izquierdo de
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la cavidad bucal, mientras que el peniculo 3 est4 algo separado de los.
otros dos y méds o menos incurvado hacia el fondo de la cavidad.

La llamada membrana endoral estd representada en las prepara-
ciones obtenidas por el método de Chatton-Lwoff por una linea longi-
tudinal argentdfila que, situada en la pared derecha de la cavidad
bucal, se extiende desde la parte anterior hasta poco mis de la mitad
de dicha cavidad (figuras 1-2). En las preparaciones obtenidas por
el método de Ruthmann (figuras 5-6) se aprecia un engrosamiento en.
la pared derecha de la cavidad bucal, el cual corresponde, segiin
nuestra opinién, a la linea argentéfila. No hemos encontrado, pues, en
el lado derecho de la cavidad bucal una auténtica membrana, de
constitucion ciliar; en cambio, en la pared izquierda se pueden obser-
var claramente los cilios de los tres peniculos.

Dentro de este plan general se pueden apreciar diferencias entre
las tres formas que hemos estudiado. Asi:

En Frontonia leucas (figura 7), cada peniculo consta de cuatro hi-
leras de cilios, mientras que en F. depressa (figuras 5-6) y en Fron-
‘tonia sp. (figura 4), los peniculos constan de cinco hileras.

El peniculo 8 est4 muy poco incurvado en Frontonia sp (figura 3)
y en F. leucas (figura 7), mientras que en F. despressa (figura 1) estd
notablemente incurvado. '

La linea argentéfila (émembrana endoral?) es mucho més patente y
definida en Frontonia depressa que en las otras dos especies estudiadas.

~ En cuanto a la cinetia paraoral, descrita por Roque en Disematos-

toma tetraedrica (16) y por Yusa en siete especies de Paramecium, la
hemos podido observar sélo en Frontonia sp.; recorre todo el borde
izquierdo de la abertura bucal (figura 3) y esta integrada por cineto-
somas muy finos, aproximadamente de la misma magnitud que Tlos
cinetosomas peniculares. '

DISCUSION

Como ya hemos indicado, Frontonia sp. se puede considerar, segin
las claves de Kahl (14) y de Bullington (1), como F. leucas Ehrenberg,
pero, dado que el nimero de cinetias de cada peniculo no es el mismo
en ambas formas, hemos de quedar en expectativa hasta que poste-
riores estudios decidan si este caricter es o no constante dentro de
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cada especie; actualmente parece haber contradiccion en este sentido,
ya que Corliss (4) admite que «cada especie posee una norma carac-
teristica y estable de estructuras argentéfilas, principalmente los gra-
nulos basales o cinetosomas», y, por otra parte, en Paramecium bursa-
ria se han encontrado unas veces once y otras veces ocho cinetias pe-
niculares (7, 20).

También parece que existe diversidad dentro del género Frontonia
con respecto al nimero de peniculos: Gelei (11) dice que hay dos,
Faure-Fremiet (8) encuentra cuatro y Dragesco (18) describe des pe-
niculos; nosotros hemos observado siempre tres; en esto coincidimos
con los resultados que han encontrado Small y Profant (18) en F. leucas.
Segtin la hipétesis de Furgason, el nimero basico de organelas izquier-
das ha de ser tres (AZM de los Hymenostomatida Tetrahymenina);
este nimero ha sido encontrado en otros géneros de Peniculina, como,
por ejemplo, en Disematostoma (16) y en Paramecium (7. 20). En los
Tetrahymenina, las tres organelas izquierdas son membranelas; en Di-
sematostoma y Frontonia son peniculos, mientras que en Paramecium
existen dos peniculos y el quadrulus; teniendo en cuenta que tanto en
F. depressa (figura 1) como en Disematostoma (16), el peniculo 3 lleva,
en general, una trayectoria andloga a la del cuddrulo de Parame-
cium (20), no creemos aventurado concluir que ambas estructuras son
homdlogas, aun cuando existan diferencias en el ndmero y disposicién
de las cinetias y en el tamafio de los cinetosomas.

En cuanto a la llamada membrana endoral, se observa una cierta
confusién en la literatura; se suele describir como una cinetia longitu-
dinal, corta, integrada por cinetosomas muy pequefios, pero unos auto
res, como Yusa (20), la localizan dentro de la cavidad bucal, mientras
que otros, como Roque (16), la sitian en el borde derecho de la aber-
tura bucal; ambos la relacionan con la membrana ondulante de los
Tetrahymenina. Por otro lado, Corliss (6) distingue, aunque no con
precision, dos organelas a la derecha del citotosma: la membrana en-
doral y la membrana paraoral, considerando esta tltima denominacién
como sinénima de membrana ondulante. Nosotros, en los cortes trans-
versales a la altura de la cavidad bucal de Frontonia depressa (figu-
ras 5-6), no hemos podido observar, en la pared derecha de dicha
cavidad, la organela externa (dmembrana endoral?) correspondiente a
la linea argentdfila que se pone de manifiesto (figura 1) por el método
de Chatton-Lwoff. Tampoco aparece la membrana endoral en la elec-
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tronofotografia que publican Ehret y Powers (7) de un corte transver-
sal ‘de Paramecium bursaria, donde, en cambio, se pueden observar
claramente los peniculos y el cuddrulo. Vemos, pues, que no siempre
existe una correspondencia exacta entre ciliatura e infraciliatura: a
veces puede faltar la contrapartida externa. Este hecho, a nuestro
juicio, puede ser de utilidad para el estudio de la evolucién y taxo-
nomia de los Ciliados. N

Faure-Fremiet (8), basandose en la organizacién y morfogénesis del
aparato bucal, ha propuesto la linea ortogenética Paramecium — Sto-
kesia — Disematostoma — Frontonia, pero, a la luz de trabajos mas
recientes, parece mds verosimil la linea propuesta por Parducz (15):
Colpidium — Glaucoma — Disematostoma — Frontonia — Paramecium,
aunque también cabe la posibilidad de que la linea que va desde los
Tetrahymenina a los Peniculina se bifurque en dos direcciones. Una
de ellas (en la que estarian Stokesia y Paramecium) llevaria consigo
la aparicién del cuddrulo; en la otra (Disematostoma-Frontonia) se
conservaria la constitucién penicular de la tercera organela de la AZM.
Esto, evidentemente, s6lo son conjeturas en espera de un estudio mads
extenso de la organizacién del aparato bucal, no solamente de los Pe-
niculina, sino de todo el orden Hymenostomatida.

Expresamos nuestra gratitud mds sincera al Prof. Dr. Karl G. Grell,
Director del «Zoologisches Institut», de la Universidad de Tiibingen,
v a sus colaboradores, Dr. Bierbrodt, Dr. Ruthmann, Dr. Czihak y
Sr. Heckman, asi como al restante personal de dicho Centro, por la
ayuda y ensefianzas que nos han prodigado.

RESUMEN

Se estudia la ciliatura (por el método de Ruthmann) y la infra-
ciliatura (por el método de Chatton-Lwoff) de las organelas bucales
de Frontonia sp., F. leucas y F. depressa. En la pared izquierda de la
cavidad bucal se observan tres peniculos, cada uno de los cuales consia
de cuatro hileras de cilios en F. leucas y de cinco hileras en las olras
dos especies estudiadas. En la pared derecha de la cavidad bucal se
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pone de manifiesto, mediante impregnacién argéntica, una linea lon-
gitudinal que, segtin la hipétesis de Furgason, se habria de considerar
como la infraciliatura de la membrana endoral; sin embargo, en los
cortes obtenidos segin el método de Ruthmann no se observa tal
membrana.

Se discute el posible significado taxonémico de la morfologia y
constitucién de las organelas bucales. .-

SUMMARY

In this work the ciliature (using Ruthmann method) and the infra-
ciliature (Chatton-Lwoff method) of the buccal organelles of Fronto-
nia sp., F. leucas and F. depressa have been studied. On the left side
of the buccal cavity we can see three peniculi which consist of four -
rows of cilia in F. leucas and five rows in the other two species. Using o
silver impregnation we can see on the right sido of the buccal cavity
a longitudinal argentophilic line which could be the infraciliature of
the endoral membrane according Furgason’s hypothesis. No such a
membrane is observed in the cross sections that have been prepared by
means of Ruthmann’s method.- '

The authors discusse the possible taxonomic significance of the
morphology and organization of the buccal organelles.
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Figura 2. Frontonia sp. Impregnacién argéntica. x 450
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Figura 3. Frontonia sp. Impregnacién argéntica. x 1.200

Figura 4. Frontonia sp. Impregnacidn argéntica. x 1.200
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Figura 5. Frontonia depressa. Corte transversal pasando por la parte anterior
de la cavidad bucal. Observacién en contraste de fases. x 2.000 (aproxima-
damente)

Figura 6. Frontonia depressa. Corte transversal pasando por la parte posterior
de la cavidad bucal. Observacion en contraste de fases. x 2.000 (aproxima-
damente)
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Figura 7. Frontonia leucas. Corte longitudinal, algo oblicuo, pasando por la
zona distal de la cavidad bucal. Observacién en contraste de fases. x 2.000
(aproximadamente)
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PATHOGENIC AND NON-PATHOGENIC SPECIES OF
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Fungi of several genera are known to degrade pectic materials.
There is, however, little knowledge of the enzymic processes involved
on the differences between the enzyme systems of pathogenic and
non-pathogenic species. Pectolytic activity in fungi has been found to
depend upon a complex of enzymes which may include pectinmethyl-
esterase, polygalactoronase and one or more of a group of glycosidases.
It appears that the cell wall is the principal site of attack, pectic
substances appearing to occur in most, perhaps all, plant tissues. It has
been suggested that the formation of pectic enzymes may play an
important role in producing the wilting symptoms of many. plant
diseases. Verticillium wilt occurs generally throughout many countries
on a variety of plants and is one of the most serious of the diseases
of crops caused by a soil borne-pathogen.

Several species of the fungi Verticillium have been tested for
ability to produce pectic enzymes in vitro. Studies of the pectolytic
enzymes may be especially valuable in understanding the exact role
of the enzymes in the penetration of the pathogen into the host cells.

Microbiol. Espaii., 15 {1962), 199 1
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MATERIALS AND METHODS

Organisms

Stock cultures of Verticillium obtained from the sources described
in Table I were mantained on GAE medium, stored in the refrigerator
after 10 days growth. Designations used by the persons who suplied
the cultures were accepted without checking.

Table 1. Strains of the genera Verticillium used to study pectic
enzyme production :

Organisms of stljaﬂbet:;st ed Isolated from
Verticillium alboatrum . . : 11 , lucerne, tomato, mentha
Verticillium tricorpus ~— ~ ° ‘ 4 tomato
Verticillium dahliae 10 lucerne, mentha
Verticillium nigrescens 3 potato
Verticillium hemileiae 3 a saprophite
Verticillium sp. 2 tomato, potato
Verticillium :sp. n° 14 1. ony- -
Verticillium sp. n.° 8 1 lEj;lsack raspberry
Verticillium sp. n.°-17 1 mallow
Verticillium sp. n.° 22 1 peppermint
Verticillium sp. n.° 39 1 strawberry
Verticillium sp. n.° 40 A | maple
Verticillium sp. n.° 74 - 1 _ portulaca

Media

GAE medium. Glucose, 10 g; asparagine, 1 g; yeast extract, 0.5 g;
K,HPO,, 0.5 g; MgSQ,-7H,0, 0.5 g; FeSO, . TH,0, 0.01 g; agar, 20 g;
distilled water, 900 ml, and tap water, 100 ml. The glucose was auto-
claved separately and mixed when cool.

Pectin media. Fundamentally the pectm media described by
Smith (3) were used.

Pectin subsirates. A commercial pectin (British Drug House) and
. Na polipectate prepared by us, were used for the preparation of the
Jpectin media.

.2
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B

Growth of the organisms

Erlenmeyer flasks (250 ml) containing 100 ml of pectin medium,
were inoculated with 1 ml of spore suspensions of the various species
of Verticillium and incubated statically at 28 °C. At thee days intervals,
samples were withdrawn and centrifuged at 1,500 g for 15 min. The
supernatant fluids were used for pectolytic activity determinations.

Pectolytic enzyme production

Pectolytic activity was determined by the loss of ‘the precipitate
formed on adding ethanol. The test was. conducted as follows:
Absolute ethanol (6 ml) was added to 3 ml of culture supernatant fluid,
shaken and centrifuged; the sediment was compared with that from
an uninoculated control and graded arbitrarily. In some cases the pectic
enzyme methods described by Waggoner and Dimond (4) were also
used. ‘ ‘

Parallel studies on the pectolytic activity of the Verticillium were
also made following the pectin-agar plate method described by
Wieringa (5) but with a light modification. To the medium described
by the previous worker to cultivate pectolytic microbes, were added a
few drops of bromothymol blue solution (1.5 per cent). In due time
colonies will be formed and pectic breakdown was easily recognised
as gelatin liquefaction on a gelatin plate, the fungi that had this powder
making pits in the pectin layer with change in the colorant from yellow
to blue colour. With this method the pectolytic organisms were easily
detected. /

RESULTS

A determination of the pectinolytic enzymes of Verticillium he-
mileiae as well of other Verticillium species in culture was considered
essential to demonstrate their possible relationships to the uredospore
digestion process (1, 2).

Employing the alcohol precipitation method of analysis of pectin,

filtrates of 40 isolates of the genera Verticillium were assayed during
20 days over a wide pH range. The results obtained demonstrated that

3



202 ~J. A. Ledl and ]. R. Villanueva

F

all the pathogenic strainsérproduced active pectinolytic enzymes under
the test conditions. The unability of the non-pathogenic strains of
Verticillium to degrade pectic substrates was demonstrated (figure 1).

Absence of pectic enzymes in Verticillium hemileiae was further con-
firmed by the plate method described by Wieringa. The growth of the
V. hemileiae isolates in solid medium containing pectin-agar, resulted
in abundant fungal growth without loss of integrity of the medium
surface. These results represent conclusive proof of the unability of the
isolates of V. hemileiae to produce pectic enzymes in artificial con-
ditions.

Uminoculated medim

V hemileiae

Ethanol precipitate. Percent of initial

V. alboatrum

V.tricorpus
—

v v L]
] 10 12 Days

1 M T 1
2 1 3

Figure 1. Reduction in alcoholic prepipitate of pectin medium caused
by the growth of Verticillium sps

DISCUSSION

Although the direct mechanisms active in pathogenesis were not
the immediate objectives of this study, some of. the findings apply to
the facet of the disease problem. Most of the species of the form genus
Verticillium occurring in association with plants or plant parts, are
members of the soil microflora or are facultative parasites although
observations establish a limited period of survival with no living host.

4
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1 2 3 4 5

Figures 2-8. Ethanol precipitation of pectin in culture filtrates: 1, uninoculated
medium; 2, Verticillium hemileiae; 3, V. alboatrum; 4, V. tricorpus; 5, V. ni-
grescens. Above, after 4 days inoculation and below, after 12 days inoculation
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Pectolytic activity of Verticillium hemileiae was either very low or
undetectable. None of the non-pathogenic molds tested were pectolytic.
This fact may be inherent in the strains tested or some strains may have
lost the faculty during laboratory cultivation. That this was not the
case was demonstrated by using also in these investigations fresh
isolates of the saprophytic Verticillium, which gave practically the
same results. Failure to demonstrate pectolytic activity in the non-
pathogenic V. hemileiae culture filtrates, might suggest that the role
and the very high activity of this enzyme in all the other pathogenic
species of Verticillium is important in pathogenesis of this group of
organisms on plants. Smith (3) has described how the production of
a pectolylic enzyme, pectinmethylesterase, is reserved to a small num-
ber of pathogenic bacteria.

From the results of this investigation it seems presumtive to assume
that the pectic enzymes elaborated in vitro by the pathogenic strains
of Verticsllium might be responsible for the plant responses observed
under conditions of natural infection. Admittedly, these results are not
conclusive but they give evidence that the presence or absence of
pectolytic activity in the Verticillium strains might play a significant
role in the decomposition of host tissues by the pathogenic strains of
this organism. ’ : '

SUMMARY

Forty cultures of plant pathogenic and non-pathogenic fungi of the
genera Verticillium from various sources were tested for production
of pectic enzymes in culture using the ethanol precipitation and the
pectin-agar plate methods. All the pathogenic strains of Verticillium
tested showed high pectolytic activity. No evidence of pectic enzyme
production was found in the non-pathogenic strains of Verticillium
hemileiae. The nature of the diseases caused by those pathogenic
species might suggest that pectic degradation is involved.
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RESUMEN

Se han utilizado cuarenta cepas de especies patogenas y no patdge-
nas del género Verticillium procedentes de varios origenes, para estu-
diar la produccién de enzimas pécticas en cultivo, usando los métodos
de precipitacion con etanol y el de la placa con pectina-agar. Todas
las cepas patégenas de Verticillium que se han ensayado, mostraban
elevada actividad pectolitica, mientras que no habia evideneia alguna
de produccién de enzimas pécticas en las especies no patogenas. La
naturaleza de las enfermedades causadas por estas especies patogenas
pudiera sugerir que una de las primeras fases de la enfermedad consiste
en una degradacién péctica.
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LA RESISTENCIA DE ALGUNAS CEPAS BACTE-
RIANAS AL CALOR COMO CONSECUENCIA
DE SU ANTIBIOTICORRESISTENCIA

POR

A. PORTOLES y M.* Temssa PEREZ.URENA

Hace tiempo que, al preparar autovacunas de gérmenes muertos
por calor, hemos observado una acusada termorresistencia al calor
himedo, precisamente, en aquellas cepas que mostraban mamﬁesta
antibioticorresistencia de caricter polivalente.

Esta posible relacion entre termorresistencia y antibioticorresisten-
cia, se hizo més patente atin, cuando después de un cierto tiempo in-
tentamos revisar los resultados por repeticién de ensayos con las mismas
cepas, pero ya coleccionadas y, por tanto, sometidas a un ritmo perié-
dico de resiembras: los resultados mostraron que las «temperaturas
criticas» de estos gérmenes habian descendido de 8 °C a 18 °C y que esta
variacién coincidia con un aumento en la sensibilidad a los antibidticos.

MATERIAL Y METODOS

Los gérmenes, procedentes de un medio hospitalario, se aislaron de
enfermos intensamente sometidos a antibioterapia y todos presentaban
como caracteristica comin una acusada resistencia polivalente a los
antibi6ticos, que obligd a pensar en que para su eliminacion del orga-
nismo infectado serfa necesario el empleo de 1nmunoterap1a mediante
autovacunas.

Seguidamente, el cuadro 1, dari idea de las bacterias utilizadas y su
origen, asi como de la proporcién de termorresistencias en ellas ob-
servadas. '

Microbiol. Espai., 15 (1962), 207. 1
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Cuadro 1. Especies bacterianas utilizadas

Gérmenes Procedencia Totales Termo-
resistentes
Staphylococcus aureus Forunculosis (30), otitis (1),

‘ absceso (1) 32 - 28
Streptococcus faecalis Cistitis (32), colitis (15) 47 44
Escherichia coli Colitis (3), infecciones de vias

urinarias (11) 14 9

El comportamiento frente a los antibidticos fue estudiado sobre
medio liquido (4), mediante determinacién de las concentraciones mi-
‘nimas inhibidoras correspondientes para cada uno de los 15 antibic-
icos examinados: penicilina, estreptomicina, cloromicetina, tetracicli-
na, aurecmicina, terramicina, eritromicina, polimixina B, neomicina,
novobiocina, oleandomicina, ristocetina, kanamicina, colimicina y paro-
momicina. R :

Para la determinacién de la resistencia al calor recurrimos a los
-métodos de Esty y Williams (1), de Khegifets (2) y de Willis (6), y de
ellos sacamos una modificacién propia, aplicable al estudio de termorre-
sistencia en autovacunas bacterianas. La ’récnica'seguida por nosotros,
fundamentalmente, consiste en preparar una suspension con el germen
problema en solucién salina estéril y roner 2 cm?® de ella en cada una
"de una serie de ampollas estériles, que se cierran a la ldmpara.

Con las ampollas asi preparadas se siguio el estudio en sus distintas
variantes, valorando previamente la proporciéon de gérmenes viables en
la suspensién problema. Para la cur:t de supervivencia, se tienen su-
‘mergidas las ampollas en un bafio de agua, cuya temperatura se va
elevando gradualmente a razén de 1 °C/min, y cada diez minutos se
saca una ampolla, determinando en ella la proporcion de gérmenes
viables sobre la placa; el nimero de ampollas incluidas en el bafio
estard de acuerdo con las determinaciones que se van a efectuar. Cuan-
do se trata de conocer la curva de tiempos de muerte por calor, se
‘mantienen sumergidas todas las ampollas necesarias en un bafio a 0 °C,
y después de un minuto de calentamiento previo a 37 °C, se sumergen
en barios de agua a diferentes temperaturas; al cabo de tiempos varia-
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bles, se van sacando ampollas, y de ellas, inoculando al 10 por ciento
en tubos de hemdlisis con 2 cm® de caldo-levadura-resazurina, que se
incuban en bafio Maria a 87 °C, para comprobar, a las pocas horas, si
hubo crecimiento bacteriano. La determinacién de temperatura critica
o de inactivacién durante treinta minutos se realizé de idéntico modo,,
sobre distintos bafios, pero a periodo fijo de calentamiento; este dato1
nos sirvié para comprobar las variaciones dentro de una misma cepa!

I

i

después de varias resiembras. !
]

RESULTADOS

Los datos encontrados se resumen graficamente, pudiendo ver las
curvas de tiempos de muerte por calor para cepas sensibles y resis-
tentes en las figuras 1-3; en ellos se incluyen los valores medios calcu-'
lados, sobre un sistema de coordenadas que recogen logaritmos de‘
tiempo en minutos y las distintas temperaturas, de 50°-100 °C.

Las curvas de supervivencia se determinaron para las cinco cepas
mds termorresistentes y otras tantas sensibles de cada especie; y los
valores medios calculados, se indican en las figuras 4-6.

Después, para regular mas facilmente las posibles variaciones dentro
de cada cepa, determinamos las temperaturas de inactivacion durante
treinta minutos como una expresién de la termorresistencia en los dis-
tintos lotes experimentales. Los limites de temperatura encontrados se
resumen en el cuadro 2.

Cuadro 2. Temperatura eficaz durante treinta minutos para producir
la muerte de las bacterias

Gérmenes °C || ;‘
1]
Estafilococos normalmente termosensibles : 65-70
Estafilococos termorresistentes recién aislados ‘ 85-90 ' .
Estafilococos termorresistentes después de resiembras 73-78 |
Enterococos termosensibles normalmente 65-73 |
Enterococos termorresistentes recién aislados ‘ 87-93 !
Enterococos termorresistentes después de resiembras ‘ 75-85 i |
. [
Colibacilos normalmente termosensibles 62-68
Colibacilos termorresistentes recién aislados 82-85
Colibacilos termorresistentes después de resiembras 70-75
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Cuadro 8. Variaciones para las C.M.I. (*) de los distintos antibidticos frente a las diferentes cepas de
gérmenes, segin que sean normales (a), resistentes recién aisladas (b) o

(en pg/cm?)

de varias resiembras (c)

\

Estafilococos Enterococos Colibacilos
Antibidticos -
a b 1 c a ‘ b c a b c
Penicilina 7,50 90,00 60,00 11,25 > 90,00 45,00 30,00 > 90,00 > 90,00
Estreptomicina 56,25 > 150,00 112,50 56,25 > 150,00 150,00 4,60 56,25 37,50
Cloromicetina 5,62 ) 67,50 45,00 5,62 45,00 22,50 4,20 67,50 45,00
Tetraciclina 8,40 67,50 33,70 8,40 67,50 45,00 8,40 45,00 33,70
Aureomicina 5,62 67,50 33,70 5,62 45,00 45,00 8,40 67,50 45,00
Terramicina 8,40 90,00 45,00 5,62 67,50 45,00 8,40 67,50 45,00
Eritromicina . 4,20 22,50 16,80 5,62 © 38,70 22,50 45,00 > 4500 > 45,00
Polimixina B 7,10 28,20 18,75 9,37 18,75 14,10 - 4,68 14,10 9,37
Neomicina 8,40 45,00 22,50 16,80 22,50 22,50 11,25 33,70 22,50
' Novobiocina 562 - 33,70 11,25 8,40 16,80 11,25 33,70 45,00 45,00
Oleandomicina 22,50 > 90,00 75,00 7,50 22,50 15,00 30,00 45,00 45,00
Kanamicina 3,50 14,10 9,37 7,10 14,10 9,37 28,12 56,25 37,50
Colimicina 45,00 > 90,00 67,50 45,00 67,50 67,50 2,10 16,80 11,25
Humatina 90,00 > 90,00 > 90,00 67,50 90,00 67,50 16,80 45,00 33,70

(*) Concentraciones minimas inhibidoras.
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Las variaciones en el comportamiento frente a los antibidticos se
resumen en el cuadro 3, que recoge los valores medios de los datos mas
frecuentemente encontrados.

CONSIDERACIONES SOBRE LOS RESULTADOS

Se ha visto que las curvas de tiempos de muerte por accién del
calor son sensiblemente paralelas en las-cepas normales de las tres
especies bacterianas examinadas y, en general, puede deducirse que la
destruccién por este agente fisico sigue una grafica exponencial, o lo
que es lo mismo, que es una constante en func1on del tiempo para
todas las bacterias estudiadas.

Cuando se consideran los datos de las curvas de supervivencia, esta
significacion exponencial es aplicable para temperaturas comprendidas
entre 60°-80 °C; por debajo de ellas, hay una desviacion de la grafica
que sefiala la muerte de una pequefia proporcién de células mdis sen-
sibles, y por encima, hay irregularidades que recuerdan al fenémeno de
colonias residuales («tailin») en antibioticorresistencia, que correspon-
de a individualidades extraordinariamente termorresistentes.

Parece ser que la termorresistencia observada es independiente del
origen patdégeno de la cepa, quedando tan sélo vinculada a una fuerte
antibioticorresistencia originada in vivo. En un trabajo previo (5), tuvi-
mos ocasién de comprobar que cepas de estafilococo dorado hechas,
experimentalménte, in vitro, penicilinorresistentes, no alcanzaban esta
termotolerancia de un modo tan acusado como las penicilinorresistentes
producidas in vivo. ,

Aun cuando se ha comprobado que el grado de termorresistencia dis-
minuye por sucesivas resiembras, anlogamente a lo que sucede con
~ la antibioticorresistencia lograda mediante mecanismos de adaptacién,
no podemos evitar la idea de que en el origen de estas termorresisten-
cias existe un mecanismo de mutacién. Las diferentes teorias com-
probadas por muchos investigadores, de produccién de antibioticorre-
sistencia por variacién, adaptacion o mutacion y nuestras observacio-
nes (3) de que, seglin como sea administrada la aniibioterapia, se ob-
tienen cepas con un grado de resistencia reversible o irreversible, senci-
lla o multiple, nos reafirman en la idea de la mutabilidad: las mutacio-
nes originan cepas con un grado de resistencia mds elevado, en ellas es

8
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mas frecuente detectar el fenémeno de resistencia cruzada o polivalente.
Por tanto, no seria de extrafiar que en una mutacion in vivo, provocada
por la presencia de un antibidtico, surgieran células bacterianas con re-
sistencia tan acusada a factores adversos del medio ambiente, que inclu-
yeran entre sus actividades la termorresistencia.

Esta termorresistencia se ha encontrado en un 87,5 por ciento de los
estafilococos examinados, en el 93,6 por ciento de los enterococos y en
el 64,2 por ciento de colibacilos; y en ellos disminuye su grado de efec-
tividad en, aproximadamente, un 10-14 por ciento después de ocho
resiembras cada veinte dias sobre tubo de-agar comun inclinado.

RESUMEN

Se ha determinado la termorresistencia de algunas cepas antibioti-
corresistentes de Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis y Es-
cherichia coli, mediante curvas de supervivencia y de tiempos de muer-
te por accién del calor, asi como también se estudiaron las variaciones
en esta resistencia, al calor, mediante determinacién de temperaturas
de inactivacién por calentamiento durante treinta minutos, en tanto
que se controlaban las variaciones en sus antibiogramas.

Se sefiala una estrecha relacion entre termorresistencia y antibioti-
corresistencia, suponiendo que el segundo fenémeno biolégico—cuando
es de gran intensidad—produce cambios inespecificos en las bacterias,
que condicionan la aparicién de propiedades bioldgicas que incremen-
tan la resistencia a otros factores externos.

SUMMARY

The authors, by survival curves and time-death curves, have deter-
mined the thermo-resistance on several antibiotic-resistant Staphylo-
coccus aureus, Streptococcus faecalis and Escherichia coli strains. On
the other hand, they have also reported the variations in this resistance
to the heat by determination of inactivation temperature.

The intimate relationship between thermo-resistance and antibiotic-
resistance is pointed to and also they mind that in the strong antibiotic-
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resistance cases a unespecified change in the bacteria is produced with
the consequent apparition of biological properties that increasing the
resistance to another external factors.
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