G4 C

VOLUMEN 27. 1974 ABRIL - JUNIO. NUMERO 2

Rewvista
del Instituto «faime Ferrdn», de Microbiologia

Y de la Sociedad Espaﬁola de Microbiolog{a

OF INVES (040
g Ty

Ty AT

TR YRR

AT R T NI EXLT
F%‘Q LR TAMY ]
S

W

40
CONSEJO SUPERIOR DE

INVESTIGACIONES CIENTIFICAS



Director: Prof. Lorenzo Vilas, Director del Instituto «Jaime Ferrins, de
Microbiologia.

Vicedirector: Dr. Fernando Baquero, Presidente de la Sociedad Espanola
de Microbiologia.

Vocales: Dr. Jorge Francisco Lépez-Tello, Dr. Antonio Portolés, Profesor
Agustin Pumarola, Dr. Miguel Rubio, Dr. Fernando Ruiz-Falcé y
Dr. Gonzalo Sierra.

Secretario: Dr. Luis Sinchez, Jefe del Servicio de Difusién y Publicacio-
nes, del Instituto «Jaime Ferran», de Microbiologia.

Toda la correspondencia para MICROBIOLOGIA EspANoLA debe dirigirse a
MICROBIOLOGIA ESPANOLA
Calle de Joaquin Costa, 32 MADRID-6 (Espaiia)

Suscripcion (4 nimeros): Espafia, 300 PTA; extranjero, 400 PTA
Numero: Espafia, 85 PTA; extranjero, 120 PTA



RECOMENDACIONES A LOS AUTORES

“Microbiologia Espafiola” publicard fundamentalmente trabajos y notas de inves-
tigacién, dentro del campo de la Microbiologia, y también trabajos doctrinales que
se estimen de interés especial. Textos, en espafiol o inglés.

Sélo se admitiran trabajos inéditos que no estén pendientes de publicacién en
cualquiera otra revista. Los que aparezcan en “Microbiologia Espafiola” podran ser
reproducidos, siempre que se indique su origen.

Los trabajos, por duplicado, deberan estar escritos a miquina, en papel de tama-
fio holandesa, por una sola cara, a doble espacio y margenes de 2 cm a cada lado
como minimo. Los dibujos, con tinta china y en papel vegetal; las cifras, letras y
leyendas, a lapiz. Para orientacién de los autores, las dimensiones de la caja son
18 x 11,5 cm.

En la cabecera de la primera pagina se harin constar: Centro en que se ha rea-
lizado el trabajo, titulo (conciso), nombre del autor (o inicial) en letras mindsculas
y apellido, en mayusculas. Al pie de la pagina debera figurar la direccién postal
del autor.

En lineas generales, los trabajos de investigacién constarin de: Introduccidn,
Material y Métodos, Resultados, Discusién, Conclusiones, Resumen en la otra lengua
y Bibliografia. Las notas y trabajos doctrinales se redactardn con arreglo a su natu-
raleza.

Las unidades de medida serdn las correspondientes al Sistema Métrico Decimal.
Cuando se adopten abreviaturas no corrientes deberidn advertirse en el texto. En
cuanto a los simbolos, se utilizarian las Normas UNE, del Instituto Nacional de Racio-
nalizacion y Normalizacién, para los textos en espaiiol.

Los métodos conocidos se indicaran tan sélo mediante las citas bibliograficas
correspondientes. Los datos se presentaran en forma de cuadro o de figura; cuadros
y figuras, independientemente, estaran numerados y citados en el texto,

El resumen en la otra lengua, de un maximo de doscientas palabras, deberi con-
tener el titulo del trabajo, un breve esquema del mismo y las conclusiones (abre-
viadas, en su caso).

La bibliografia se reducird a la que esté directamente relacionada con el tema
tratado. Las citas, numeradas y alfabetizadas, se ajustarian al siguiente orden:
Revistas: apellido del autor, inicial del nombre, afio, titulo del trabajo, nombre abre-
viado de la revista (segiin Chemical Abstracts), niimero del tomo o volumen y pagi-
nas inicial y final.

Libros: apellido del autor e inicial del nombre [en su caso, del recopilador (“edi-
tor”)], afio, titulo de la obra, tomo o volumen, capitulo (en su caso), pagina, editorial
y poblacién.

Los autores recibiran pruebas que deberan devolver en el plazo maximo de diez
dia para los residentes en Espaiia, y en el de veinte, para el extranjero. Transcurridos
dichos plazos sin devolucién de pruebas, se retirara el trabajo del turno de publica-
cién, y a los seis meses de la fecha de envio se anulard. Las modificaciones hechas
por el autor que excedan del 2 % del texto serdn abonadas por él.

Cada autor tendra derecho a treinta separatas gratuitas; si deseara mas, debera
indicarlo por escrito cuando devuelva las pruebas corregidas. Las separatas adicio-
nales seran facturadas a precio de coste.

La responsabilidad de los conceptos escritos corresponde a los autores.

Los trabajos se enviarin al Secretario de “Microbiologia Espafiola”, Joaquin
Costa, 32, Madrid-6. La aceptacién de los mismos corresponde al Consejo Rector
de la Revista.



INDICE

Obtencion y estudio ultraestructural de las formas L inducidas
por glicocola en Pseudomonas viridiflava, por M. Rubio-
Huertos y M.% Dolores Herndndez ... ... ... ..

Las podredumbres bacterianas del tabaco en Espafia, por
M. Durdn-Grande ... ... .

Observaciones relativas a la existencia de “flora” de levaduras
no espordgenas, resistente a condiciones adversas de medio
ambiente, por E. Feduchy, con la colaboracién técnica de

Pilar Marcilla ... .
Variaciones en la beta-lactama-resistencia de Staphylococcus y

Pseudomonas cultivados en quimostato, por V. Campos,
R. Corripio y A. Portolés ... ..

Conservacién de bacteridfagos de estafilococo, por E. J. Perea
yM. V. Borobio ... ..

Péagina

83

103

135

157

167

CONTENTS

Ultrastructure of transient L form induced by glycine in Pseudo-
monas viridiflava, by M. Rubio-Huertos and M.? Dolores

Herndndez ... ...

Bacterial rot of the tobacco plant in Spain, by M. Durdn-
Grande ... ...

Observations relatives to the existence of “flora” of the
asporogenous yeasts, resistant to the adverses conditions of
the ambient, by E. Feduchy with the technical assistance
of Pilar Marcilla ... ... .

Varitions in the beta-lactame resistance of Staphylococcus and
Pseudomonas species growing in a chemostat, by V. Campos,
R. Corripio and A. Portolés ... ... ... .

Conservation of staphylococcal bacteriophages, by E. J. Perea
and M. V. Borobio ... ... ... ... ... coo it vie ee e

Page

83

103

135

157

167



INSTITUTO «FJAIME FERRAN», DE MICROBIOLOGIA (CS1C)
DEPARTAMENTO DE VIROLOGIA
SECCION DE VIRUS VEGETALES

OBTENCION Y ESTUDIO ULTRAESTRUCTURAL
DE LAS FORMAS L INDUCIDAS POR GLICOCOLA
EN PSEUDOMONAS VIRIDIFLAVA

por

M. RUBIO - HUERTOS y M.* Dorores HERNANDEZ

INTRODUCCION

El estudio de variantes bacterianas de fase L nos da un material util
para comprender la biologia molecular de la division celular, ya que la
formacién de variantes de fase L en bacterias, tanto gram-negativas como
gram-positivas, va acompafiada de una pérdida de organizac’“i(’)'h“de la
pared celular, fundamental para el proceso de divisién de la§: bactenas ‘
normales. También, en las formas L reversibles, el andlisis del proceso ;
de reversién de la fase L a la normal puede ayudar a la comprensién de
los mecanismos de formacién de la pared celular en bacterias:.

Por otra parte, la gran semejanza entre formas L y micoplzfs’rﬁés ‘dado.
el interés de estos ultimos como patdgenos, hace deseable un mas pro—'
fundo estudio de las formas L comparativamente con los mrcop smas,'

pues es posible que los micoplasmas no sean otra cosa que formas L es-

pontaneas de bacterias patdgenas.

Por todo lo anterior, hemos emprendido este trabajo de induccién
de formas L en una bacteria patgena para las plantas, bacteria de la cual
no se conocen hasta el presente las formas L.

Microbiol. Espaii., 27 (1974), 83.
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MATERIAL Y METODOS

Microorganismo

Pseudomonas viridiflava (Burkholder), nim. 2.012 de la coleccién
de bacterias fitopatégenas de Harpenden (Inglaterra). Bacilos gram-ne-
gativos, méviles, de 0,75-1,5.. Produce pigmento verde, fluorescente, en
cultivo liquido.

Medios de cultivo

Para que conserve la patogenicidad y todas las caracteristicas descri-
tas, es conveniente resembrarlas en el medio caldo agar-judias: se com-
pone de un medio base de judias verdes, afiadido en un 10 % al caldo
comin agar.

Medio base de judias verdes

1 kg de judias verdes se tritura en turmix, afiadiendo 2 1 de agua
destilada. Una vez trituradas, se filtran por doble gasa, se esterilizan a
120 °C durante 20 min, en caliente, se vuelve a filtrar por papel de filtro
y se esteriliza de nuevo a 115 °C, 20 min.

Placas agar-judia + glicocola

Preparar una solucién de glicocola en la proporcién necesaria en agua
destilada, 4, 6, 8 y 10 % Yy esterilizarla a 100 °C, durante 20 min.

Anadir a las placas de agar-judia, en caliente, la cantidad necesaria de
esta solucién de glicocola para que queden en la proporcién anterior.

Placas de agar-judia + glicocola + suero

Las placas de agar judia con la glicocola, al tanto por ciento deseado,
se dejar enfriar a una temperatura de 45°-50 °C y se afiade el suero.

Si se emplea el suero DIFCO se pone en la proporcién que se indique y
si se trata de suero normal de caballo, en la proporcién del 10 %.

Obtencion de la fase L

a) Se sembrd Pseudomonas viridiflava, procedente de cultivo en agar-
judia, en tubos de agar-judia, inclinados y después de una incubacién a
24 °C, de 2 h, se les afiadi6é 2-4 cm® de solucién estéril de glicocola al
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4, 6,8 6 10 %, en agua destilada. En el agar inclinado se forma un gra-
diente de concentracion de glicocola y se ve a qué altura se forman las
colonias L y con ello se calcula aproximadamente la concentracién 6ptima
de glicocola para poner en placas de Petri.

b) Resiembra en placas de Petri; se empleé medio agar-judia y medio
agar-judia + suero y concentraciones de glicocola de 8 y 10 %.

Microscopia normal y electronica

Los elementos componentes de colonias L se observaron en un foto-
microscopio Zeiss II.

Para microscopia electrénica se fijaron in situ las colonias con gluta-
raldehido, al 2 %, en tamp6n de Palade, con 1 % de cloruro célcico,
durante 30 min; se lava bien con tampodn, 4 veces durante 2 h y luego se
realiza una posfijacién con dcido dsmico al 2 % en tampén de Palade y
cloruro célcico, para lo que tomamon con una espatula las colonias de la
superficie del agar donde han crecido y los reunimos en un pocillo, donde
ponemos unas gotas de agar para que al enfriarse queden incluidas las
colonias L formando un bloque, éste se corta en trozos pequefios que se
sumergen en el osmio y a las 2 h, en frio (4 °C), se sacan y se deshidra-
tan en una serie de acetonas de concentracion creciente. Después se in-
cluyeron en durcupan y endurecieron en estufa a 45 °C y 65 °C. Los cor-
tes se realizaron con un ultramicrotomo LKB con cuchillas de vidrio y
los cortes se tifieron con citrato de plomo (5). Las observaciones se reali-
zaron con microscopios electrénicos Elmiskop I y Phillips 300.

RESULTADOS

Colonias L

En los tubos de agar-judia inclinados, a los que se afiadi6 glicocola
al 6 %, aparecen, a las 24-30 h, colonias normales, es decir, blancas, lisas
y de bordes enteros, y junto al borde de la solucién con glicocola apare-
cen algunas colonias confluentes y de aspecto mucoso.

En los tubos con el medio anterior y con glicocola al 8 y 10 %, en
el mismo tiempo, las colonias son muy mucosas y transparentes, de bordes
lisos. Estas colonias se resiembran en placas de Petri agar-judia con 10 %
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de glicocola y se obtienen en 24-36 h colonias redondas, de bordes lisos,
transparentes y muy mucosas; no aparecen colonias normales.

Composicion de las colonias L

Tomas de las colonias mucosas y transparentes, crecidas en los tubos
inclinados y observadas al microscopio de fase, mostraron elementos hete-
rogéneos: formas bacilares normales, largos filamentos moéviles y formas
esféricas. En las colonias obtenidas por resiembra en placa de las colo-
nias anteriores, el nimero de formas esféricas, grandes, formé el 90 %
de los elementos, estando compuesto el resto en su mayoria por filamen-
tos y restos celulares (figura 1).

Resiembras

Colonias L aisladas en placa con glicocola al 10 %, se resembraron
cada 3 dias en nuevas placas con glicocola al 10 % y de cada 3 resiem-
bras se hizo otra resiembra en medio de cultivo sin glicocola, es decir,
en placas de agar-judia sin glicocola, para ver si las colonias seguian en
forma L o revertian a la forma normal. Al cabo de 8 resiembras en medios
con glicocola y 3 en medio normal, tanto en la primera como en la dltima
resiembra en medio sin glicocola, las colonias en 30 h fueron del tipo
normal y los elementos que las componian eran bacilares normales.

Microscopia electronica

Una vez obtenidas las colonias mucosas se fijaron en glutaraldehido-
osmio, segiin se ha descrito anteriormente, y los cortes ultrafinos obteni-
dos se examinaron en un microscopio electrénico.

Se observaron diferentes formas que describiremos segin la secuencia
de formacién.

Las formas de transicién entre las formas normales y L aparecen
a las pocas horas de accién de la glicocola sobre las formas normales
en fase logaritmica de crecimiento. Se caracterizan porque todavia po-
seen una gran parte de pared celular rigida y solamente en un extremo
o en un lado de la célula se empieza a formar un cuerpo globoso. Son
tipicas de estas formas la de porra o la de “conejito” y se puede observar
que la mayorfa del citoplasma con su ADN correspondiente, pasa al
engrosamiento (figuras 2-3). Otras formas de transicién son los filamen-
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Figura 1. Formas esféricas de colonias L. Microscopio de
contraste de fases
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Figura 3. Forma en “orejas de conejo”, fornacion lateral de elemento esférico. X 35.000



Figura 4. Forma L grande: estd rodeada por una sola membrana, pero le quedan restos de pared celular que se estdn
desprendiendo. X 41.800



Figura 5. Zona aumentada de la figura 4, donde se ven los restos de pared celular y formacién de vacuolas. Una forma
intermedia, junto a ella, muestra poseer todavia membrana y pared celular. X 66.000



Figura 6. Forma L muy grande, con restos de pared celular y grandes vacuolas limitadas por membrana. X 30.000



Figura 7. Forma L, rodeada de una sola membrana y con un acumulo de ribosomas en un lado. X 61.000



Figura 8. Restos de clulas y varios cuerpos elementales rodeados de una unidad de membrana y conteniendo ribosomas
y posiblemente dcidos nucleicos. X 88.000



Figura 9. Una forma L grande, vacidndose de su contenido en cuerpos elementales. X 66.000
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tos, que se forman al producirse la inhibicién de la formacién de tabi-
ques transversales.

Una fase mé4s avanzada es la caracterizada por la formacién de estruc-
turas esféricas que todavia poseen la membrana celular y otra envoltura
que morfoldgicamente corresponde también a una unidad de membrana y
que es la pared celular modificada, hecha flexible por la accion de la gli-
cocola. Esta membrana externa, en una fase atin mas avanzada, se rompe
y se desprende total o parcialmente del protoplasto (figuras 4-6). En esta
fase, los cuerpos esféricos son de gran tamafio, de un didmetro 10-30 veces
mayor que la seccién de la forma bacilar normal. En estas formas apare-
cen vacuolas limitadas por una unidad de membrana (figura 6) y su cito-
plasma es menos denso que en las formas normales, aunque se pueden
observar en ellas filamentos de ADN y ribosomas como en las formas nor-
males. En algunos casos existe una acumulacién de material denso en
una determinada parte de la célula, cuya composicién o significado no
conocemos (figura 7).

Miés tarde aparecen células lisadas, parcial o totalmente, y en algunas
se pueden observar la formacién de cuerpos elementales o formas llama-
das filtrables, con una membrana externa, acido nucleico y ribosomas
(figuras 8-9).

DISCUSION

a) Formacion de colonias L

En el presente trabajo hemos comprobado que glicocola en una con-
centracion del 8 al 10 % produce la formacién de colonias mucosas, trans-
parentes, compuestas de elementos de muy diversos tamafios, casi todos
ellos de forma globular, aunque en las primeras fases se encuentran
formas filamentosas y de transicién entre las formas normales y las esfé-
ricas L (figuras 2-3).

Estas colonias corresponden a una fase L transitoria, puesto que re-
sembradas en medios sin glicocola han pasado a la forma normal, incluso
después de 5 6 6 resiembras sobre medios con glicocola, donde se siguen
multiplicando en la fase L.

La morfologia de los elementos que componen las colonias tampoco
varia tras varias resiembras, siendo tipicos de las colonias reversibles o
inestables.
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Nos encontramos, pues, con una tipica fase L reversible o inestable.

La mayor parte de los trabajos sobre formas L de las bacterias han
sido realizados con microorganismos patdgenos para el hombre o los ani-
males, y la fase L ha sido inducida por medio de antibi6ticos. La com-
paracion de estas formas L con las formas L obtenidas por nosotros con
glicocola en un microorganismo patégeno de plantas no es muy adecuada,
ya que, aunque la accion de los antibidticos que actiian sobre la pared
celular bacteriana sea muy similar a la de la glicocola en gran concentra-
cién, no es exactamente la misma y por ello nos vamos a referir principal-
mente a los trabajos que han sido realizados con glicocola como agente
inductor de la fase L.

Dienes y Bullivant (2) fueron los primeros que observaron la accién
de la glicocola sobre bacterias gram-negativas, obteniendo cultivos en
fase L de las mismas, pero sin conseguir cultivos estables, es decir, no re-
vesibles a la forma normal, de dichas bacterias.

En 1962, Rubio-Huertos y Beltrd (7) consiguieron cultivos de for-
mas L estables de Agrobacterium tumefaciens; estas formas son tan pa-
tégenas para Phaseolus vulgaris y Datura stramonium como las de A. tu-
mefaciens normales, formando tumores y pudiendo ser recuperadas de
ellos. Es decir, no existe tampoco una reversion in vive como ocurre con
otras formas L (14). En 1960, Rubio-Huertos y Gonzélez (9), consiguie-
ron, por medio de glicocola, colonias L estables de Clostridium tetani;
también estas formas L poseian tanta o mas toxicidad que las formas nor-
males de las cuales habian sido obtenidas. Desde 1960 hasta ahora se
ha trabajado muy poco con glicocola como inductor de la fase L en bacte-
rias; por ello, los métodos, el estudio de la ultraestructura y del proceso
de formacién de la fase L que nosotros estudiamos no es comparable
exactamente mas que con fase L obtenida en A. tumefaciens por medio
de glicocola, y de una manera menos satisfactoria, a la fase L obtenida
por otros medios, principalmente antibiéticos y con los micoplasmas.

b) Comparacion estructural con la fase L estable obtenida por glicocola en
Agrobacterium tumefaciens

La ultraestructura de estas formas L estables ha sido descrita por
Rubio-Huertos y colaboradores (8).

El citoplasma y nucleoplasma de ambos tipos de forma L, las inesta-
bles del Pseudomonas viridiflava y las estables de Agrobacterium tumefa-
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ciens, es muy semejante y no se encuentran diferencias entre ellos; sin
embargo, las formas L estables poseen dos envolturas perfectamente defi-
nidas, una es la membrana citopldsmica con la estructura tipica de una
unidad de membrana y la otra corresponde a una pared celular modificada,
no rigida, pero formada por 3 capas mas finas que las que forman la pared
celular de la bacteria normal. En las formas L del Ps. viridiflava esta
membrana externa se conserva en algunas formas intermedias (figu-
ras 4-6), pero mas tarde se desprende y quedan las formas esféricas ro-
deadas de una sola envoltura con la ultraestructura de una unidad de mem-
brana tipica. Por lo tanto, existe una gran diferencias en la envoltura
entre unas formas y otras.

Kurddjian y colaboradores (3) estudiaron la ultraestructura de esfero-
plastos de Agrobacterium tumefaciens y Escherichia coli obtenidos con
glicocola.

Los autores no hablan de multiplicacién o formacién de colonias ni de
que sean formas L. La ultraestructura es muy semejante o idéntica a la
encontrada por Rubio-Huertos y colaboradores en Agrobacterium tume-
faciens, es decir, encuentran una doble membrana rodeando la célula y
solamente notan que, ademas de ser la pared flexible, su grosor, compa-
rado con el de la pared de la bacteria normal, es un 20 % menor.

c) Comparacion con formas L obtenidas con penicilina

La ultraestructura de las formas L de Neisseria meningitidis y N. go-
norrhoea obtenidas con penicilina ha sido descrita por Roberts (6). Las
formas L grandes estin recubiertas de dos membranas, los cuerpos ele-
mentales s6lo poseen una unidad de membrana. Sin embargo, Land-
man (4) encuentra que las formas L grandes, no reversibles, de Salmone-
lla paratyphi B 777 tenian solamente una membrana externa.

Weibull (13) también ha obtenido formas L estables con una sola
membrana, en Proteus.

Dienes y Bullivant (2) encontraron formas L de Proteus con doble
envoltura y otras que solamente estaban limitadas por una sola membra-
na, y también los mismos autores encontraron una sola membrana en un
cultivo L de Staphylococcus.

Como se ve, en las formas L obtenidas con penicilina, dependiendo
probablemente de su estabilidad o de la estirpe de la bacteria de que pro-
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vienen, unas tienen una sola membrana y otras 2 envolturas bien defi-
nidas.

d) Comparacion con la ultraestructura de micoplasmas

Los micoplasmas se caracterizan por ser polimorfos y en sus colonias
se pueden encontrar formas esféricas de diferentes tamafios, filamentos
grandes, formas irregulares y cuerpos elementales. Todas estas formas son
muy semejantes, vistas al microscopio normal, a las componentes de las
colonias de forma L. Al microscopio electrénico los micoplasmas presen-
tan un citoplasma con ribosomas y un nucleoide, generalmente difuso,
exactamente como en las formas L que estudiamos; también, en algunos
casos (Mycoplasma pulmonis (1), aparecen vacuolas en el citoplasma bor-
deadas por una unidad de membrana. La célula completa esti rodeada
por una sola unidad de membrana y algunas veces la parte externa de la
membrana tiene espiculas.

Estructuralmente, por lo tanto, las formas L y los micoplasmas son
perfectamente comparables morfolégicamente, sobre todo en el caso de
Pseudomonas viridiflava, en que los cuerpos maduros estin rodeados
solamente por una unidad de membrana, y las formas grandes, esféricas,
tienen vacuolas limitadas por una membrana y también cuerpos elemen-
tales.

RESUMEN

Se ha obtenido por medio de glicocola al 8 y 10 % la fase L inestable
del Pseudomonas viridiflava. Las colonias L son mucosas, transparentes y
estan formadas en su mayoria por elementos esféricos y algunos filamen-
tos. Las colonias L inoculadas a medios sin glicocola revierten a la forma
normal, dando colonias blancas caracteristicas.

Se ha comparado la ultraestructura de estas formas L con otras obte-
nidas con glicocola y penicilina y con la de los micoplasmas, encontrédn-
dose gran semejanza entre ellas, sobre todo con las formas L obtenidas con
penicilina y envueltas por una sola membrana y con los micoplasmas.
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SUMMARY

Ultrastructure of transient L forms induced by glycine in
Pseudomonas viridiflava

The L phase of Pseudomonas viridiflava has been obtained by 8 to
10 % glycine added to agar-bean medium. The colonies after a few hours
of incubation in glycine free medium reverted to normal colonies.

The colonies were composed mostly of spherical elements and some
filaments. Electron microscopy of ultrathin sections of L colonies showed
spherical forms 3 to 5 u in diameter, smaller forms and elementary bodies;
mature elements were bounded by one unit membrane. The ultrastructure
of these L elements was compared with the ultrastructure of L forms ob-
tained with penicillin, stable L forms obtained with penicillin, stable L
forms obtained with glycine, and mycoplasmas.
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INTRODUCCION

En las distintas variedades cultivadas de Nicotiana tabacum 2n en
nuestras zonas tabaqueras, se han presentado durante su desarrollo de-
terminadas enfermedades, algunas de ellas ocasionadas por bacterias, en-
fermedades que llegan en muchas ocasiones a causar incluso la muerte de
la planta (1-2, 7, 20-21, 30-31 y 47-49).

Entre las enfermedades bacterianas del tabaco, podemos distinguir
dos tipos: las que causan podredumbres y las que originan manchas en
las hojas seguidas de necrosis.

Las podedumbres son causadas por bacterias pertenecientes a los gé-
neros: Erwinia, Pseudomonas, Xanthomonas y Phytobacterium; la ma-
yoria de estas bacterias fabrican enzimas pectinoliticas que disuelven la
laminilla media existente entre las células vegetales que forman una pobla-
cién, provocando la desorganizacién de los tejidos. Las manchas sobre
las hojas son producidas por bacterias pertenecientes al género Pseudo-
monas, principalmente.

(*) El presente trabajo constituye un resumen de la Tesis doctd}é’i lelda pory’

el autor en la Universidad de Madrid, el 3 de octubre de 1970. !”" N

Micrebiol. Espaf., 27 (1974), 103,




104 M. Durdn-Grande

Recordando el panorama histérico sobre las enfermedades bacterianas
en las plantas y en el tabaco especialmente, destacamos que la primera
enfermedad que se estudié a fondo en el tabaco causada por un agente
bacteriano fue el “marchitamiento de Granville” o “marchitamiento bac-
teriano del tabaco”, descubierto en el condado de Granville (Carolina del
Norte) hacia el afio 1880. Segin Nakamura (35), esta enfermedad ya
habia aparecido en el Japén en 1683, recibiendo el nombre de “neguchi”.
Asimismo, Honing (15) situd su origen en Sumatra, en 1863, donde se le
conocia con el nombre de “slijmziekte”. Hoy dia es conocida, aunque con
distintos nombres, en todas las grandes zonas tabaqueras del mundo.

El agente que la produce es el Pseudomonas solanacearum (Smith) (4,
25 y 40).

A partir de estas fechas se han ido descubriendo nuevas enfermedades
en el tabaco. Las méds importantes han sido: el “fuego salvaje” (Wolf y
Foster), ocasionada por el Pseudomonas tabaci (Stevens); la “mancha
angular de las hojas del tabaco”, originada por el Ps. angulata (Fromme y
Murray), Holland; la “mancha foliar bacteriana de Wisconsin” (27), debi-
da a Ps. mellea; el “tallo ahuecado y black leg” (26), originada por la
Erwinia aroideae (Townsend); la “herrumbre negra” (4), causada por
Ps. pseudozoogloeae (16), y la “enfermedad filipina bacteriana de la
hoja” (6), originada por el Ps. polycolor (Clara).

Ademas de estas enfermedades bacterianas se han observado otras que
ocasionan necrosis o podredumbre del tallo y del sistema vascular, ata-
cando ademds los peciolos y las nerviaciones de las hojas, originando
manchas foliares y posteriormente necrosis. Entre las mas frecuentes, te-
nemos: la “podredumbre caulinar”, originada por Pseudomonas aeruginosa
(Schroeter); las “podredumbres en los semilleros”, ocasionadas por el
Ps. fluorescens (Migula); la “podredumbre medular”, producida por
Ps. putida (Trerisan); la “podredumbre gris o amarilla del sistema vascu-
lar”, causada por el Ps. xanthochlora (Schuster); “podredumbres en la
zona del cuello”, causadas por el Ps. fabae (Yu); “manchas blancas pe-
queflas e irregulares sobre las hojas”, producidas por el Ps. maculicula
(McCulloch); la “gangrena himeda en el interior de los tallos y raices”,
ocasionada por Erwinia carotovora (Jones), Holland; “podredumbres en
los tallos y raices”, ocasionadas por E. nimipressuralis (Carter) y por
E. dissolvens (Rossen); “tumor radical”, producido por Agrobacterium
tumefaciens (Smith y Town); “pelagra”, motivada por Bacillus caulivorus
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(Prillieux et Delacroix); la “podredumbre del cuello”, originada por el
B. tabacivorus (Delacroix), y, por dltimo, la “ryaboukha”, en Rusia, cau-
sada por el Xanthomonas heterocea (Vzoroff).

En Espafia, la primera enfermedad bacteriana citada en el tabaco fue
el “fuego salvaje”, en 1931, por Benitez y Beneyto (2), en Torrelavega
(Santander) y Tarragona; posteriormente, se ha vuelto a citar por Izquier-
do-Tamayo y Duran-Grande (21). '

Otras bacteriosis son: “la mancha angular de las hojas” (fuego negro),
ocasionada por Pseudomonas angulata y citada por primera vez en Espa-
fia por Izquierdo-Tamayo y Duran-Grande en 1967 (21); la “roya negra”,
originada por Ps. pseudozoogloeae, citada por vez primera en 1959, por
dichos autores; y por tltimo, los mismos han citado diversos tipos de po-
dredumbres ocasionadas por bacterias pertenecientes a los géneros Erwi-
nia, Phytobacterium y Xanthomonas.

MATERIAL Y METODOS

El material utilizado lo ha constituido trozos de raices, tallos, hojas
necrosadas, etc., pertenecientes a plantas enfermas de distintas variedades
de Nicotiana tabacum 2n, procedentes de las diferentes zonas tabaqueras
de Espafia. En el cuadro I se resumen los datos necesarios para la identi-
ficacién de las muestras recibidas.

El estudio realizado con las muestras comprende: la separacion y ais-
lamiento de los microorganismos productores de las necrosis y podre-
dumbres, asi como la identificacién, caracterizacion y clasificacion de las
citadas estirpes bacterianas.

Las técnicas generales y especificas empleadas son las indicadas en
las citas 8, 13-14, 42, 44 y 51. Para la caracterizacién y clasificacién de
las bacterias aisladas hemos consultado las citas 5, 32-33 y 37.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el trabajo de tesis se hace una descripcion detallada de las carac-
teristicas morfoldgicas, datos de vegetaciéon y de cosecha de las distintas
variedades cultivadas y que mas tarde serian huéspedes de las bacterias
estudiadas.



Cuadro 1. Resumen de los datos relativos a las muestras recibidas

Fecha de recogida Procedencia .
. Nimero
Variedad .
Afio | Mes | Dia | Zona Pago Término Provincia de registro
1964 V 23 1.2 Sabariego Coérdoba Cérdoba Santafé y SC-14 2/64
1964 1IX 16 1.2 LT.T. Campo 2, parcela 77 Sevilla Sevilla Hibrido 254-D X Hicks 25/64
1964 1IX 16 1.2 LT.T. Campo 1, parcela 43 Sevilla Sevilla Virginia Bright A2-27-2 26/64
1964 IX 30 1.2 LT.T. Campo 2, parcela 77 Sevilla Sevilla Hibrido 254-D X Hicks 30/64
1964 X 10 1.2 Vega Santa Lucia Palma del Rio Coérdoba SC-14 38/64
1965 VIII 2 5.2 Entremolino Abaigar Navarra Havana 142 15/65
1965 VIII 2 5.2 El Molino Villatuerta Navarra Havana 142 16/65
1965 VIII 7 1.2 Lomos de Buitrago Aznalcazar Sevilla Santafé 18/65
1965 VI 10 3.2 Algamer Llombay Valencia Santafé y F4 de los cruces 19/65
r. a peronosporas
1965 IX 18 9.2  La Floresta Talavera de 1a ReinaToledo W. B. Exp. 12 X Hicks 30/65
1966 VII 22 1.2 Vadoseco Castro del Rio Codrdoba Santafé normal 40/66
1966 VIII 7 1.2 Mangante Coérdoba Coérdoba Santafé normal 45/66
1966 VIII 7 1.2 Luis III Coérdoba Cérdoba Santafé normal 46/66
1966 XI 13 5.2 La Cantera Milagro Navarra W. Burley 60/66
1966 XI 14 52 Junto Rio Ega Igiizquiza Navarra Hibrido 142 61/66
1967 VIII 2 22 Comarca Churriana Granada Lineas F6 de Hibridos PR.  17/67
1967 IX 23 1.2 Huerta de Cesti Ecija Sevilla Santafé X Hicks F6 22/67
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De la observacién de las muestras recibidas, sacamos la conclusion
de que la mayoria de las bacterias aisladas se localizan, o sobre las hojas,
o en la zona medular de raiz, tallo y especialmente del cuello, ocasionando
podredumbres al impedir la circulacién de la savia.

Las bacterias penetran en la planta ocasionalmente por heridas exis-
tentes en ella, siendo la zona mas propicia la regién del cuello al estar esta
zona de la planta en contacto con la superficie del suelo, en donde suelen
habitar los insectos que causan las lesiones y heridas. La casi totalidad
de las plantas reconocidas y atacadas de bacteriosis presentan zonas

roidas en el cuello.

Los sintomas y dafios observados en las distintas variedades de Nico-
tiana tabacum 2n atacadas de bacteriosis se recogen en el cuadro 2.

Las bacterias aisladas se agrupan en los siguientes géneros:

Erwinia

Phytobacterium

Pseudomonas

Xanthomonas

3

nimipressuralis
carotovora
flavida
erivanensis
betivora
dissolvens

petasitis
saliciperda
zingiberi

marginalis
aleuritidis
tomato
xanthochlora
tonelliana
cichorii
viburni
chlororaphis
calendulae

panici



Cuadro 2. Descripcion de los sintomas y dafios observados en las variedades de tabaco atacadas de bacteriosis

. Datos relati las b. i
Datos relativos a la muestra Datos relativos a las plantas enfermas ' at at;vi(;lsagasas actertas
Nimero a Estado de Organo atacado Descripcién de los dafios Nimero debign:et;:ﬁ'pe
de registro ase desarrollo o enfermo y sintomas de la cepa ‘ bacteriana
2/64 Plantitas jovenes re- Campo Cuello de la raiz, Plantas que se quiebran con mu- E Erwinia dissolvens
cién trasplantadas y semillero zona vascular  cha facilidad por el cuello, donde

presentan una ligera necrosis. El

anillo vascular de la zona del cue-

llo se oscurece tomando color par-

do, al mismo tiempo se endurece.

Escaso desarrollo de las raices se-

" cundarias (figuras 3-4). Todas es-

tas plantas presentan heridas en la

zona del cuello y en las raices.

40/66 Plantas adultas Campo  Tallos, zona del cue- » » 75 E. nimipressuralis
llo y médula

76 E. dissolvens

45/66 » » ” ” ” 81 E. nimipressuralis
" » » » ” ” 82 E. dissolvens
46/66 ” ” ? ” ” 83 E. dissolvens
" ” » » » ” 84 Pseudomonas
tonelliana
60/66 7 ” Zona del cuello ” ” 77 E. dissolvens
. » » » » ” 78 E. dissolvens
61/66 ? ” Cuello, raices y na- ” ” 79 E. dissolvens
cimiento peciolos
» » »” ” » » 80 E. dissolvens
17/67 Plantas jovenes Campo Zona del cuello ” ” 88 Xanthomonas panici

y semilleros




Cuadro 2 (Continuacion)

» ” »
» " ”
”» ”»” 2
” k2] ”
” ” ”
” ” ”
2 ” ”
” ” 2
” ” "
”» " ”
»” kL] ”
2 » ”»
2 " kil
2 29 2
” ?” ”
M " ”»
2 »” 2
” ” ”»
2 ” ”
2 2
2 ”»
25/64 Plantas adultas Campo

Zona medular del
tallo, zona del cuello
y hojas

(1} 2
” 2
EL} ”
2 i)
2 2
2 ”
[t} 2

3 2
”» ”»
2 ”
99 ”»
”» £
”» 3
2 ()
2 i)
£t £
”» 2
2 2
1) 2
”» ”
2 ”

Los sintomas recuerdan una fusa-
riosis.

Las hojas pierden turgencia, se

mustian, cuelgan, pierden el color

verde, amarillean y se desecan,

primero las basales y luego las
mas altas (figuras 1-7).
El tallo presenta manchas necré-

89

90
91
92
93
94
95
96
97
98
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110

Phytobacterium
saliciperda

X.

Ps.

X.

Ps.
Ps.

X
X
Ps
X.
X
X
X

panici
viburni
panici
viburni
viburni

. panici
. panici
. viburni

panici

. panici
. panici
. panici
Ps.
Ps.
Ps.
. chlororaphis

. panici

. ponici

. viburni

. panici

. nimipressuralis

viburni
chlororaphis
calendulae




Cuadro 2 (Continuacion)

26/64
30/64

»

Zona medular del
tallo
Zona vascular de
tallos y raices.
Hojas

ticas externas pardo-oscuras o ne-
gruzcas, que lo recorren longitu-
dinalmente desde la base. La cor-
teza y el lefio toman coloracién
negruzca. El parénquima medular
se disgrega, transforméindose en
una masa blanda de color negro,
llegando a reabsorberse, dejando
el tallo hueco y perforado.
Las raices, destruidas parcialmen-
te. La corteza se ablanda y se
transforma en una masa esponjo-
sa, de color pardo negruzco, que
puede desprenderse. Todo el sis-
tema radicular ofrece coloracién
parduzca o negra (figuras 1-2 y
5-7).

» ”

Plantas con buen aspecto, incluso
florecidas. Tallos y raices con ne-
crosis en la zona vascular, de las
axilas de las hojas, en el arran-
que del peciolo. Los tallos presen-
tan, ademds, una mancha necré-
tica que llega hasta el apice (figu-
ras 3-4)
Las hojas del tercio inferior pre-
sentan el limbo vaciado junto a la
base de las hojas extendiéndose
por el borde, hacia el tercio me-
dio. La desecacién no se extiende
por la vena central (figura 7).

”» EH)

P,

T

Ph. petasitis

E. carotovora

E. carotovora




Cuadro 2 (Continuacion)

38/64

22/67

Plantas adultas
y troncos

Plantas adultas
con hojas

2

Zona medular de
tallos y raices

”

Zona vascular naci-
miento peciolo

2

Zona vascular cuello
y raices

L1} ”»

Plantas con buen aspecto, incluso
florecidas,
Tallos y raices con necrosis en la
zona vascular, de las axilas de las
hojas, en el arranque del peciolo.
Los tallos presentan, ademés, una
mancha necrética que llega hasta
el apice (figuras 3-4).
Las hojas del tercio inferior pre-
sentan el limbo vaciado, junto a la
base de la hoja, extendiéndose por
el borde hacia el tercio medio. La
desecacion no se extiende por la
vena central (figura 7).

> Z

A,
57

58
59
60
61
62
111

112
113
114
115
116

E. flavida

E. betivora
E. flavida

Ps.
Ps.

marginalis
aleuritidis

E. dissolvens

Ps.

Ps.

Ps.,
Ps.

Ph.

Ph.
Ph.
Ph.
Ph.
Ph.

tomato
xanthochlora

sp.

tonelliana
saliciperda

saliciperda
saliciperda
zingiberi
zingiberi
zingiberi




Cuadro 2 (Conclusion)

15/65 Plantas adultas » Zona medular de la Plantas con raices desecadas y ne- 51 E. dissolvens
raiz crosadas con partes roidas. Médu-
la necrosada y hueca. Hojas con
-manchas oscuras. El cuello pre-
senta zonas roidas.

” » » » » ” 52 E. dissolvens
16/65 ” ? ” » ” 53 E. nimipressuralis
» » » » » » 54 E. dissolvens
" » » » » » 55 E. erivanensis
» » » ” » ” 56 E. erivanensis
19/65 ” » Hojas Hojas con manchas amarillentas, 63 E. dissolvens
tipo viruela, que necrosan rapida-
mente, afectan al tercio medio e
inferior.
» » " »” » ” 64 E. dissolvens
» » » » » ” 65 E. dissolvens
» » » »” » » 66 E. dissolvens
» » » ” » ” 67 Ps. tonelliana
» » » " » ” 68 Ps. cichorii
30/65 Plantas adultas » ” ” ” 69 E. erivanensis
con hojas
» » » ” » ” 70 E. erivanensis
» » ” » » » 71 E. nimipressuralis
» » " " » " 72 E. nimipressuralis




Figura 1. Plantas de Virginia Bright A2,
27-2, con sintomas de bacteriosis

Figura 2. Plantas de Virginia Bright A2, 27-2, mostrando el ennegreci-
miento del parénquima medular en la base de los tallos y vaciamiento
de la médula

] U2 00Dqgv] 9P SPUDII]ODG S24qUUNPaIpod

vupnds

el



Figura 3. Variedad SC-14. Tallos con
manchas necrdticas en su parte superior
y dpice

Figura 4. Variedad SC-14. Tallos mostrando la
médula negruzca y agrietada
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Figura 5. Hibrido 254-D X Hicks. Rai-
ces y cuello con necrosis en la region
vascular

Fig:ra 6. Hibrido 254-D X

Hicks. Tallo y nacimiento de

peciolos, con necrosis en la

zona vascular de la axila de

las hojas en el arranque de
los peciolos
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Figura 7. Hibrido 254-D X Hicks. Hojas mostrando desecacién o “vaciado” en
la base del limbo y los bordes hasta el tercio medio

Figuras 8-9. Erwinia nimipressuralis, Microfotgrafias correspon-

dientes a la especie bacteriana P. Obsérvense los flagelos. Mor-

diente de Casares Gil. Coloracién con nitrato de plata amoniacal
segiin Fontana-Tribondeau. X 2.000
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Figura 10. Xanthomonas panici. Cepa 110-B. Obsérvense los flagelos
polares. Mordiente y tincién como en la figura 8. X 2.000
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Figura 11. E. nimipressuralis. Microfotografia electrénica correspondiente a la cepa P
mostrando los flagelos peritricos. X 36.000
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Figura 14. Pseudomonas viburni. Microfotografia electrénica correspondiente a la cepa
94-B. Obsérvense los flagelos polares. x 31.200
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Los resultados obtenidos del estudio de las bacterias enumeradas en
el cuadro 2, pueden resumirse de la forma siguiente: los caracteres mor-
fologicos varian mds o menos de unos géneros a otros. Las Erwinia
nimipressuralis, carotovora, flavida, dissolvens, betivora y erivanensis, son
bacilos cortos, mds o menos gruesos, algunos casi cocoides, con los extre-
mos redondeados. La longitud oscila entre 0,7-1,4 ;1 y su didmetro en-
tre 0,3-0,9 «. Son muy moéviles y poseen de 3-6 flagelos peritricos. Gram-
negativos, asporulados. Generalmente se encuentran aislados, o asocia-
dos en diplobacilos.

Los Pseudomonas aislados presentan algunos caracteres comunes,
como son: gram-negativos, asporulados, viven aislados, o asociados en
diplobacilos, son méviles, con 1-3 flagelos polares. En cuanto a las dimen-
siones, se observan algunas variaciones: los hay largos con los extremos
redondeados, como los Pseudomonas tomato, xanthochlora, tonelliana,
viburni, chlororaphis y canlendulae, cuya longitud oscila entre 1-3 u, aun-
que algunos llegan a medir hasta 3,9 . El didmetro estd comprendido
entre 0,5-1,2 u, y los hay cortos y gruesos relativamente, como los
Ps. marginalis, aleuritidis y cichorii, cuya longitud oscila entre 1,1-2 u, y
su didmetro entre 0,5-0,7 u.

Los Phytobacterium petasitis, saliciperda y zingiberi son gram-negati-
vos, asporulados, aislados o asociados en diplobacilos, méviles, con 1-2
flagelos polares. Las dimensiones son: longitud entre 1,2-3 x y didme-
tro entre 0,5-1,2 .

El Xanthomonas panici es un bacilo largo, con los extremos redondea-
dos, su longitud varia entre 0,8-3 « y su didmetro, entre 0,6-1,1. Son muy
mdiles y tienen de 1-3 flagelos polares. Gram-negativos, asporulados.
Viven generalmente aislados o, en ocasiones, asociados en diplobacilos.

Las bacterias sembradas e incubadas a 35 °C, durante 24-48 h, y desa-
rrolladas en caldo comin, presentan una serie de caracteres comunes que
podemos resumir como sigue: crecimiento abundante, turbidez entre mo-
derada e intensa y otra serie de caracteres que muestran intensidades dife-
rentes, como puede observarse en el cuadro 3.

Las colonias desarrolladas en agar comin e incubadas a 30 °C, entre
24-48 h, pertenecientes a las bacterias enumeradas en el cuadro 2, pre-
sentan una serie de caracteres méas o menos comunes: forma circular, di-
mensiones comprendidas entre 0,1-3 mm de didmetro; los bordes enteros,
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Cuadro 3
iz Sedimentos
Estirpes bacterianas Vegeta,cfon
superficial Aspecto Cantidad

Erwinia nimipressuralis Velo abundante, te- Floculoso Escasa

nue y fragil
E. carotovora Velo tenue con anillo  Floculoso Escasa
E. flavida Sin velo o tenue Floculoso  Abundante
E. dissolvens Velo tenue con anillo  Floculoso  Abundante
E. betivora Membrana fina Floculoso Escasa
E. erivanensis Sin velo Floculoso  Abundante
Pseudomonas marginalis Velo fragil Floculoso  Abundante
Ps. aleuritidis Membranoso Floculoso  Abundante
Ps. tomato Velo tenue Floculoso  Abundante
Ps. xanthochlora Velo tenue Ninguna
Ps. tonelliana Velo tenue Floculoso  Abundante
Ps. cichorii Velo tenue Viscoso Escasa
Ps. viburni Sin velo Floculoso Moderada
Ps. chlororaphis Velo Viscoso Moderada
Ps. calendulae Sin velo Ninguna
Xanthomonas panici Membranoso Viscoso Abundante
Phytobacterium petasitis Velo tenue, fragil Viscoso Abundante
Ph. saliciperda Pelicula que se des- Viscoso Escasa

prende
Ph. zingiberi Pelicula que se des- Viscoso Escasa

prende

elevadas, superficie lisa, color blanco sucio o gris y por transparencia aca-
rameladas, y por tltimo, traslicidas y brillantes.

Por Gltimo, en el cuadro 4, resumimos las principales reacciones bio-
quimicas, que han servido de base para la identificacién de las distintas
estirpes bacterianas aisladas.

En algunas ocasiones nuestras descripciones no coinciden exactamente
con las recogidas por Prevot (37) y Bergey (5), diferencidndose en algu-
nas reacciones, a nuestro juicio, de poca importancia para su caracteriza-
cién. Estas diferencias nos han hecho considerar algunas cepas como
variantes de una especie colectiva, apuntando la posibilidad de que pueda
tratarse de razas o formas de adaptacién al tabaco.



Cuadro 4. Principales reacciones fisioldgicas de las bacterias aisladas

< < I
" 8 e « & 8 o é ] m o 3 é i B
Especies bacterianas d?‘f;n zg;)a Pigmentos g é E 3 £ 8 9 g 2 8 :8 g g '% g
2 e 2 E g 2 S = 5 ] s S 3 § =
4 O O < < O O x = - = 3 O = C
Erwinia nimipressuralis P No pigmentado R N.L N.H N.H A+G A4+G A4+G A4G A4+G A4+G A+G A+G A+G A4+G A
” ” 53 ” N.R ” ” ” A A+G A+G A
” ? 71 » R ” ” ” A+g A+G A4G A+G
» » 72 » R " » » Atg A+G A+G A+G
» » 75 » N.R ” » » A+G  A+G A+G A+G A4+G A4G
” ” 81 ” R ” ” ? A A+G — A+G A+G
E. carotovora T No pigmentado R L H ? A4+G A+G A+G A+G A4G A+G A4G A+G A4G A+G  A+G
” » R ” R L H H(?) A+G A+G A4G A+G A+G A+G A4G A+G A4G A+G A+G
E. dissolvens 51 No pigmentado N.R N.L H — A+G A+G A+G A4+G
” ” 52 ” » » ? A4G A+G A4+-G A+G
» » 54 ” ” " » A A+G A4G A
” ” 58 ” ” ” ” A+G A+G A4-G A
” ” 63 ” ” ” ” A4-G A+G A+G A+G
” ” 64 ” ” ” ” A4G A4+G A4-G A+G
» » 65 » » » » A+G A+G A+G A+G
» » 66 » " " » A+G A+G A+G A+G
o 76 » » » ” A+G A+G A+G A+G
” > 77 ” » ” ” A4+G A4-G A4G A4-G A
o 78 ” » » ” A A4G A A A
” ” 79 ” ” ” ? A A+4+G A A A
” ” 80 ” ” ” » A A4+G A A+G A
” ” 82 ” ” ” ” A — A4+G A+G
” ” 83 ” ” ” ? A4+G A4+G A+G A+G
E. flavida M No pigmentado N.R L NH NH A+G A+G A+G A+G A+G A4+G A+G A4+G A+G A4G —
? ” A » ” ” ” ” A4+G A4+G A4G A+G A+G A4+ G A+G A+G A4+G A+G —
E. betivora N No pigmentado R L N.H H A+ G A+G A+G A+ G A+G A+G A+ G A+G A4G A+G —
E. erivanensis 55 No pigmentado N.R L N.H H — A A+G A4+G A
? ” 56 ”? » ” ? ” A A+G A+G A
” ” 69 ” ” ” ” ” A A+4+G A+G A
» » 70 » » » » » A+G A+G A4+G A4G
Pseudomonas marginalis A, Verde azulado R L H N.H A A A — A A A —_ —_ — —
Ps. aleuritidis 57 Fluoresc- verdosa R N.L H A A — A
Ps. tomato 59 ” R L H A A — A

R = Reducido. N.R = No reducido. L = Licuada, N.L = No licuada. H = Hidrolizada. N.H = No hidrolizada. A = 4cido. G = gas.

g = indicios de gas.



Cuadro 4 (Conclusion)

Especies bacterianas

Nimero
de la cepa

Pigmentos

Nitratos

Gelatina

Caseina

Almidén

Arabinosa

Glucosa

Galactosa

Xilosa

Levulosa

Maltosa

Sacarosa

Celobiosa

Manitol

Glicerol

Ps. xanthoclora
Ps. tonelliana

» ”»

» 2

Ps. cichorii
Ps. viburni

Ps. chlororaphis
Ps. calendulae
Xanthomonas panici

Phytobacterium petasitis
Ph. saliciperda

» »
2 "
» »
Ph. zingiberi
" ”

”» i)

60
62
67
84
68
91
93
94
97
103
109
104
106
105
88

90
92
95
96
98
100
101
102
107
108
110
P,
89
111
112
113
114
115
116

Dscuro que difunde
al medio

No pigmentado
No pigmentado

No pigmentado

”

”

~

Z
T

H. débil
N.H

H. débil
N.H
N.H

[ o> >»>>

|
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De todas las estirpes aisladas y enumeradas anteriormente hay algunas
que se han aislado reiteradamente en el tabaco, éstas se reparten entre
los géneros Erwinia, Pseudomonas, Phytobacterium y Xanthomonas.

Las bacterias pertenecientes al género Erwinia, subgénero pectobac-
terium (Valdés) son productoras de podredumbres blandas, ya que fabri-
can enzimas pectinoliticas, que atacan la laminilla media existente entre
las células, disolviéndola y, por lo tanto, ocasionando la desorganizacién
del tejido. :

Entre las Erwinia aisladas, destacan tres altamente patgenas: la
E. dissolvens, la E. carotovora y la E. nimipressuralis. Estas tres Erwinia
se diferencian porque la E. dissolvens hidroliza el almidén y no licta la
gelatina; E. nimipressuralis no hidroliza el almidén, ni licha la gelati-
na, y, por dltimo, E. carotovora, que no hidroliza el almidén y si licta
la gelatina (5 y 37).

La Erwinia dissolvens (Burkholder, 1948), se ha citado como patdgena
en el maiz (Rossen, 1922). Nosotros la hemos aislado de diversas varie-
dades de tabaco cultivadas en distintas localidades: Abaigar, Villatuerta,
Milagro e Igizquiza (Navarra); Aznalc4zar (Sevilla), Castro del Rio (Cor-
doba) y Llombay (Valencia), y durante varios afios consecutivos.

Nuestras cepas se diferencian de las descritas en los manuales (5 y 37)
en caracteres muy significativos, como son la reduccién de nitratos y la pro-
duccién de indol. Posiblemente se trata de unas formas de adaptacion
al tabaco.

La Erwinia nimipressuralis (Carter) sOlo se habia aislado hasta ahora
de ciertas especies de Ulmus: U. pumila, U. fulva, U. procera y U. ameri-
cana (5), en el afio 1945. Estos Ulmus presentaban una podredumbre
himeda y negra. Nosotros la hemos aislado durante varios afios consecu-
cutivos, de distintas variedades de tabaco procedentes de las localidades
de Sevilla, Castro del Rio (Cérdoba), Talavera de la Reina (Toledo) y Vi-
Natuerta (Navarra).

La morfologia de estas bacterias, como puede apreciarse en las figu-
ras 8-9 y 11, es la de un bacilo corto y grueso con flagelos peritricos.

Hay que hacer notar que nuestras cepas presentan diferencias con las
descritas por Prevot (37) y en el Bergey (5), como puede apreciarse en el
cuadro 5. De este cuadro se deduce que de todas las estirpes aisladas, las
resefiadas con la letra P y con los nimeros 71-B, 72-B y 81-B coinciden
exactamente con los de Erwinia nimipressuralis, descrita por Carter, pero
las cepas 53-B y 75-B difieren en algunos caracteres, por lo que se su-
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giere la posibilidad de que E. nimipressuralis esté relacionada con el Ba-
cillus tabacivorus, especie, por otra parte, no bien estudiada por Dela-
croix en 1906 (7), considerdndosele una forma de adaptacién al tabaco.

Erwinia carotovora (Jones) Holland, es una especie considerada paté-
gena para infinidad de plantas, entre ellas el tabaco. Al parecer existe una
serie de formas no bien conocidas que se relacionan con E. carotovora,
tales como E. flavida (Fawcett) Magrou, E. erivanensis (Kalantarian),

Cuadro 5
L2

Cepas ] ‘.§ ‘5 < g ] g
EIE| 22|28 3F | ¢

Z | < | < = & 4 o 3 3

P R NH — — —_ — A+G A+G A4+G

+
53-B NR NH + —_ —  débil A A+G A
+
71-B R NH 4 débil — — A+g A+G A4G
72-B R NH 4+ * — — A+g A+G A4G
75-B NR NH + 4+ — — A4+G A+G A+G
81-B R NH 4+ + — — A+G A+G A+G
H

E. nimipressuralis R  débil 4 — + 4+ A4G A+G A4G

E. betivora (Takimoto) Magrou, E. phytophthora, por lo que se tiende a
considerarla como una especie colectiva (49), de las que todas las demds
serian formas adaptativas.

La morfologia de estas bacterias es mds o menos parecida a Erwinia
nimipressuralis (figuras 8-9 y 11).

En cuanto a las reacciones fisioldgicas, nuestras bacterias presentan
algunas variaciones con las descritas por Burkholder (5) y Prevot (37).

Otras de las bacterias aisladas y en gran nimero es la Xanthomonas
panici (Bacterium panici) Elliot (1923), responsable principal de las po-
dredumbres de la vega granadina, perteneciente a la zona 2.2 Estarfamos
ante una forma de adaptacién al tabaco, ya que dicha especie se cita
originariamente eomo aislada del mijo (Panicum miliaceum).
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La morfologia de estas bacterias, asi como la distribucion de sus flage-
los polares puede observarse en las figuras 10 y 12-13.

En cuanto a los caracteres fisioldgicos, nuestras cepas tienen la parti-
cularidad de no fermentar ningdn azdcar, caracteristica que las diferencian
de los demdas Xanthomonas citados como patégenos para el tabaco y otras
solaniceas. Entre los Xanthomonas citados destacan el X. heterocea (12,
47 y 52-53) y el X. vesicatoria (45). Sin embargo, con el descrito por
Prevot (37), s6lo existe una tnica diferencia, consistente en que las nues-
tras no hidrolizan el almidén y el descrito por Prévot lo hidroliza débil-
mente.

Entre los Pseudomonas aislados, solamente dos, el P. viburni y el
P. tonelliana merecen el calificativo de patégenos.

El Pseudomonas tonelliana (5 y 10) se ha sefialado como patdgeno
en las adelfas (Nerium oleander). Dada la abundancia de esta planta en
las margenes de nuestros rios y en muchos parques y jardines, no es extra-
flo que pueda encontrarse ocasionalmente en las plantas de tabaco.

En los tabacos, le hemos aislado de raices, cuellos y hojas necréticas
de plantas procedentes de Aznalcazar (Sevilla), Castro del Rio (Cérdoba),
Llombay (Valencia) y Cérdoba (capital).

La especie Pseudomonas viburni (Thornberry y Anderson, 1931;
Stapp, 1935) fue aislada primeramente de Viburnum (lantanas, bolas de
nieve) y hoy se considera altamente patégena para un gran niimero de
plantas. La morfologia de esta bacteria, asi como la distribucion de sus
flagelos polares pueden observarse en la figura 14.

El tnico caricter que diferencia nuestras cepas de las descritas por
los autores citados anteriormente es el de que las nuestras producen indol
y las descritas por ellos no lo producen.

Esta especie se considera sinérgica, al venir asociada siempre a Xan-
thomonas panici.

Los restantes Pseudomonas y Phytobacterium aislados ocasionalmen-
te y en escaso niimero nos llevan a considerarlos como especies conta-
minantes circunstanciales o como saprofitos.

CONCLUSIONES

1) De las cepas aisladas, unas se consideran responsables de las alte-
raciones y lesiones sufridas por las plantas, mientras que otras se consi-
ran contaminantes o saprofitas.
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2) Las estirpes bacterianas aisladas reiteradamente, pertenecen a las
eubacterias y se encuadran en uno de los cuatro géneros siguientes: Er-
winia, Pseudomonas, Xanthomonas y Phytobacterium.

3) Entre las Erwinia aisladas destacan tres, principalmente: E. dissol-
vens, E. nimipressuralis, y E. carotovora.

4) La Erwinia dissolvens era conocida como patdégena en el maiz;
nosotros la hemos aislado de plantas de tabaco enfermas procedentes de
los términos municipales de Abdigar, Villatuerta, Milagro e Igizquiza
(Navarra); Aznalcézar (Sevilla), Castro del Rio (Cérdoba), Cérdoba (ca-
pital) y Llombay (Valencia). Creemos que es suficiente para considerar-
la como patdgena también para el tabaco en Espaiia.

5) La Erwinia nimipressuralis s6lo se habia aislado hasta ahora de
troncos de Ulmus americana, en 1954. Nosotros también la hemos aisla-
do suficiente nimero de veces de plantas enfermas de tabaco como para
considerarla patdgena de esta planta en Espafia; Sevilla, Castro del Rio
(Cérdoba), Talavera de la Reina (Toledo), Villatuerta (Navarra) y Cérdo-
ba. Conviene advertir que nuestras cepas presentan algunas diferencias
con las caracteristicas tipicas, por lo que puede pensarse en formas de
adaptacion. Se sugiere la posibilidad de su relacién con el Bacillus taba-
civorus, especie incompletamente descrita por Delacroix en 1906.

6) Erwinia carotovora es una especie ampliamente patdgena en mu-
chas plantas, incluido el tabaco. Con E. carotovora estan relacionadas una
serie de formas incompletamente conocidas, como E. flavida, E. eriva-
nensis, E. betivora y E. phytophthora. A E. carotovora se pretende consi-
derarla como una especie colectiva, de la que todas las demds serian
formas adaptativas.

7) Particular interés tiene también el aislamiento de numerosas ce-
pas de Xanthomonas panici, de tallos necrosados y zonas medulares de
plantas de tabaco, procedentes, en su mayor parte, de la vega del Genil,
en la provincia de Granada. En el tabaco y otras solandceas se han citado
ya otros Xanthomonas. También hemos aislado el X. panici de plantas
enfermas procedentes de nuestros campos de experimentacién en este
Instituto (Sevilla), en el afio 1964.

8) Otras cepas aisladas como presuntas fitopatgenas en el tabaco
corresponden al género Pseudomonas. De entre ellas destacan el Ps. vi-
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burni ampliamente aislado de plantas enfermas procedentes de la vega
del Genil (Granada), al parecer acompafiando a Xanthomonas panici.

9) Los restantes Pseudomonas aislados lo han sido ocasionalmente
y en escaso nimero de cepas, por lo que nos inclinamos a considerarlas
como contaminantes, circunstanciales o saprofitos; talcs son: Ps. margina-
lis, Ps. aleuritidis, Ps. tomato, Ps. xanthochlora, Ps. cichorii. Unicamente
Ps. tonelliana parece tener alguna significacion por haberse aislado reite-
radamente y de localidades diversas: Cérdoba, Aznalcdzar (Sevilla), Cas-
tro del Rio (Cérdoba) y Llombay (Valencia).

10) También se han aislado varias cepas del género Phytobacterium
a las que tampoco concedemos mucha significacién por su caricter aislado
y circunstancial: Ph. petasitis, Ph. saliciperda y Ph. zingiberi.

11) A la vista de los resultados y observaciones nos inclinamos a pen-
sar que la mayoria de las estirpes bacterianas patdgenas causantes de po-
dredumbres blandas penetran en la planta por heridas existentes en ella.
Ello lo demuestra el hecho de que la zona més propicia para la infeccion,
es la region del cuello de la raiz; esta region estd en contacto con la super-
ficie del suelo, en donde suelen habitar los insectos que causan las heridas.
Por otra parte, casi todas las plantas observadas presentan zonas roidas en
el cuello.

12) También hemos observado que la misma estirpe bacteriana puede
atacar diversos drganos de la planta, aunque los efectos que causen sobre
cada uno de ellos sean distintos.

13) La morfologia de las especies bacterianas aisladas es muy seme-
jante, pues presentan forma bacilar con los extremos redondeados. Su
longitud varia entre 0,7-2 u, y su didmetro entre 0,4-1 y aunque no faltan
formas que llegan a tener hasta 3 x de longitud. Estas medidas se han
tomado en cultivos de menos de 24 h. Todas son gram-negativas, asporu-
ladas, méviles, con flagelos peritricos en el caso de las Erwinia y polares
en los demds casos.

14) Las colonias desarrolladas sobre agar comin, sembradas en placas
de las distintas estirpes bacterianas, presentan los mismos caracteres, salvo
muy ligeras diferencias.

15) Los efectos y lesiones producidos por las distintas bacterias sobre
los distintos drganos de las plantas de tabaco son muy analogos.
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RESUMEN

Se exponen brevemente las bacteriosis sufridas por el tabaco en el
mundo desde 1880, luego se estudian los diferentes aspectos de las bac-
teriosis que se desarrollaron sobre las distintas variedades de plantas cul-
tivadas de Nicotiana tabacum 2n en las diversas zonas tabaqueras de Es-
paiia, durante los afios 1964 a 1967.

Los dafios y lesiones originados por las distintas bacterias sobre los
diversos 6rganos de la planta son muy anélogos; o “podredumbres blan-
das”, cuando se desarrollan sobre la zona medular de tallos y raices, o
“manchas” seguidas de necrosis, cuando afectan a las hojas.

Las bacterias causantes de las podredumbres penetran en la planta
por heridas existentes en ella, siendo la zona més propicia la region del
cuello.

Las estirpes aisladas y caracterizadas se agrupan en cuatro géneros:
Erwinia, Pseudomonas, Phytobacterium y Xanthomonas.

Entre las bacterias consideradas como patdgenas para el tabaco en
Espaiia destacamos: Erwinia nimipressuralis, E. dissolvens, E. carotovora,
Pseudomonas viburni, Ps. tonelliana y Xanthomonas panici.

E. nimipressuralis, E. dissolvens y X. panici han sido citadas por pri-
mera vez por nosotros como patdgenas para el tabaco.

Los restantes Pseudomonas y Phytobacterium aislados se consideran
como contaminantes y saprofitos.
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La morfologia de las especies aisladas, asi como el aspecto de las
colonias desarrolladas sobre agar comiin son muy semejantes.

SUMMARY

Bacterial rot of the tobacco plant in Spain

Brief report on the bacteriosis suffered by tobacco plants all over the
world since 1880, followed by a survey of the different aspects of the
bacteriosis developed by the different kinds of cultivated Nicotiana taba-
cum 2n grown in the different tobacco plant zones in Spain during the
years 1964-1967.

The damage and lesions originated by the different bacteria on- various
organs of the plant are very similar; either “sof rot” when they take
place on the pith zone of the stems and roots or “spots” followed by ne-
crosis when the leaves are affected.

The bacteria originating the rot enter into the plant through wounds,
being the neck the most propiticus zone.

The isolated and characterized stirps are grouped in four kinds:
Erwinia, Pseudomonas, Phytobacterium and Xanthomonas.

Among the bacteria considered as pathogenous for the tobacco plant
in Spain, we would like to emphasize; Erwinia nimipressuralis, E. dissol-
vens, E. carotovora, Pseudomonas viburni, Ps. tonelliana, and Xanthomo-
nas panici.

E. nimiprassuralis, E. dissolvens and X. panici have been mentioned
by us for the first time as pathogenous for the tobacco plant.

The other isolated Pseudomonas and Phytobacterium are considered as
contaminant and saprophytic.

The morphology of the isolated kinds and the aspect of the colonies
developed on common agar are very similar.
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INTRODUCCION

En los estudios realizados sobre la “flora” de levaduras de los mostos
de uva, en la fase de iniciacién de la fermentacién y durante las primeras
horas de la misma, se ha observado un dominio de levaduras apiculadas
(género Kloeckera) con relacién a otras formas, elipticas, redondas o re-
dondeadas, alargadas, etc., correspondientes a diferentes generos o espe-
cies, como Saccharomyces, Torula, Candida, etc.

Este dominio de levadura apiculada en la primera fase de la fermen-
tacion, ha sido puesto de manifiesto repetidas veces en estudios realiza-
dos por diferentes autores (1-2, 3 y 8), referentes a la flora de levaduras
de varias regiones vinicolas (4 y 6-7).

Dicho dominio de levadura apiculada en los comienzos de la fermen-
taciéon no puede explicarse considerando como causa la de que también
existe una mayor proporcién de levadura apiculada en la superficie del
fruto y raspones, pues las observaciones, al microscopio, de preparaciones
de centrifugados de agua de lavado de la superficie del racimo y del mosto
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recién obtenido por el estrujado del fruto, realizando ambas operaciones
en condiciones convenientes de asepsia, permiten comprobar la ausencia
casi completa de levaduras apiculadas caracteristicas, que se destacan por
una tipica forma de limén. Sin embargo, su presencia era forzosa, pues a
las pocas horas, su desarrollo en el mosto avanzaba répidamente, consi-
derandose por ello que pasaron desapercibidas, probablemente debido a
que su aspecto en esta fase de condiciones adversas de medio ambiente no
presenta la forma tipica de limén, ni en la primera de su desarrollo ini-
cial, sino que su aspecto es eliptico, pequefio, que puede confundirse con
las elipticas tipicas, que también en esta fase, atn dificil de su vida, en la
que estan adheridas por la pruina a la superficie del fruto, se encuentran
con aspecto raquitico o espuruladas, esperando el momento favorable de
la liberacién del mosto para nutrirse y consumar su desarrollo una vez
sumergidas en el mismo.

Al observar la vitalidad de la levadura apiculada, que es la primera en
desarrollarse, y apreciar su aspecto débil y su falta de poder espordgeno,
y también el de adoptar formas durables que aseguren su conservacién
en las condiciones adversas de medio, las que indudablemente ha de so-
portar, se presenta la interrogacién de como pudieron mantenerse con
vida durante todo el afio. Ya hace tiempo que eminentes autores como
Guillermond (7) se preocuparon por encontrar una explicacién a estas
observaciones; este autor alude a investigaciones de varios bidlogos que
encuentran levaduras no espordgenas, pero en fase vegetativa sobre otros
frutos y sobre hojas frescas.

En Andalucia occidental, en donde se presenta la “crianza” mas tipi-
ca, la de vinos con velo de levadura en fase aerdbica, levadura de “flor”
buena, que es la que da origen a las caracteristicas de aroma y sabor apre-
ciados en los vinos denominados “finos”, es creencia popular muy gene-
ralizada que la levadura inverna en plantas barrileras que nacen en las
vecinas marismas, y que los vientos del Levante, cuando soplan en vispe-
ras de vendimia, son los que favorecen la siembra sobre los frutos de la
vid, de levaduras tipicas de la fermentacioén, y de la “crianza” posterior
de estos vinos.

Al iniciar este trabajo se persiguid, en primer lugar, seguir las obser-
vaciones hasta el momento final en el que ya no se acusen levaduras capa-
ces de revivir y especialmente fijando la atencion en las levaduras apicula-
das, tomando como fuente de estos cultivos las hojas y sarmientos que que-



“Flora” de levaduras no espordgenas, resistente 137

daron después de la vendimia, lo que se continué hasta la caida de las
hojas, ya completamente secas; continuando después con las de nueva
brotacién, hasta las proximidades de la nueva vendimia.

Durante el desarrollo de este trabajo y al observar, como luego se ex-
pone, la extraordinaria vitalidad de levaduras apiculadas en condiciones
rigurosamente adversas, se hicieron una serie de siembras en bloque de
yeso, seglin técnica para comprobar la facultad de esporulacién de las
levaduras, con el fin de poner en evidencia de manera indudable la resis-
tencia de estas levaduras del género Kloeckera no esporbgenas. Después
de mas de 6 meses, en completa sequedad y en este medio adverso, sin ma-
teria alimenticia alguna, se pudo comprobar, al sembrarla en extracto de
malta, que a los pocos dias de incubacién revivian otra vez.

Considerando estas observaciones como de verdadero interés, se hizo
una comunicacién previa, que fue publicada en esta Revista (5).

A continuacién hacemos un resumen de los cultivos y observaciones,
evitando la exposicion de otros muchos muy numerosos que se siguieron
con analogos resultados a los expuestos.

i e

MATERIAL Y METODOS

Toma de muestras de hojas de la vifia

La toma de muestras comenzé a los pocos dias de terminada la vendi-
mia, en ese afio fue el 11 de octubre, realizando esta toma en el vifiedo
de experiencias del Instituto Nacional de Investigaciones Agrarias, que
se encuentra en la finca El Encin (pasado Alcald de Henares) y en la vifia
de la Escuela de la Vid, en la Casa de Campo de Madrid, lugares aislados
en los que no hay peligro de contaminacién por ambiente de bodegas, y
especialmente la primera, separadas de la poblacion.

Antes de detallar las muestras recogidas, el fin perseguido en cada
nueva cosecha, las observaciones y aislamiento de la “flora”, recuento de
formas y clasificacion de levaduras, exponemos a continuacion un resumen
de dichas muestras recogidas, y su catalogacién para el estudio.

a1
iz

1.2 serie

Muestra 1. Esta muestra fue recogida al terminar la vqhduma el 11 de
octubre. Las hojas estaban frescas y en el ambiente aﬁiii; con probable
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presencia de levaduras correspondientes a la “flora” que habia estado pre-
sente en la superficie del futo y en el jugo de uvas estrujadas durante la
vendimia, de las que habian quedado residuos que impregnarian algunas
hojas, tallo y tierra.

Muestra I1. Fue cosechada a los 4-5 dias de la anterior, o sea, el 15-16
de octubre, que corresponde al 6.° y 7.0 dias después de la vendimia,
fecha en la que los residuos favorables para el desarrollo de levadura, que
pudieron quedar en el medio, ya estarian mis secos.

Muestra I11. Una serie de 4 muestras, cosechadas del 21 al 26 del mis-
mo mes de octubre, con el fin de realizar nuevas comprobaciones de las
observaciones efectuadas en el estudio de las muestras I y II y de su evo-
lucién, pues ya comenzé a sorprender la actuacién de la levadura apicu-
lada y su répida multiplicacién cuando pasaba a medio favorable, comen-
zando por ello a deducirse que la causa de su abundante presencia en la
fase inicial de los mostos es debida probablemente a esta rapida multiplica-
cién.

Muestra IV. Otras 4 muestras, tomadas ya el 6 y 7 de noviembre,
con el fin de confirmar la dificultad de conservacion de apiculadas en me-
dio adverso. En efecto, se necesitaron varios dias para la aparicién y de-
sarrollo y multiplicacion de algunas de ellas, aun en medio de cultivo fa-
vorable (extracto de malta), apareciendo aisladamente en alguna de las
muestras.

Aqui se dio por terminada la primera etapa de toma de muestras, y
se aplaza su continuacién hasta el mes de septiembre, semanas antes de la
vendimia, para comprobar la aparicién de levaduras apiculadas antes de
la maduracién del fruto.

También en el curso del invierno y primavera se tomaron algunas
muestras de residuos de hojas secas de la cepa, y de las hojas frescas de
arbustos perennes como el aligustre, que estaba contiguo al vifiedo, las
que a continuacion se resefian en la segunda serie.

2.2 serie

Muestra V. Muestras tomadas durante varios dias de invierno, de
hojas frescas de aligustre.

Muestra VI. Muestras de hojas jovenes de la viia, tomadas el 11 y
12 de junio.
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Muestra VII. Muestras con presencia de fruto en la cepa, ain no
maduro. Primeros indicios de aparicién de levadura apiculada.

Muestra VIII. Muestras tomadas con presencia de fruto ya maduro,
con las que se acaba el ciclo, acusdndose ya franca aparicién de levadura
apiculada.

Técnicas seguidas para el lavado de las hojas, observacion de la “flora”
separada, su recuento, cultivo, aislamiento y clasificacion

Infusién de las muestras de hojas en agua estéril: las diferentes mues-
tras de hojas cosechadas, se llevan cada una a un matraz estéril de volu-
men conveniente para contener ampliamente el volumen de hojas respec-
tivo, adicionando después a cada matraz, aproximadamente, 1/5 de un
volumen de agua estéril. Se agitan enérgicamente durante 1/2 hora (en
varios momentos) y se remueven también y estrujan las hojas con una
varilla de vidrio gruesa.

Medios de cultivo y aislamiento

Se empled extracto de malta, como medio de enriquecimiento del agua
de lavado y primer rejuvenecimiento de la “flora” en ella contenida.

Agar de malta fue el empleado para realizar los aislamientos en colo-
nia, con siembras procedentes del agua de lavado de las hojas y enrique-
cida con malta, las siembras se repitieron en varios dias sucesivos. Para
la clasificacién se aplicd la de Lodder y Kreger van Rig.

RESULTADOS

Relacion de las siembras de aislamiento y de las observaciones de la
“flora” procedente de los diferentes lotes de hojas cosechadas,
antes expuestos

Muestra nim. 1

Como se ha indicado, estas hojas fueron cosechadas al terminar la
vendimia, hacia el 12 de octubre.

Las infusiones en agua fria estéril se realizaron en matraces de 1 1,
con el volumen aludido de 1/5 del volumen. Para la observacién de la
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“flora” extraida por el agua, después de la agitacién y removido enérgico
con la varilla de vidrio, se tomé una muestra que fue centrifugada, hacien-
do una preparacion en fresco de una suspensién del peso suficientemente
densa para una observacién al microscopio del conjunto de la “flora”.

Aspecto de lo observado al microscopio. Se apreciaron células de leva-
dura de contorno rugoso y con corpusculo refringente que parece espora,
otras con contenido muy granulado, células pequefias de aspecto apiculadas
y otras numerosas, ain mas pequefias, con forma eliptico-rugosa, que son
posibles apiculadas, con el aspecto que frecuentemente presentaba en leva-
dura vieja, eliptica, pequefia. También se apreciaban células elipticas alar-
gadas con dos o tres masas rugosas en su interior.

Con el fin de acelerar la aparicién de las colonias en los aislamientos
en agar de malta procedentes de las aguas de lavado, se adicionaron unos
20 ml de extractos de malta a los matraces con la infusién acuosa de las
hojas.

Se realizaron los aislamientos siguientes: 1) aislamiento inicial del
agua de infusidn con reciente adicién del extracto de malta; 2) aislamien-
to del mismo liquido, después de 24 h de incubacién a 25 °C.

Las observaciones de los aislamientos fueron las siguientes: primero
se realiz6 un recuento de las colonias aparecidas en las cajas correspon-
dientes, después de observar las diferencias de aspecto de las colonias y
confirmar esta primera impresién con observaciones al microscopio de
preparaciones tomadas de varias colonias de cada tipo.

Se hizo un recuento de las colonias de cada uno de estos tipos, y una
siembra de cada una de las mismas, en extracto de malta, para una pos-
terior observacién y clasificacién. )

Los resultados correspondientes a estas dos primeras series de aisla-
mientos fueron:

1) Aislamiento del liquido inicial sin incubacién. Colonias del tipo 1,
74 % corresponden a Saccharomyces veroneae; colonias del tipo 2,
15,8 % corresponden a Candida pulcherrima; colonias del tipo 3, 7,4 %
corresponden a Hansenula suaveolens; colonias del tipo 4, 2,8 % corres-
ponden a H. anomala.

2) Aislamiento, procedente del liquido (agua + malta), después de
24 h a 25°C. Como se ha indicado, en esta fase se inicié fermentacion
del liquido. Las colonias aparecidas en el aislamiento en agar de malta,
sembrado del mismo, fueron excesivamente mumerosas, destaciandose en
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minoria unas blancas, convexas, de mayor tamafio (colonias nim. 3),
rodeadas de innumerables colonias pequefias de tono grisiceo (colonias
nim. 1) y otras también pequefias y numerosas, de aspecto mds hialino
y grisdceo (colonias niim. 2). La observacién al microscopio de prepara-
ciones en fresco tomadas de las diferentes colonias acusaron ser las nim. 3,
células elipticas grandes; y apiculadas tipicas, las nim. 1 y ndm. 2.

Después de clasificadas las cepas correspondientes, se obtuvo el si-
guiente resultado: colonias nim. 1, apiculadas, Kloeckera apiculata, en
nimero incontable; colonias nim. 2, apiculadas, K. apiculata, en nimero
incontable; colonias nim. 3, Saccharomyces cerevisiae.

Muestra num. 11

Cosechada a los 6 dias de la muestra anterior, cuyos resultados inte-
resaba comprobar, especialmente la abundancia de levadura apiculada
en ella conservada después de su permanencia durante unas horas en
medio més favorable (con adicién de extracto de malta a la infusién acuo-
sa); con lo que se puso de manifiesto un rejuvenecimiento y multiplicacion
de levaduras apiculadas, después de haber pasado varios dias sin presen-
cia de fruto en el vifiedo y ahora se tratd de confirmar.

Para resaltar mds la diferencia se hicieron dos series de aislamientos
en agar de malta: 1) tomando directamente del agua de infusién y de la
misma forma que la vez anterior; 2) otra serie de aislamientos en el mis-
mo medio, fueron realizados a partir de una siembra del agua de infu-
sién en extracto de malta, y tomada después de 24 h de incubacién, a
25 °C.

En los aislamientos de la primera serie se observaron los resultados
siguientes: entre las colonias nacidas dominaron casi por completo unas
de color rosado-amarillento, brillantes y jugosas, que en dias posteriores
van tomando coloracién negruzca. Al microscopio, la preparacién acusa
células eliptico-lanceoladas, de mayor tamafio que el corriente de las le-
vaduras. Estas colonias se desarrollaron rapidamente en la superficie del
agar, tomando contacto unas con otras y cubriéndola casi por completo.

Entre esta masa de colonias rosa-negras, se acusaban también algunas
de aspecto jugoso, blancas y brillantes. Al microscopio acusaban las pre-
paraciones de ellas tomadas, células ovoide-redondeadas, de contenido ce-
Iular granulado.

En la clasificacion de las cepas que luego se realizd, se clasific6 a las
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de estas ultimas colonias como Torulopsis glabrata. En cuanto a las rosa-
do-negruzcas, por su aspecto se las catalogé entre las levaduras-moho,
que se salen de los limites de la clave de Lodder, por lo que su clasifi-
cacién ofrecié dificultades, pero pudimos comprobar la identidad de sus
caracteristicas con las de otra aislada en nuestra Seccién del Instituto Na-
cional de Investigaciones Agrarias, por el Dr. Ing. Fernindez Gonzilez,
en los trabajos que llevaba sobre la resistencia de levaduras en la accién
de las irradiaciones “gamma” en mosto, con el fin de una esterilizacién,
identificindose la cepa en cuestién con la Pullularia pullulans.

En otra caja del mismo aislamiento, se acus6 también un dominio de
Pullularia y colonias blanco-marfil, de células de levadura de forma elip-
tica, que después de clasificadas se catalogaron como Saccharomyces ce-
revisiae.

La proporcién de ambas colonias, seglin recuento fue: colonias rosa-
do-negras, 84 % de Pullularia pullulans, colonias blanco-marfil, 16 % de
Saccharomyces cerevisiae.

Nuevos aislamientos procedentes de agua de infusién de otro lote de
hojas de la misma fecha, acusaron mayor proporcién de colonias blanco-
crema que de las rosa-negras de Pullularia.

El recuento y clasificacién dieron el siguiente resultado: colonias blan-
co-crema, 75 %, de Saccharomyces cerevisiae; colonias rosa-negruzco,
5 %, de Pullularia pullulans.

Aqui la Saccharomyces cerevisiae domind en el campo, pero en nin-
guno de los dos aislamientos se acusaron la aparicién y dominio de la
levadura apiculada con incontable nimero de colonias, como en las siem-
bras de la cosecha anterior de hojas.

Repitiendo 24 h después, la toma para siembra de aislamiento, de la
misma agua con las hojas atin en infusién y por lo tanto con 24 h més
de contacto e incubacién, se obtuvo el resultado siguiente: colonias de
levadura apiculada, nimero incontable y presencia entre ellas de colonias
de Saccharomyces ellipsoideus.

Este resultado puso de manifiesto que con el mayor nimero de horas
de infusién en agua de las hojas dislaceradas, fue enriquecida en materias
alimenticias que favorecieron el desarrollo de las levaduras apiculadas, que
segin norma es mas rdpido y dominante en las primeras fases que las
de otros géneros.
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Muestra niim. 111

Corresponden a la serie de muestras cosechadas del 21 al 30 de oc-
tubre, aplicindose como se ha expuesto a nuevos estudios de comproba-
cién de la actuacién de la levadura apiculada en relacién con otros gé-
neros de levadura, estudio seguido sin interrupcion de toma de muestras
para comprobar el momento en el que se manifiesta un cambio sensible
en la proporcién de la “flora”, especialmente en lo que a la levadura
apiculada se refiere.

Los lotes de las hojas cosechadas fueron 4. Las siembras y los resul-
tados observados fueron los siguientes.

Primer lote de hojas. Cosechado el 21 de octubre. Siembra en agar de
malta tomando unas gotas del agua de infusién recién obtenida. Se apre-
ciaron 5 tipos de colonias.

Colonias niim. 1. Color rosado, aspecto jugoso brillante, al microscopio
la preparacién de ella tomada, acusa células pequefias, ovales-redondea-
das, en proporciéon de un 6,66 %. (Probable Torula, que fue perdida.)
Colonias ndm. 2. Grandes, blanco-marfil, un 3,43 %, clasificadas como
Saccharomyces cerevisiae.

Colonias niim. 3. Tamafio mediano, color rosa salmén. Células eliptico-
alargadas y elipticas un 3,23 %. Rhodotorula palida.

Colonias nim. 4. Color crema, brillantes, aspecto miceliar que invade la
superficie con gran mayoria, un 83 %. Levadura-moho.

Colonias nim. 5. Colonias blancas, compactas, estin cubiertas por la an-
terior, un 3,35 %.

Siembras en malta del agua de infusién de las hojas. Aislamientos en
agar malta, después de 24 h de incubacién de la siembra anterior.

Se obtuvieron las siguientes colonias: colonias pequefias de levadu-
ras apiculadas, en gran mayoria (incontables), Kloeckera apiculata; colo-
nias de mayor tamafio, de color blanco-marfil, Saccharomyces cerevisiae;
colonias de mayor tamafio, algo grisdceas, Sac. cerevisiae.

Resultados ambos de acuerdo con las observaciones anteriores.

2.9 lote de hojas. Cosechadas el 23 de octubre. Las siembras de aisla-
miento en agar de malta, procedentes del agua de infusién de estas hojas,
acusaron colonias de dos aspectos:

Caja A: colonias blancas, compactas, lisas, formadas por células redon-
das, un 16 % colonias de aspecto céreo, color crema, brillantes, de con-
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tornos miceliares, formados por células alargadas con los polos apicula-
dos presentando forma de lanceta, un 84 %.

Las primeras colonias, que por el aspecto de las células parecian ser
de Torula, fueron rapidamente invadidas por las segundas, de aspecto mi-
celiar, impidiendo su toma para estudio y clasificacién. Las segundas co-
lonias, de levadura-moho, se clasificaron como de Pullularia pullulans.
Caja B: también sembrada como la anterior de infusién de hojas, pero de
diferente envase. ,

Las colonias desarrolladas presentaron como dominantes, colonias co-
lor crema, jugosas aunque algo sumergidas en el agar; al microscopio, acu-
saron las preparaciones, células de forma eliptico-oval, de aspecto vigoro-
so. La clasificacién las identificé como Saccharomyces oviformis.

Como consecuencia de la flora desarrollada en las siembras en agar
de malta, procedentes de estas aguas de infusién de las hojas, y al no
observar levaduras apiculadas, y si el dominio de las de Saccharomyces
oviformis mas potentes, se pensé en la posibilidad de que fueran domi-
nadas por éstas las levaduras apiculadas y mas en un medio como es el
solidificable, ain no suficientemente favorable para el rejuvenecimiento
de las més débiles, en competencia con las mas vigorosas.

Para aclarar esta cuestion se hicieron a partir de otro lote (nim. 3)
de hojas en infusién, nuevas observaciones previas, al microscopio, del
agua de infusién, y de la siembra de ésta en extracto de malta, como a
continuacién se expone.

3er. lote. Cosechado el 26 de octubre. La observacién, al microscopio,
del agua de infusion de estas hojas acus6 campos con levaduras de tamafio
relativamente pequefio, con contenido celular granulado o rugoso, algu-
nas de ellas con corpusculos de grasa o esporas. Otras presentaban formas
apiculadas, pequefias y otras células elipticas més pequefias atin, que pue-
den ser apiculadas, paralizadas en la fase de un desarrollo, en el que
alin no se aprecia la forma caracteristica.

Se sembrd en extracto de malta de esta agua de infusién, y después
de 24 h de incubacion a 25 °C se observaron campos con células de as-
pecto redondeado, alargadas, ovales, al parecer rejuvenecidas o mas tur-
gentes, pero su contenido celular continué presentando rugosidades, cor-
pusculo graso, esporas. Se aprecian varias formas de levaduras apiculadas
entre las elipticas, pero en la siguiente proporcién, no dominante: apicu-
ladas, 29 % elipticas, 71 %.
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Nueva observacién a las 48 h de incubacién; el liquido acusa maés
sensible enturbiamiento y al microscopio dominio franco de levaduras api-
culadas y otras elipticas pequefias, que probablemente son también apicu-
ladas en fase inicial.

4.9 lote. Cuatro dias después del lote anterior de la serie (III), se
cosecha éste. Las hojas van presentando coloraciones rojizas y las aguas
de infusién también toman tinte rosado; para nuevas comprobaciones de
los anteriores resultados se repitieron con esta infusién las resiembras y
observaciones siguientes.

En el cultivo de aislamiento en agar de malta, a partir del agua de
infusién, se acusa nuevamente un dominio de levadura-moho, apareciendo
junto a las demés colonias de Pullularia pullulans otras también de aspec-
to céreo y forma estrellada, de desarrollo miceliar, y algunas colonias de
Saccharomyces cerevisiae y ninguna de apiculada.

El recuento de colonias acusa: colonias rosa-negra, de Pullularia pu-
llulans, un 11 % ; colonias estrelladas blancas (moho-levadura), un 55,7 %
colonia convexas, blancas, jugosas, Saccharomyces cerevisiae, un 3,6 % ;
colonias pequefias, rosas, Rhodotorula minuta, un 29,7 %.

Después de 48 h de incubacién de la siembra en extracto de malta del
agua de infusién, tampoco se acusb presencia de levaduras apiculadas.

Cuatro dias después, en un nuevo aislamiento, se acusé un dominio
de levadura apiculada.

Ya en estas fechas se comenzd a manifestar un empobrecimiento en
la fase inicial, de levaduras apiculadas, pero después de cierto tiempo, ya
mas largo, de incubacién y en un medio como el extracto de malta en el
que no se alcanza con la fermentacién una riqueza de consideracién en
alcohol, el desarrollo de las levaduras apiculadas sigue manifestindose
francamente, aunque con mads retraso.

Muestra num. IV

Ya en los primeros dias de noviembre (el 6-7), cuando después de
las primeras heladas las hojas estdn casi secas. Se hizo la infusién acuosa,
dislacerado de las hojas, y siembras en extracto de malta de la misma.

Después de 24 h de incubacién, como en los ensayos anteriores, se
hicieron las siembras de aislamiento; las observaciones de las colonias
aparecidas acusaron los siguientes resultados: colonias de Candida pul-
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cherrima, un 6,5 % ; colonias de Pullularia pullulans, un 75,8 % ; colo-
nias de bacterias, un 15,5 % ; colonias de Kloeckera apiculata, un 2,2 %.

Aunque en pequeiia proporcién, aparecen aun levaduras apiculadas,
y en la primera fase de rejuvenecimiento de la flora de la hoja.

Transcurridos 10 dias, se hicieron nuevos aislamientos del liquido an-
terior en incubacién, y se aprecié un dominio de colonias de levaduras
apiculadas.

Ante la presencia de levadura apiculada en fecha tan avanzada, se
continud durante varios dias tomando muestras de hojas y repitiendo las
infusiones acuosas y siembras en malta, acusdndose siempre, aunque con
més o menos tardanza, aparicién de levadura apiculada.

Transcurridos varios dias més, ya a fines de noviembre, cuando ya
no se apreciaban mas que hojas completamente secas en las cepas, se hizo
una nueva infusién de éstas y cultivo de la misma en malta, observando
lo siguiente.

A las 24 h, a 25 °C de temperatura, la siembra en malta de agua de
infusién, acusé al microscopio, franca presencia y desarrollo de levadura
apiculada. Con ello pudo comprobarse que en los tltimos restos de hojas
pendientes de la cepa se conserva la presencia de levadura apiculada capaz
de desarrollarse en un medio favorable.

Nueva serie de observaciones de la “flora” de levaduras presente en las
hojas de la vid, a partir de la brotacion

Muestra nim. V

Después de las observaciones y estudio de la “flora” de levaduras pro-
cedentes de las hojas de la vid, desde el momento en que terminé la ven-
dimia y hasta que ya completamente secas desaparecieron de los sarmien-
tos, fase esta tltima en la que como se ha exp<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>