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_ C.S. 1. C
INSTITUTO *JAIME FERRAN”, DE MICROBIOLOGIA

' CULTIVO «IN VITRO» DE SIMBIOTES
INTRACELULARES DE INSECTOS

‘por

Julio Pérez Silva.

PARTE PRIMERA .

BOSQUEJO HISTORICO

Es de suponer que desde que se hicieron las primeras disecciones en
insectos repararan los zodlogos en el tejido o sistema que hoy conocemos
con el nombre de cuerpo graso, puesto qué en la inmensa mayo-
ria de los casos ocupa gran parte del abdomen, formando 'una especie
de red que envuelve a los demds érganos abdominales y rellena huccos
entre éstos.

No es extrafio tampoco que observaran, cuande se empezaron a uti-
lizar lentes en los estudios de anatomia interna de insectos los érganos
mds o menos esféricos que se encuentran en el abdomen de muchos insec-
tos y que fueron denominados por Sulc en 1910 (51) con el nombre de
micetomas. Este investigador observé ademéds que dichos érganos
estaban constituidos por unas células especiales cuyo protoplasma contenia
unos microcrganismos levaduriformes y- que, por ‘esta razdn, llamé
micetocitos. '

Ahora bien; estos micetocitos ya habian sido observados por Blochmann
en 18877 (25, 29, 31), trabajandc con Periplaneta orientalis,
pero aqui no se encontraban reunidos formando un'micetoma localizado,
sino que los micetocitos se encontraban entre las células grasas del cuerpo
giaso y dispuestos en hileras. En otros insectos- como Pirrocorris
apterus, Coccinella septempuntata, Zonabris 6-
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188 _ JULIO PEREZ SILVA

punctata, segln nuestras observaciones, los micetocitos estdn en el
cuerpo graso, no de una manera ordenada, sino que se encuentran dise-
minados entre los adipocitcs.

Hechas estas consideraciones, nosctros, al iniciar este bosquejo histérico
de los estudios sobre simbicsis intracelular, creemos necesario incluir ade-
mas de los trabajos que versan sobre el micetoma considerado como érgano
localizado, todos aquellos que tratan de los micetocitos del cuerpo graso
'porqbe, al fin y al cabo, el conjunto de todos éstos const:tuye un verdadero
micetoma. '

Las descripciones que del cuerpo graso se han hecho, aunque se re-
fieren a diferentes especies de ti’nsecfos, todas tienen puntos comunes; es
decir, que este tejido ¢ sistema varia muy poco de unos insectos a otros;
de este modo ha sido facil reunir los distintas descripciones en una sola
sin necesidad de establecer excepciones ni abusar del término «general-
mente». .

Las descripciones que hemos encontrado en la bibliografia son las
siguientes: ‘

Packar (32), dice que consiste en un acdmulo de grandes células llenas
de pequefias gotitas de grasa, ofade que puede ser de varias formas y
que cubre o envuelve porciones de las visceras, ademds hay una capa de
este tejido debajo de la cuticula. Lo relaciona con las traqueas diciendo
que las terminaciones traqueales estén casi siempre envueltas por cuerpo
graso.

Establece diferencias entre el cuerpo graso de las larvas y el de los
adultes diciendo que en aquéllos es mds abundante que en éstos, especial-
mente en los Lepidépteros. Le atribuye una funcién de reserva que se con-
sume durante la metamorfosis y en la formacién de évulos y espermato-
zoides. '

Este autor, Packar, segin nuestras observaciones, dié unas caradteris-
ticas morfolégicas bastante exactas; sin embargo, como hemos visto, no
menciona para nada las células cargadas de corpdsculos que ya Blochmann
habia descub’erto en 1887 en el cuerpo graso de Periplaneta
orientalis. Sin duda Packar no conocia los trabajos de Blochmann.

Ya en la obra de Parker and Haswell (1949) «A text-book of Zoolegys,
en la pagina 494 de la sexta edicién, se mencionan unos minUsculos gra-
nulos en el protoplasma de las células del cuerpo graso. Transcribimos la
descripcidn: «consiste en una masa de células poligonales que limitan

P
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-externamente al hemccele. Cuando jévenes las células son nucleadas y
poseen un cuerpo protoplasmatico. En estado mdés avanzado .se llena el
protoplasma de un flido cargade de mintsculos grénulos, y a veces alma-
cena también cristales de sales del é4cido Urico. Después estos crisiales
son absorbidos

Aqui, segln esta descripcion, los granulos no escapan a la observacién;
sin embargo, tampoco. los relacionan con los microbios ya observados en
las células del cuerpo graso. Este hecho también indica el desconocimiento
de la literatura referente al cuerpo graso, pues ya habian publicado, ade-
mds de Blochmann, Mercier (1906), Javely (1914) y toda la serie de inves-
tigadores que no sélo habian descripto estos microorganismos endocelulares
en diferentes insectos, sino que ya habian intentado su cultivo en medios ar-
tificiales.

También del micetoma propiamente dicho se han encontrado descripcio-
nes mucho antes de que SOlc descubriera los simbiotes en su interior. El des-
cubrimiento de este érgano se debe a Hooke y a Swammerdam (22), este
Gltimo autor hace en su «Bibel der Natur» una descripcién del micetoma de
Pediculus capitis acompafiada de dibujos bastante exactos. La
traduccién de esta descripciéon es como sigue: «Por el lado ventral y un
poco mds anterior que el punto medio del abdomen, se ve un disco que
Hocke supone que es el higado. Pero yo, por mi parte, consideraria esta
formacién como tal glandula si tuviera més razones para ello. Su color no
es siempre blanco, sino que muchas veces es amarillo limén. No se puede
separar facilmente del estémago, donde estd adherido. Bajo la lupa se
puede disociar fécilmente en muchos granulillos a modo de pequefias glén-
dulas no muy transparentes. Qbservandolas después de esta disociacion se
ven dentro trédqueas. Su forma varia de unos piojos a otros e incluso en el
mismo individuo. Su tamafio también varia, pero siempre es redondo y se
encuentra scbre el estbmago.» '

Después de Hooke y de Swammerdan han seguide una serie de auto-
res que han trabajado en el micetoma del piojo, no sélo en el del hombre,
sino ademds en el de los animales. Las descripciones modernas del mice-
toma de las especies del género Pediculus tedas coinciden; vamos
a transcribir la de Ries (38): «El disco estomacal del piojo humano cansiste
en un sincitio con 10-16 cdmaras dispuestas radialmente, separadas las
unas de las ofras por delgados septos. En estas cavidades estdn los sim-
biotes. Si observames una ‘larva recién nacida, podemos ver las camaras
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llenas de bacterias que tienen forma de salchicha y que estan irregular -
mente dispuestas. Estas bacterias en los cortes histolégicos se tifien muy
bien con los colorantes nucleares y sus granulaciones fuertemente cromd-
ticas dan lugar a una estructura parecida a un panal.»

Koch (22) y Buxton (10) hacen descripciones del micetoma de Pedi-
culus capitis que ccinciden casi exactamente con la de Ries.

Puesto que difieren muy poco unas de otras, no vamos a trascribir aqui
todas las descripciones que hemos encontrado en la literatura. Ya de lo
que hemos expuesto podemos sacar la idea de que el érgano ¢ tejido al-
bergador de simbiotes puede estar constituido por micetocitos reunidos o
por micetocitos diseminades por el cuerpo graso del insecto.

Lo que ya no ha sido tan fécil es la interpretacién del micetoma; al
principio, en tiempos de Swammerdam, como ya hemos sefalado, se le
consideré como un higado, como lo hizo Hooke, aunque Swammerdan si-
guiera llamandole «6rgano enigmético». Més tarde, Berlese (4), en: sus
primeros trabaijos, le dié el nombre de «6rgano de funcién desconocida».

Ya desde mediados del siglo pasado, comenzé a designdrsele con tér-
minos mds significativos. Asi, por ejemplo, Huxley, en 1858 le lloma «pseu-
dovitelo» equipardndolo al vitelo de un huevo (51); en 1886, Metchnikoff
le “atribuye una funcién nutritiva y le did el nombre de «secondary
yolk» (51); otros, como Balbiani {1886), estudiando la biologia de los
Afidos, lo relacionan con la partenogénesis (51).

. No faltan quienes, como Graber y Landois, lo relacionan con la res-
piracién, considerandolo el primero come un «pulmén plurilobulado» y
baséndose el segundo en la intima relaciéon que existe entre el cuerpo
graso y las trdqueas (32).

A medida que se fué empleando el microscopio en los trabajos de ana-
tomia de insectos, las interpretaciones del micetema fueron acercandose
a la verdad, aunque todavia, en la actualidad, no se haya podido deter-
minar su funcién de una manera categérica y evidente.

" "Desde que se empezd a ver concreciones de uratos y de dcido Grico
en“el interior de los células del cuerpo graso, éste fué considerado. por
‘muchos dutores como un érgano excretor, relaciondndolo con los tubos de
Malpigic; entre estos autores estén: Fabre (1862), Cuenot (1896), Heneguy
(1T904), Preriant (1904) y otros que no llegaron a ver nada més que inclu-
siones inertes. K ‘

Sin embargo, Blochmann (1887) (51), trabajando con Peripla-
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neta orientalis, vié en determinadas células de su cuerpo graso
.unos corpusculos alargados que considerd como bacterias basdndese en la
morfologia; quiso probarlo por medio del cultivo en medios artificiales,.
pero fracasé en su intento.

Este fracaso de Blochmann, segin nuestra opinién, fué debido o que
emple6 los medios de cultivo mas corrientes, en los cuales estos simbiotes
intracelulares no se desarrollan, puesto que requieren para ello medios
mas complejos. ‘ V

A pesar de que Blochmann no consiguié el cultivo, su descubrimiento,
'segun nosotros hemos deducido de la literatura, hace cambiar completa-
mente la idea que del cuerpo graso se tenia: el cuerpc graso pasa a ser
un organo o sistema que alberga microorganismos. No obstante, como
suele ocurrir en estos casos, surgen dos corrientes: los clésicos, inertes a
todo cambio, que consideran los corpUsculos todo lo mds come mitocon-
drias, y los multiples autores posteriores a Blochmann, que no séle en-
cuentran bacterias, sino que ademds describen levaduras y rickiettsias en
determinados insectos. ‘

Los partidarios de las mitocondrias fueron disminuyendo, y, en 1922,
recibieron el golpe de gracia de mancs de Cowdry y Olisky, aquienes lo-
graron establecer claras diferencios tintoriales entre bacterias y mito-
condrias.

No nos ha sido posible conseguir el original de este interesante trebajo
de Cowdry y Olisky, sino que los resultados de sus experiencias llegarcn
a nuestro conocimiento a través de una de las obras de Gier (12), donde
este autor los menciona; estos son: «Las bacterias no se tifien con verde
Janus B a dilucicnes mayores de 1:60.000, mientras que las mitocondrias
se tifien perfectamente a disolucionss de 1:500.000. Las mitocondrias no
se tifien por la coloracién de Giemsa después de haber fijade con cual-
guiera de los fijadores; ni toman ningln colorante después de la fiiacion
con alcohel o con el fijador de Bouin.»

A la par que se va consolidando la idea de que el cuerpo graso es un
érgano o sistema que puede albergar simbiotes, y se van observando éstos
-en los micetocitos de cuerpos grascs o de micetomas de diferentes insetos,
van surgiendc tres problemas fundamentales, que son:

a) El significado de los simbiotes.

b) = Susceptibilidad de aislamiento en medios artificiales.

¢) Naturaleza de los mismos. '
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La primera cuestidén puede ser considerada como una centinuacién del
problema de la funcién del micetoma; ya sabemos que el micetoma de
los insectos sirve de albergue a sus simbiotes microbianos intracelulares,
pero $qué efectos causan éstos sobre su huésped? Una vez que se descarté
lo idea de que estos microorganismos fueran simplemente pardsitos y se
les consideré como verdaderos simbiotes, esta pregunta se cambié por
otra: ide qué le sirven los simbiotes al insecto?

Son muchos los autores que han dado contestacién a esta pregunta
con teorfas que, aunque algunas son mds o menos especulativas, no faltan
los basadas en ingeniosas y finas experiencias.

Nosotros vamos a comentar las siguientes:

Glaser (1920) (14), de sus estudios sobre la simbiosis intraceluldr en
Parcoblatta virginica y Periplaneta americana,
deduce que los simbiotes le sirven al insecto como un érgano digestivo.
Nosotros hemos leido este trabajo y no hemos encontrado en &l experien-
cias que conduzcan a esta conclusién.

Blewett y Fraenkel (1943) (5), después de trabajar con Lasioder-
ma serricorne y Sitodrepa panicea, llegan a la conclu-
sién de que dichos microorganismos simbiotes constituyen fuentes de vita-
minas que son imprescindibles para el completo desarrollo del huésped.

Ries (1930) (38) les achaca, trabajando con Pedicdlidos, una:
funcién digestiva. Esta consecuencia la saca del hecho observado por dicho
investigador, de que en todas las especies del grupo [chnocera que,
exceptuando los Trichodectidos, se alimentan exclusivamente de-
plumas, se pueden observar micetomas o, al menos, micetocitos aislados;
mientras que éstos faltan en todos los Amblicera, los cuales no tie-
nen una alimentacién especializada. _

También Weurman (1945) (53) atribuye una funcién digestiva a los
simbiotes intracelulares, aportando el hecho de que en Triatoma in-
festans los simbiotes quedan libres en la luz del proven’rrlculo y aqui
intervienen en la digestién de la sangre.

Hans Bode (1936) (6), que trabajé con técnicas muy correctas en el
cultivo de cucarachas en medios asépticos, hace el siguiente comentario:
«Buchner y sus discipulos Aschner y Ries creen que los microorganismos son
indispensables para el crecimiento normal y suministran al organismo ani-
mal algunas substancias desconocidas atn. A esto se oponen Miller y
Schwartz, que rechazan toda generalizacién por infundada; - Miller ha
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visto que en Anobidos y Cerambicides hay un parasitismo
ciclico moderado del simbiote para con el huésped.» Para aclarar esto
hace cultivos de cucarachas, suministrdndole alimentos variados y estéri-
les, viendo asf los efectos que producia sobre las larvas la ausencia de al- -
gunas vitaminas. De esta manera llega a los conclusiones de que, aunque
los simbiotes son indispensables para el desarrollo normal y completo del

huésped, sin embargo, no son suficientes, puesto que al menos en Peri-
planeta americana, el defects de vitaminas en la alimentacién no
pudo ser compensado por la existencia de simbiotes.

Brues (1945) (4) llega a decir que estos microorganismos no son indis-
pensables para el desarrollo del insecto, auhque no son pardsitos, sino
simbiotes.

En la obra de Steinhaus (1949) (51) «Principles of Insect Pathalogy»,
que tiene un capitulo dedicado a los microorganismos intracelulares, se
lee, en la pdgina 128: «En estos Ultimos afios se han aportado prucbas
experimentales que demuestran que la mayoria de los simbiotes no son
_perjudiciales, sino que, por el contrario, son beneficiosos para su huésped.»
Muchos de estos experimentos se han basado en lo que ocurre cuando se
despoja al insectos de sus simbiotes. .

También se lee en esta obra que, «al menos en algunos insectos, los
microorganismos simbiotes son capaces de fijor el nitrégeno atmosférico
de manera que sea aprovechable para el insecto».

Glaser (1946) (17) manifiesta que los difteroides del cuerpo graso de
los Blattidos estén relacionados intimamente con los huéspedes hem-
bras y estén biolégicamente ligados al desarrollo de los ovarios.

Ante esta diversidad de interpretaciones, la mayoria de ellas més o
menos fundamentadas, nosotros creemos légica la posicion de Miller v de
Schwartz, que «rechazan toda generalizacién por infundada». Sin duda el
papel que los simbiotes desempefian no es el mismo en todos los grupos
de insectos.

Nosotres, como consecuencia de las investigaciones que constituyen esta
tesis, nos consideramos autorizados a opinar que, al menos en los insec-
tos que han sido objeto de nuestro estudio, el micetoma (conjunto de mice-
tocitos distribuidos por el cuerpo graso) estd fntimamente relacionade con
el metabolismo del huésped y ademds viene a ser como una gléndula de
secrecién interna que actia sobre el desarrollo sexual, sobre todo de los
individuos hembras. -
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Cultivo de los simbiotes intracelulares en medios artificiales.

Ya hemos dicho que Blochmann en 1887 intenté cultivar los de la cu-
caracha, Periplaneta crientalis, y no lo logré. Este: fracaso
de Blochmann fué seguido de otros intentos, frustrados también, por parte
de Krassiltschik (1889) (13) y Forber (1892) (13), quienes también traba-
joron con Periplaneta orientalis.

Més adelante, cuando vayamos a terminar este bosquejo histérico, in-
tentaremos dar una explicacién de estos fracasos y de los demds que ahora
mencionaremos, asi como de los resultados falsamente positivos que nos
encontraremos en la literatura.

En 1906, Mercier (29), en su trabajo «Les corps bacteroides de la
Blatte (Periplaneta orientalis)», manifiesta haber cultivado
un bacilo esporulado, al que da el nombre de Bacillus cuenoti
Empled como material de siembra el contenido de los ootecas y como
medio de cultivo el caldo ‘comin.

Sin embargo, en 1914, Javelly (26) repite las experiencias de Mercier
y no obtiene ningln resultado positivo, a pesar de haber empleado diver-
sos medios de tultivo; por esto termina su trabajo afirmando que el bacilo
cultivado por Mercier no tiene ninguna relacién con los «bacteroides> de
la cucaracha y que éstos ain no habian sido cultivados. Incluso llega a
dudar de la naturaleza bacteriana de estos corpusculos intracelulares.

El hecho de que los simbiotes intracelulares hayan sido descubiertos en
los Blattidos y no en ofros insectos se debe, a nuestro juicio, a que en
esta familia los simbiotes presentan una evidente forma bacteriana; sin
embargo, tanto en las especies de Coleopteros y Hemipteros
que nosotros hemos estudiado, como en los cascs que nosotros hemos
visto en la literatura, en la mayoria de ellos los simbiotes estan dotados de
un pleomorfismo tan acusado que, a primera vista, nos hacen pensar en
granulaciones endocelulares antes que en microorganismos.

Por consiguiente, no es raro que la morfologia de los simbiotes intra-
celulares de los Blattidos induzcan al bacteriélogo a intentar su cul-
tivo. Uniendo a esto el hecho de que los simbiotes intracelulares requieren
para su cultivo en medios artificiales que éstos posean ciertos factores de
" crecimiento que aln no han sido determjnados, tenemcs por resultado el
que se hayan estrellado contra el fracaso numerosos zodlogos y bacterié-
logos que han intentado el cultivo. A pesar de todo, la literatura nos dice
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que ha habido una serie de investigadores que con los medios de cultivo
més comunes han obtenido resultados positivos.

Por estas causas, como hasta ahora ha ocurrido, nosotros continuamos
encontrdndonos con trabajos que versan todos sobre la simbiosis en las
Blattidos y que cada uno de los cuales se opone al anterior. Esta
serie de trabajos se extiende hasta la actualidad, a la que se llega sin
resolver este dificil problema.

En efecto:

En 1920 Glaser (14) comunica que en sus trabajos de aislamiento de
microbios intracelulares en Parcoblatta virginica y Peri-
planeta americana, ha cultivado un espirilo de cada una de
estas especies. No dice en qué medio aisla, pero da gran cantidad de ca-
racteristicas culturales, y afiade que no se parecen al Bacillus cue-
noti, puesto que no forman endo§poros,

Este mismo autor desmiente sus anteriores resultados en un trabajo que
publicéd en 1929 (15); diciendo que, aunque morfolégicamente, los espirilos
que él habia cultivado eran muy parecidos a los «bacteroides» de los
Biattidos, no eran los mismos, sin.embargo, y que la falsedad de los
resultados fué debida a ciertos defectos de la técnica.

Pero ya, antes de que Glaser reconociera su error, Marshal Hertig, en
1921 (19), trabajando con Blattella germanica, Blatta
~orienfalis y Periplaneta americana, no pudo confirmar
los resultados de aquél y sacéd la consecuencia de que los espirilos que
Glaser habia cultivado no representaban la forma cultural de los bac-
teroides.

Curt Gropengiesser, en 1925 (18), comunica que habia aislado de las
ootecasde Periplaneta orientalis y Blatta germanica
una levadura, un bacilo y una sarcina. Empled como material de siembra
el contenido de las octecas y como medios de cultivo el agar comin y
el caldo comin.

Este autor describe en su trabajo la técnica que siguidé y que, a nues-
tro juicio, es perfecta en lo que a la esterilizacién exterior de la ooteca
se refiere. Sin embargo, nos parece muy extrafio que los bacteroides hayan
crecido en medios tan simples como son los empleados por dicho autor.
Nosotros hemos hecho experiencias para cultivar los simbiotes utilizande
como material de siembra cuerpo graso de Blattella germdnica
y no hemos conseguido nunca resultados positivos en estos medios sencillos,
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y sélo en especialisimas circunstancias, que en su. momento expondremos,
en los medios més complejos, donde, ademds, se han desarrollado los
simbiotes intracelulares de ofros insectos. ’

Apoydndonos en los resultados de Bode (1936) (6), deducimos que los
microbios cultivados por Gropengiesser no corresponden a los simbiotes
intracelulares, sino que, posiblemente, son microbios que viven en el liqui-
do existente en el interior de la ooteca.

De los tres microbios que cultivé, considera la sarcina como contamina-
cién y la levadura y bacilo como las formas culturales de los bacteroides
de los Blattidos que estudid; de estos Gltimos microbios apenas hace
una descripcién morfolégica, no obstante adjunta les resultados de gran
cantidad de pruebas serolégicas.

En 1929 aparece un nuevo trabajo de Glaser (15), en el que dicho
outor comunica haber aislado del c;uerpo graso de Periplaneta
americana tres variedades de un difteroide para el que propone el
nombre de Corynebacterium periplanetae. '

Esta vez Glaser describe minuciosamente las técnicas de diseccién y
~siembra, asi como un medio de agar glucosado, al que le afiade sangre de
coballo. Sus técnicas serdn descritas més adelante, pues son las que nos
han servido de pauta para nuestras experiencias, aunque hemos modifi-
cado .algunos puntos. ’

Ya estos resultados de Glaser han sido comzntados en 1946 por su
compatriota Gier (13), quien, repitiendo sus técnicas y modificdndolas en
" el sentido de obtener una esterilizacién mds perfecta y trabajando en con-

ciciones mds seguras de asepsia, no logré confirmar los resultados de
Glaser. Antes al contrario, dice que los difteroides cultivados por este
" eutor son debidos a contaminaciones, basdndose en el hecho de que dichos
gérmenes le han aparecido en placas sin sembrar que habia colocado
coémo contral.

Nosotros, por nuestra parte, hemos repetido exactamente las técnicas de:
Glaser y tampoco hemos obtenido sus resultados; hemos modificado sus téc-
nicas, con las que hemos conseguido resultados positives que no coinciden,.
sin embargo, con los de Glaser. No obstante, apoyéndonos en nuestra
hipétesis de trabajo, la cual mds adelante expondremos, confirmada en
parte por los resultados que hemos obtenidoen Pirroc oris a pterus,
podemos manifestar que los resultados de Glaser pueden ser verdaderos
y no debidos a contaminaciones, como opina Gier. Por el momento nos-
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ctros no tenemos el ndmero suficiente de pruebas para negar los resulta-
dos de Glaser : -

- Al afio siguiente, 1930, Glaser (16) publica otro trabojo: «Cultivation
and classification of bacteroides, symbiots or rickettsias of Blatella
germanica», en el que, aplicando sus técnicas, aisla otro diftercide -
que, segin sus descripciones, difiere del Corynebacterium peri-
planetas. Para este nuevo difteroide propone dicho autor el nombre
de C. blattellae.

Hans Bode, en 1936 (6), publica un trabajo bajo el titulo «Die
Bakteriensymbiose bei Blattiden und das Verhalten von Blattiden bei
aseptischer Aufzuch». Comienza este autor comentando los trabajos de
Mercier y Gropengiesser y adopta una postura prudente, declarando que es

- muy dificil asegurar que los microbios cultivados por estos dos autores sean
realmente los simbiotes, pues el liquido de la ooteca no estd siempre libre
de organismos extrafios; a esto afiade: «Como el comportamiento de los
simbiotes recién aislados en cultivo unicelular no estd conocido, nosotros.
tampoco podemos conocer si los simbiotes proceden de la flora exterior.
También el hecho observado por Mercier y Gropengiesser de la aparicién
de una levadura no preductora de -esporas (Torula gropen-
giesseri, Lodder-1934), juntamente con las bacterias simbidticas, nece-
sita una investigacién mds fina.»

En este mismo trabajo repitié las experiencias de Gropengiesser y de
Mercier, pero no pudo confirmar sus resultados; no obstante, consiguié un
resultado posifivo sembrando en cantidad cuerpo graso de Peripla-
neta americana en tubos de caldo .«Se enturbia el caldo —dice— y se
forma un velo fino y fragil y, finalmente, hay una precipitacién, volviendo
a ser transparente el medio de cultivo.» No hace més descripciones cultu-
rales ni morfolégicas, y en cuanto a la posicién sistemdtica de este micro-
bio, dice que es un bacilo que estd relacionado con el Bacillus sub-
tilis y el grupo mesentericus.

También repite las experiencias de Wollman (1926) (58), pero no con-
sigue que las cucarachas de sus cultivos alcancen el estado de imago.

Como hemos visto, hasta ahora todes los trabajos de aislamiento de
simbiotes intracelulares estén hechos sobre un solo grupo de insectos, los
Blattidos; es en el afio 1939 cuando dparece el primer trabajo en
que estas experiencias se realizan sobre otro orden de insectos; este traba-
jo es de Mahdihassan (26) y se titula «Pigmentbildenden Bakterien aus
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-entsprechend gefarbten Cicade». Este autor dice que «en las investigacic-
nes de simbiosis hasta ahora ha sido desatendida la parte microbiolégica
'y se han ocupado solamente de la histolégica». Suponemos que se refe-
rird tan sélo a las investigaciones de simbiosis en los Homépteros.

Luego dice que ha aislado unas bacterias productoras de pigmento,
pero no describe las técnicas que ha seguido ni las caracteristicas morfo-
légicas y culturales; se limita solamente o la descripcion de las colenias,
de los que adjunta varias fotografias. En una de estas fotografias que
nosotros reproducimos aqui (fig. 53), se ven unas colonias situadas junto
al borde de la placa y bastante separadas de la huella que deja el asa
de platino al hacer la siembra; a la vista de esta fotografia nosotros no
podemos asegurar nada; pero por la posicién que ocupa la colonia” nos
parece que se debe a microbios contaminantes y no a simbiotes intracelu-
lares. Otro detalle que nes hace sospechar es la presencia en la placa de
una colonia*de moho, de la que sélo se ve un sector, y que se puede
distinguir claramente en el dngulo inferior izquierda de la fotografia.

Aungue los trabajos de Bode son posteriores a aquellos de Glaser, en
los que este autor comunica sus resultados de aislamiento de endosimbiotes’
de Periplaneta americana y de Blattella germdénica
de 1928 y 1930, respectivamente, éstos no son mencionados por Bede; pero
en 1946 aparece un trabajo de H. T. Gier (13), titulado «Intracellular bac-
teroids in the cockroach (Periplaneta americana, Llinn)», don-
de este autor hace una minuciosa revisién de los dos Oltimos trabajes de
Glaser, modifica sus técnicas y emplea para el aislamiento de los simbiotes
diversos medios de cultivo, entre los cuales estan el medio de huevo de
Petroff, el medio de Loeffler (con sangre de caballo y de ternera), patata,
.gelatina, agar con extracto de carne, agar con hormona de Hutoon, e in-
cluso llegd a emplear un medio de sangre, al que le afiadia extracto de
-cucarachas.

A pesar de estas cuidadosas técnicas y de la complejidad de algunos
-de sus medios de cultivo, los resultados de las experiencias fueron tcdos
.negativos, por lo que llegd a las siguientes conclusiones:

«Los numerosos intentos de cultivar los bacteroides de Peripla-
neta americana, Blatta orientalis, Parcoblatta
pensilvanica y Criptocercus punctulatus han fa-
" llado.»
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«Es muy dudoso que alguien haya conseguide cultivar los bacteroides
intracelulares de los Blattidos.» ,

A la vista de esta serie de trabajos, creemos conveniente hacer un
ligero comentario con dnimo de dar una explicacién a la disparidad
existente entre los resultados de los mismos.

Ya Gier en 1946 hace dos consideraciones que explican los resultados
positivos y negativos anteriores a él. Dice que «la primera dificultad, causa
de la mayor parte de los errores en tales experiencias de aislamiento, es
el problema de tener la seguridad plena de que al hacer la siembra no
hayamos introducido bacterias extrafias que luego se han de confundir
con los verdadercs simbiotes».

Si ahora nosotros volvemos a los trabajos de Mercier (1906) (29),
Glaser (1920) (14), Gropengiesser (1925) (18) y Bode (1936) (6) vemos
que estos autores han trabajado con los medios mdés sencillos (agar comdn
o caldo comin), medios que, segin nuestras experiencias y los datos reco-
gidos de la literatura, no son suficientes para el desarrollo de los sim-
biotes intracelulares. Teniendo en cuento esto, nosotros podemos sacar la
consecuencia de que los microorganismos cultivados por dichos autores no
corresponden a los simbiotes intracelulares, sino que son debidos a conta-
minaciones procedentes del exterior de las ootecas, del liquido interior de
éstas o también de la superficie exterior del propio insecto. No podemos
asegurar, sin embargo, que los microorganismos cultivados provengan di-
rectamente del aire, puesto que, segin los resultados de dichos trabaijos,
se presentan con més o menos frecuencia; ademds, esta. Ultima causa de
error puede aqui ser descartada, puesto que en la mayoria de los cascs,
cuando se observa una placa de Petri, en la que ha habido crecimiento
microbiano, se puede conccer facilmente si las colonias que han surgido
se deben a contaminaciones procedentes del aire, pues éstas suelen estar
localizadas en los bordes de la placa, donde nunca se debe sembrar, y
cuando aparecen hacia el centro de la placa es muy raro que estén loca-
lizadas sobre la huella que deja tras de si el asa de platino al hacer la
siembra; es mucho mds raro adn que todas las colonias que hayan apa-
recido correspondan a la misma especie bacteriana. -

Otra de las observaciones que Gier hace es la siguiente: «La segunda
y, posiblemente, la mayor dificultad en estas experiencias de cultivo es el
lograr un medio artificial adecuado para el desarrollo de los simbiotes.
Como auiera que las propiedades fisiolégicas y. quimicas del habitat natural
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de estos organismos no estdn conocidas” por completo, solamente por tan-
teo se podrd llegar al medio adecuado. Es de suponer que crganismos tan
altamente especializados.como son estos simbiotes intracelulares requieran
medios muy especiales.»

Por esta segunda dificultad que Gier sefiala, nosotros podemacs explicar
los resultados negatives de Blochmann (1887), Krassiltschik (1889), Forbes
(1899), Javelly (1914) y Hertig (1921); pues estos autores utilizaren los
medios usuales de laboratorio, los cuales, segin nuestras experiencias, no
son lo suficientemente complejos y aptos para cubrir las exigencias de tales
microorganismos. -~ ' ' ,

Lo Unico que nos queda por explicar son los resultados opuestos de
Glaser (1929 y 1930) y Gier (1946). Estos no se pueden explicar por el
primer punto que Gier establece, puesto que las técnicas de Glaser, tal
‘como este autor. las describe, son correctas. Tampoce es explicable por la
segunda explicacién que hace Gier, porque sus medios de cultivo, muchos
de ellos muy parecidos al utilizado por nosotros, Léwenstein sin colorante,
los consideramos con suficiente complejidad para que en ellos se desarro-
len los simbiotes intracelulares.

Por lo tanto, creemos que esta cuestion ha de ser explicaca de otro
modo: '

Nosotros, como ya aclaramos més adelante, a medida que hemos avan-
zado en nuestros trabajos, hemos ido concibiendo una hipétesis de trabajo,
a saber: los simbiotes intracelulares de los insectos no son aislables durante
todos los estados de desarrollo de su huésped. En aquellos insectos que
desarrollan sus actividades vitales en ciertas épocas del afio, permanecien-
do el resto del tiempo en estado de letargo, como sucede con Pirro-
coris dpterus, es facil determinar cudl es la época propicia para el
aislamiento de sus-simbiotes; sin embargo, para la mayoria de los Blat-
fidos, que, por vivir en lugares donde no se registran grandes oscila-
ciones de la.temperatura que les obliguen a invernar, se reproducen a lo
largo de todo el afio, es necesario hacer un criadero de estos insectos pard
estudiar de un modo ordenade el problema. El periodo favorable para el
aislamiento de |os simbiotes, segin los resultados de nuestras experiencias,
estd comprendido entre la fecundacién y la puesta en los individuos hem-
bras (en los machos nunca hemos obtenido ningln resultado positivo, a
pesar de que en los frotis de cuerpo graso se pueden observar los sim-
hiotes intracelulares).
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Hemos intentado el cultivo en el laboratorio de Blatella ger-
mdanica con la esperanza de que asi podriomos resolver con exactitud
este problema; pero, no sabemos por qué, nunca estos insectos alcanzaron
el estado adulto, sino que después de un ligero crecimiento morian.

Ante este obstdculo nos vemos obligados a hacer conjeturas, basando-
ros en nuestros resultados y en los hechos que entresacamos de los traba-
jo de dichos autores:

Glaser (15 y 16), empleando un medio mas o menos complejo, consi-
guid resultados positivos que no pueden atribuirse a defectcs de sus téc-
nicas, puesto que éstas son correctas.

Gier (13), utilizando los mismos medios que Glaser, no confirmé sus
resultados. .

Nosotros hemos repetido los experiencias de Glaser y tampoco hemos
conseguido sus resultados cuando trabajamos con individuos machos. Por
_otro lado, del cuerpo graso de las hembras de Blatella germa-
nica, sclamente hemos obtenido el crecimiento de sus simbiotes en medios
artificiales cuando sorprendiamos al insecto con los ovarios llenos de hue-
vos, es decir, préximo a hacer la puesta.

Los microorganismos que nosotros hemos obtenido no coinciden, al
menos morfolégicamente, con los descritos por Glaser, puesto que este
autor lo incluye entre las bacterios (género Corynebacterium)
y nuestros microorganismos son dos: uno, al parecer, un hongo, que enca-
ja, por sus caracteristicas morfolégicas, entre las levaduras; el ofro es un
bacile bastante pleomérfico que se puede incluir entre las bacterios.

Este 0ltimo lo hemos obtenido cuando realizamos las siembras muy poco
_antes de verificarse la puesta (cuando esté comenzando la formacién de la
ooteca); la levadura la hemos cultivado cuando la siembra fué hecha a
partir de cuerpo graso de hembras en cuyos ovarios ya hay huevos com-
pletamente formados, aunque todavia no habia indicio de la formacién de
-coteca.

Basdndonos en estos hechos podemos deducir que en las hembras de
Blatte'lla germdénica hay momentos criticos comprendidos entre
la fecundacién y la puesta én que sus simbiotes intracelulares pueden ser
cultivados en determinados medios artificiales.

“Por consiguiente, por el momento no tenemos pruebas suficientes para
negar los resultados de Glaser, puesto que este autor ha podido en sus
experiencias sorprender al insecte en alguno de dichos momentos criticos.
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Se nos puede objetar que Gier, que ha trabajado con miles de-indivi-
duos,_ha tenido que sorprender algunos de los individuos en esta época
propicia para el aislamiento de los simbiotes. Sin embargo, creemos que
oplicando las técnicas de este autor, es muy dificil que se obtengan resul-
tados positivos, puesto que ha cuidado tanto de la esterilizacién exierior
del insecto que es muy probable que no sélo haya conseguido ésta, sino
que también ha esterilizado el cuerpo graso.

Cuando expongamos nuestros trabajos, aportaremos algunas prt)ebcxs
concretas, las cuales proporcionardan solidez a nuestras suposiciones.

El problema de la naturaleza de los simbiotes intracelulares.

Podemos establecer a priori que no es posible resolver cientificamente
esta cuestion hasta que no se hayan cultivado los simbiotes intracelulares
en medios-artificiales; pero es que, una vez conseguido el cultivo, este pro-
blema, como pronto veremos, sigue siendo de dificil solucion:

Dado que todavia, segin se desprende de la literatura, no se han re-
unido los datos suficientes para dar una solucién a esta cuestion, y puesto
que los resultados de nuestros trabajos poco pode;nos sacar en este as-
pecto, necs vemos imposibilitados para el estudio a fondo de este pro-
blema de gran interés biolégico, pues una vez conocida la naturaleza de
los simbiotes intracelulares, se podrd aclarar cientificamente su origen vy,
sin duda, su significado. -

El primer obstaculo que encontramos es el acusadisimo pleomorfismo de
que estdn dotados estos microorganismos simbiotes. Si nosotros cbservamos
un corte histolégico de cuerpo graso de Pirrocoris (Figs. 12, 13, 14,
15), por ejemplo, observamos en sus micetocitos gran cantidad de granuli-
llos que difieren no sélo en la forma, sino también en el tamafio; ademds
de estos granulillos finos, también se puedeh observar otros corpUsculos
mayores muy parecidos a levaduras. Estas caracteristicas morfolégicas,
observadas por nosotros en Pirrocaris apterus, Zonabris
6-punctata y Cocinella septempunctata, estdn descri-
tas en muchos insectos; asi, por ejemplo, tenemos las descripciones de
Buchner (9) y de Ries (38) referentes a las diversas formas que adogtan
los simbiotes en el .micetoma de los Pediculidos; las formas que
describen Miller y Mahdihassan (27) en algunos Coccidos, Schnei-
der (41) y otros.
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Encontramos, sin embargo, algunos casos en los que no se observa
pleomorfismo, como sucede en los Blattid os y en un termes australiano
(Mastotermes darwiniensis) sobre el que A. Koch publica
un trabajo en 1938 (18). En estos insectos, los simbiotes tienen una forma
claramente bacilar y han sido considerados como bacterias. No obstante,
a pesar de su morfologia, algunos autores, como Lwoff (25), muestran ten-
dencia a considerarlos como levaduras, basdndose en la manera de re-
producirse.

También se han descrito formas ricketssianas como simbiotes intracelu-
lares (Steinhaus, 1949) (51).

Muchos de los simbiotes intracelulares que tienen una morfologia defi-
nida han sido incluso «clasificados» atendiendo a las caracteristicas que
presentan en sy habitat natural. Esto ha sucedido con la mayor parte de
los simbiotes levaduriformes; asi tenemos el Saccharomyces
anobiii, Buchner, y luego las pertenecientes a los géneros creados por
Brain (1923) (51), cuyo nombre se forma poniendo el subfijo cola o
myces al nombre genérico de insecto, asi tenemos los siguientes ejem-
plos: Lecanicola, Cicadicola, Coccidomyces, etc.

Desde el punto de vista microbiclégico encontramos bastante aventu-
rada la clasificacién de un microorganismo basdndose sélo en las carac-
teristicas morfolégicas que presenta en su hdbitat natural. Es necesario,
repetimos, cultivarles en medios artificiales. Sin embargo, el problema es
niucho més complicado porque el cultivo, al menos en algunos de los
casos en que nosofros lo hemos conseguido, no es todavia suficiente para
la determinacién de la naturaleza de estos simbiotes intracelulares. En algu-
nos casos se observa tal pleomorfismo en medios artificiales que no sabe-
mos si se trata de bacterias o de levaduras (Figs. 40 y 41).

Tan sélo en dos casos hemos obtenido en medios artificiales levaduras
Gue presentan una morfologia algo constante.

Pierantoni (36 y 37) cree que estos microbios intracelulares pueden ser
hongos, bacterias, rickettsias, e incluso virus filtrables, que se han adaptado
tan estrechamente a su hdbitat (el micetocito) que casi se confunden con
el plasma que los contiene. También admite un ciclo evolutivo de los sim-
Eio’res.

Después de esta puesta al dia de toda la literatura que con grandes
dificultades hemos logrado reunir y antes de entrar en las consecuencias

#
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que puedan surgir de rivestros estudios creemos que no serd osado esta-
blecer: )

a) que la tendencia actual es hacia la admisién por casi todos los
cutores técnicos en esta materia de que el hecho capital en el micetoma y
cuerpo graso es la presencia de simbiotes.

b). que hasta el presente, sélo en muy escasas ocasiones se ha con-
seguido su cultivo de una manera categérica y sin lugar a dudas.

c) que debido al estado actual de la ciencia microbiolégica que du-
rante moltiples afios, en especial, en casi todo lo que va de este siglo, se
ha hecho monomorfista, es dificil el interpretar la microbiologia del mice-
toma, que después de la literatura aqui expuesta, puede deducirse bas-
tante claramente que sélo los teorios pleomorfistas serdn capaces de
arrojar cierta luz sobre este particular. ‘

d) como corclario de estos apartados, antes expuestos, lo mds im-
portante es encontrar un medio artificial apto para el cultivo de estos mi-
croorganismos, cosa que presenta grandes dificulfades y puede ser la
piedra de toque de toda esta cuestion.

A base de estas premisas y de todo le expuesto hemos llevado a cabo

nuestros estudios.

PARTE SEGUNDA
MORFOLOGIA E HISTOLOGIA DEL MICETOMA

Hemos de iniciar esta capitulo aclarando una serie de ideas que, a
nuestro juicio, estdn” algo confusas, debide principalmente a que (como
sucede siempre que trabajan en un mismo campo diferentes investigadores
e independientemente los unos de los otros) han sido designados con fér-
minos diferentes. )

Dejandc a un lado las distintas denominaciones que le han dado af
micetoma antes de conocer su verdadera funcién, puesto que éstas actual-
mente no se usan, nos ocuparemos solamente de aquellas que se refieren
al concepto moderno de micetoma.

Como ya hemos dicho en el capitulo anterior, la denominacién de mi-
cetoma fué dada por Sdlc en 1910 cuando, trabajando con Afidos, vié
en el interior de las células de este .brgano unos microorganismos que é!
considerd de naturaleza micoide. ’ '
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Nosotros, basandonos en la literatura, podemos definir el micetoma, en
el amplio sentido de la palabra, como «la célula o con junto
de células que albergan en su protoplasma micro-
ecrganismos simbiotes. Cada una de las células que
componen el micetoma se llama micetociton».

Modernamente se tiende a restringir el significado de estos términos
em‘pleéndqlos tan sélo en el caso de que los simbiotes sean hongos, y
usando las palabras bacteriotoma y bacteriocito cuando los
simbiotes son de naturaleza bacteriana. _

No obstante, nosotros no creemos conveniente adoptar estos dos dlfi-
mos términos, que, a nuestro ver, vienen a ccmplicar la terminologia, pues-
to que en muchos de los casos existen en los micetomas, ademds. de orga-
nismos bacteriformes, organismos levaduriformes; otra razén es que en las
descripciones que se han hechc de estos microbios endocelulares, a veces
se lee que éstos experimentan profundos cambios en la morfologia (Ries,
’:930) (38) y no faltan autores (Miller (9), Mahdihassan (24), Schneider (37),
que han cerrado ciclos evolutivos de dichos microorganismos durante los
cuales éstos presentan forma de levadura y de bacteria. Aunque admita-
mos que existan micetomas, como ocurre en los Blattidos, en los que
no se hayan observado més que organismos bacteriformes, no considera-

1os sea error grave el llamarle micetcma, puesto que de todos es sabido
que la terminologia de las diversas ramas del saber estd plagada de pala-
bras que actualmente no tienen el mismo significado que cuando se intro-
dujeron, sin que esto impida que se sigan usando en el lenguaje correcto.

Ademés, tengamos en cuenta que hoy dia estd bien definido el con-
cepto y el término que nos sirve para denominar a los hongos sexuados y
osexuados con la palabra miceto o eumiceto y a las bacterios,
que desde Nageli se les denomina como Schizomycetes. Por tanto,
sin enfrar en la cuestién en la que vemos partidarios, como Ries, Mahdi-
hassan, Schneider, de que se trata de formas de una misma especie en un
<ciclo evolutivo (la teoria pleomorfista), o bien la de la mayoria de otros
autores que las interpretan como formas correspondientes a especies dis-
tintas, consideramos que el término miceto, hoy por hoy, de un modo
légico o no, abarca todos estos microorganismos, y, por consiguiente; con-
sideramos buenas las denominaciones de micetoma y micetocito.

Muy diferente es el caso de un’término que al introducirlo en la litera-
tura no fueron observadas correctamente las reglas etimolégicas y- desde
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un principio es incorrecto. Tal sucede con la palabra «simbiote». Como se
observard, nosotfros venimos usando la palabra «simbiote» en lugar de
«simbionte». Nos ha movido a ello las siguientes razones de Steinhaus
(1949)-(43).

«El uso de la palabra «simbiosis» ha sido objeto de considerable abuso
por parte de los bidlogos y hasta de los no bidlogos. De Bary (1879) usé
criginalmente esta palabra para significar simplemente la vida en conjunto
de organismos distintos, sin tener en cuenta la resultante de tal asociacién.
Autores posteriores han empleado frecuentemente este término parc
designar tan sélo aquellas uniones en que la asociacién era mutuamente
ventajosa. Este uso no siguié el original de De Bary ni estd de acuerdo con
la recomendacion del Comité de terminologia de la Scciedad de Paracsit6-
Jogos americanos. El término simbiosis es muy amplio e incluye no sélo la
relacién de mutualismo (relacién en que la asociacién es mutuamente venta-
josa), sino también el parasitismo y el comensalismo.»

«Teniendo en cuenta el sentido que De Bary da a la palabra «simbiosis»,
nosofros vamos a usar ahora correctamente la palabra «simbiote», que sig-
nifica, simplemente, un organismo que vive asociado a otro crganismo.
Simbionte es la palabra introducida por De Bary, y es usada por muchos
autores. Esta palabra no estd deducida correctamente, etimolégicamente
hablando. La palabra se deriva del griego «sumbiotes», que significa «<com-
pafiero», «socio», «uno que vive con». Por consiguiente, la forma correcta
es «simbicte», puesto que «simbionte» no tiene original en griego». ‘

Ei micetoma puede estar localizado -en diferentes partes del cuerpo,
generalmente estd en el abdomen del insecto; unas veces el micetoma se
compone de cétulas epiteliales del intestino medio; ofras veces consiste en
un grupo de células ya diferenciadaos, que se localizan en ambos lados
del .intestino medio, siendo, por consiguiente, un érgano par; pero en la
mayoria de los casos el micetoma es el conjunto de micetocitos que se en-
cuentran entre las células del cuerpo graso, pudiendo estar diseminados
entre éstas o bien dispuestos en un cierto orden.

Llamamos cuerpo graso a una serie de lobulillos mas o menos esféricos
de color variable (desde el blanco lechoso al amarillo rojizo), segin la
especie y la edad del insecto; estos lobulillos, unidos entre sf, dan lugar o
cordones, racimos o, a veces, redes que ocupan gran parte del abdomen,
disponiéndose en dos capas: el «cuerpo graso cuticular o periférico» y el
«cuerpo graso visceral» (figs. 1y 2).
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Entre estos dos estratos del cuerpo graso no hemos encontrado diferen-
cias fundamentales. En las larvas de Taumatopea sp., nos parece
idéntico el cuerpo graso parietal y el visceral; ambos consisten en largos
cordones constitufdos por una o mas hileras de células esféricds que adop-
tan una forma poliédrica debido a la presién que se ejercen entre si; de-
ducimos que la forma es esférica porque las superficies libres son curvas
{fig. 3). En el protoplasma de estas células y entre las gotas de grasa se
pueden observar unos corpisculos més o menos esféricos que interpretamos
como simbiotes intracelulares, basdndonos en la analogia existente entre
sstos grénulos endocelulares y los simbiotes observados por nosotros en los
micetocitos de Zonabris 6-punctata, de Coccinela sep-
tenpunctata y de Pirrocorris dpterus. En estos tres 0lti-
mos insectos hemos comprobado su naturaleza microbiana por medio del
cultivo en medios artificiales; en las larvas de Taumatopoea no
hemos intentado este cultivo. ’

En Pirrocoris apterus, segin se desprende de nuestras pre-
paraciones, existen ligeras diferencias entre el cuerpo graso parietal 'y el
visceral; en aquél (fig. 10) las celulas son mayores, estan mas apretadas y
sus vacuolas son de mayor tamafic que las de las células que constituyen
el cuerpo graso visceral (figs. 5y 11).

Tanto en un estrato como en otro podemos observar micetocitos; éstos
presentan en su interior unos corpUsculos grandes, levaduriformes (figs. 4,
56,7,8,9,10,11, 12,13, 14 y 15) y unas formas cocdceas muy pareciclas
a los granulos de cromatina del nicleo. Hemos confirmado la naturaleza
microbiana de estas formaciones intracelulares valiéndonos del cultivo en
medios artificiales. ,

Hemos de mencionar aqui unas formas que observamos en un frotis de
cuerpo graso de Pirrocoris apterus, tefiido por el procedimiento
de Graum (modificacién de Hucker). Consisten éstas (figs. 16, 17, 18 y 19)
en unos filamentos largos que presentan unas hinchazones ovaladas fuer-
temente Gram-positivas. Estos filamentos se anastomasan formando mara-
fias, entre las cuales se ven formas esféricas sueltas también bastante
tefiidas en violeta. Tan sélo una vez hemos observado la presencia de estas
formas; no conseguimos su cultivo en medios artificiales; sin embargo,
creemos conveniente comunicarlo en este trabajo aunque desconozcamos su
verdadéra naturaleza.

Como el tema fundamental de nuestro trabajo es el aislamiento de los
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simbictes intracelulares, es imprescindible, si queremos trabajar de un
modo cientifico, hacer un profundo estudio bicquimico del micetoma que
nos permita elaborar un medio de cultivo lo mds parecido a este habitat de
los simbiotes intracelulares, estudio que requiere una sélida preparacién
de quimica biolégica de la que, hoy por hoy, desgraciadamente carecemos
la mayor parte de los naturalistas espafioles.

Por lo tanto nos es indispensable, si no encontramos en la literaiura
la naturaleza bioquimica del micetoma, hacer suposiciones basadas en
oigunas particularidades anatémicas e histolégicas que hemos recogido de:
la bibliografia referente al tema.

Glaser en 1920 (14) y Anadén en 1943 (1), al describir la Anatomia
microscopica del cuerpo graso de Blattides el primero y de Ephypigerinos-
el -segundo, hacen notar que entre las células del cuerpo graso hay unas
que estdn cargadas de simbiotes y otras que poseen cristales de écido-
Urico y de uratos, pero que nunca coexisten los simbiotes y los uratos en
una misma célula. Esta incompatibilidad nos parecié muy interesante.
Anadén da la interpretacién de que los uratos no se pueden formar en los
micetocitos porque los simbiotes producen una uricasa que los ataca. Nos-
ctros, en un principio, admitimos dos causas posibles: o que los simbiotes
utilizan los uratos para su desarrollo o que, por el contrario, estas subs-
tancias actban como inhibidores sobre los simbiotes:y, por censiguiznte,
impiden su desarrollo.

Deseando aclarar este punto, hemos hecho siembras de cuerpo graso:
de Pirrocoris apterus en placas de Petri con medio de Léwenstein
sin colorante, cuya superficie la humedecimos con solucién saturada de
4cido Urico unas y de urato sédico al 1 por 100 otras. Después de ciento-
veinte horas de incubacién a 27° C. no obtuvimos ning0n resultado positivo:
en estas placas; sin embargo, en las que utilizamos como control (placas
con el medio de L&wenstein sin colorante sin afiadirles las soluciones) ob--
tuvimos crecimiento a las cuarenta y ccho horas

Estas experiencias las podemos resumir en la tabla 5|gu1en‘re
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INFLUENCIA DEL ACIDO URICO Y DEL URATO SODICO SOBRE EL DESARROLLO DE, LOS.
SIMBIOTES INTRACELULARES DE Pirrocoris apterus

Tiempo de incubacién.

Medio de cultivo.
| 24 h. 48 h. 72 h. 96 h. 120 h.

Léwenstein sin. colorante
con sol. conc. de 4cido!
arico ...
Léwenstein sin  colorante’ , , ) P
con sol. 1% de urato sé- }
dico ... ... ... .. .o — -- - - —
Lidwenstein sin colorante ... — -} i

Temperatura de incubacion, ?7" C.

Esta experiencia la repetimos cinco veces, obteniendo los resultados
que indica la tabla en cuatro de ellos. En la restante no hubo crecimiento
en ninguna de las placas.

Estos resultados nos indican que, tante los urafos como el dcido Urico
impiden el desarrollo de los simbiotes, al menos en este medio artificial;
es muy posible, por tanto, que en su hdbitat natural suceda lo mismo,
siendo ésta la causa de que no haya simbiotes en las células dende existar
estas substancios. .

Oftro de los detalles anatémicos del cuerpo graso o de los micetomas
localizado es que estas formaciones estdn profusamente recorridas por
trdqueas; de este hecho deducimos que los microorganismos simbiotes serdn
favorecidos en su desarrollo por una atmésfera abundante en oxigeno. En
nuestras experiencias hemos encontrado un hecho que estd de acuerdo
con nuestras suposiciones: si después de hacer la diseccion asépticamente,
sembramos cuerpo graso de Pirrocoris en placa de Petfri vy en tubo,
ambos con el mismo medio de cultivo, Léwenstein sin colorante, nos encon-
traremos con el hecho de que en la placa hay crecimientc, mientras que
en el tubo, no. Podia esto explicarse por una relativa limitacién de la
ventilacién en el tubo. '

Ahora, para ajustarnos al titulo que hemos puesto en este capitulo
tendriamos que hacer un estudio histolégico del cuerpo graso; pero como
esto. seria una repeticién de lo que hace tiempo estd descrito en la
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literatura, nos limitaremos a contribuir con una serie de microfotografias
tomadas de cortes histolégicos de Pirrocoris apterus y de larvas
de Taumatopoea sp., las cuales se adaptan con bastante exactitud
a las descripciones hechas por autores que han frabajado sobre este tema,
pero que la mayoria de ellos se han limitade a adjuntar dibujos més o
menos esquemdticos.

Técnicas

La fijacién de las piezas la hemos hecho siempre con el fijador de
Bouin, que es el que nos ha parecido més apropiado, porque, ademés de
que conserva las estructuras finas, presenta la ventaja de que evita las
falsas interpretaciones por confusién de las mitocondrias con los simbiotes
intracelulares, puesto que, segin Cowdry y Olisky (1922) (12), las mito-
condrias no se tifien por ninguno de los métodos si el material ha sido
previomente fijado con el fijador de Bouin.

La inclusiéon en parafina la hemos hecho siguiendo el método de
Peterfi, que nos ha dado magnificos resultados, a pesar ‘de que durante
la deshidratacién con los alcoholes y con el benzol se disuelve algo de
cuerpo graso. Aqui hemos encontrado una diferencia entre la substancia
Il’pida del cuerpo graso de los insectos y la grasa de los animales superio-
res, pues ésta se disuelve totalmente cuando se deshidrata el material
para su inclusién en parafina. :

El espesor de los cortes varia entre 3 y 12 micras. )

Pretendiendo una absoluta honradez en nuestros trabajos, hemos de
decir que estas mismas técnicas fueron empleadas en 1939 per Werner
Rosenkranz (40), aunque nosctros no conocimos su obra hasta afio y medio
después de que empezamos a utilizar estas técnicas. Nosotros hemos ele-
gido las técnicas entre las que se describe el libro de B. Romeis (39)
«Gufa-formulario de Técnica histolégica», y ha dado la curiosa coinciden-
cia de que hemos entresacado las mismas que habia empleado Rosenkranz
en 1939, que, dicho sea de paso, no menciona para nada la obra de
Romeis y, tal como estan descritas, dan la impresién de que fueron ideadas
por dicho autor.

La tincién' que con mayor frecuencia hemos usado es el método de la
hematoxilina férrica de Heindenhain, embleando como colorante de con-
traste el prico-carmin de indigo. En este método de coloracién, asi como
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en todos aquellos en que el colorante ha de permanecer por largo tiempo
en contacto con la preparacién, hemos evitado la excesiva precipitacién
del colorante sobre los tejidos, que luego ha de ser un gran inconveniente
para la correcta diferenciacién, de la sigyiente manera: tanto el alumbre
ce hierro como la hematoxilina han sido aplicades vertiéndolos en sendas
placas de Petri, bien limpias, hasta que alcancen la altura de un milimatro
aproximadamente. Luego se colocan, diametralmente opuestas y paralelas
entre si, dos laminillas de vidrio, sobre las que va a descansar el porta-
objetos, de manera que los cortes queden por la cara inferior y asi focan
la superficie del liquido, que, por adherencia, se extiende y moja la pre-
paracién.

También para la coloracién de los cortes hemos empleado los métodos
de Giemsa, May-Griinwald y Gram (modificacién de Hucker).

PARTE TERCERA
MICROBIOLOGIA

El punto mdas dificil de la simbiosis intracelular es, sin duda, el que se
refiere al aislamiento de los simbiotes. Como ya se ha visto en nuestro
bosquejo histérico, aln estd por aclarar si los simbiotes intracelulares de
los insectos pueden ser cultivados en medios artificiales.

Como nuestro propésito es el aislamientc de dichos microorganismos,
hemos seguido, aunque modificando algunos puntos, las técnicas de Glaser,
pues este investigador, segin parece, lo ha conseguido trabajando con
Periplaneta americana y con Blatella germdénica,
empleando como medio de cultivo el agar glucosado, al que afiade suero
de caballo. »

Hemos seguido las técnicas de Glaser que, ademds, son los que nos
parecen menos expuestas a contaminacién, sin detrimento de la viabilidad
de los simbiotes.

Material y técnicas.

Hemos elegido paré nuestras experiencias insectos pertenecientes a
4rdenes diferentes, con la idea de dar un cardcter general a nuestros re-
sultados; sin embargo, no hemos conseguido nuestro propésite, debido, tal
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>
vez, a que las exigencias de cultivo no son las mismas para los simbiotes.
de los diferentes huéspedes. Los insectos que han sido objeto de nuestro
trabajo son Blatella germdénica, Pirrocoris apterus,
Coccinella septempunctata y Zonabris 6-punctata.

La diseccion de los insectos ha de hacerse en condiciones de asepsia.
La técnica que nosotros hemes seguido es la siguiente:

a) Esterilizacion del instrumental.

b) Esterilizacion exterior del insecto.

c) Preparacién de la parafina para la sujecién del insecto.

d) Diseccion.

El instrumental, que consta de unas tijeras, una lanceta, un fino bisturi,
dos pinzas y alfileres inoxidables, lo esterilizamos sumergiéndolo durante
sesenta minutos en alcohol de 80 por 100.

La esterilizacién exterior del insecto la realizamos introduciéndolo vivo
en un pocillo que contiene una mezcla a partes iguales de sublimado co-
rrosivo al 1:1.000 y alcchol absoluto. Glaser (15) somete previamenie el
insecto a la accion del éter hasta que queda inmévil y luege lo tiene du-
rante quince a veinte minutos en la mezcla de sublimado corrosivo y al-
cohol. Nosotros, al introducirlo vive en el desinfectante, creemos obtener
la ventaja de que, de este modo, la esterilizacion es mds completa, puesto
que al debatirse el insecto se favorece la penetracion del desinfectante
en los espacios que quedan entre los anillos del excesqueleto.

Una vez que el insecto ha permanecido durante quince minutos en
dicha mezcla, lo pasamos a otro pocillo con alcohol de 96 por 100, donde
ha de permanecer unos veinte minutos. Luego se lava con solucién salina
estéril y se procede a la diseccién.

La parafina se prepara fundiéndola y vertiéndcla en una placa de
Petri hasta que alcance aproximadamente un centimetro de espesor. Una
vez que se haya solidificado la parafina se termina de llenar la placa.de
alcohol de 96 por 100, dejéndolo actuar durante treinta minutos. Al cabo
de ‘este tiempo se quita el alcohol y la superficie de parafina se lava
con solucién salina estéril. ’

Para proceder o la diseccién se le cortan previamente las patas al
insecto para que no estorben, y luego se coloca en la superficie de la pora-
fina con el lado ventral hacia arriba. Se fija con alfileres (jsin pincharlol)
estériles que se clavon en la parafina. y se cruzan sobre el insecto a la
altura del metatérax. Luego se vierte en esta placa un poco de sclucién
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sulina estéril hasta que el insecto quede cubierto. Ahora se comienza la
diseccion, que realizamos de la- manera siguiente:

Con el bisturi estéril se hace una incisién lateral a lo largo del abdo-
men, procurando profundizar lo menos posible. Con las pinzas se levanta -
el exoesqueleto que cubre la parte ventral del abdomen y ya nos encon-
tramos. con el cuerpo graso periférico o cuticular. .

Ahora no tenemos ‘nada mds que ir extrayendo con las pinzas el
cuerpo graso (teniendo sumo cuidado en no romper el tubo digestivo,
sobre todo en las zonas donde el cuerpo graso. estd atravesado por tubos
de Malpigio.) El cuerpo graso extraido es lo que nos ha de servir como
material de siembra.

La siembra la hemos hechc por dos procedimientos: aplicando la
«spotting technique» de Glaser (15), y, simplemente, por siembra directa.

La técnica de las manchas de Glaser consiste en tomar con las pinzas-
estériles porciones del cuerpo graso y llevarlas a un tubo que contiene agua
estéril y se agita. La suspensidén asi obtenida se utiliza ahora como mate-
rial de siembra, del cual, con el asa de platine, se toma una gota y se va-
frotando con ella la superficie del medio de. cultivo contenido en una.
placa de Petri, de manera que queden una serie de circulos sembrados.
separados unos de otros. Como resultado de esta. operacién quedard la
superficie de la placa con una serie de manchas que, debido o la grasa
qué el material de siembra contiene, son brillantes. Glaser hacia en cada
placa de.2 a 15 manchas sin recargar el asa.

Las placas asi sembradas se llevan luego a la estufa a 35 & 36° C.
durante cuarenta y ocho horas. Pasado este tiempc se examinan las placas
y da la impresién de que las manchas se han secado, sin que a simple
vista se observe colonia alguna. Lo Unico que se cbserva dentro de la
mancha son ynos puntitos brilantes muy pequefos, los cuales nc hay que:
confundir con colonias, pues, no son sino pequefisimas gotas de grasa.

A pesar de que a simple vista no se aprecian indicios de desarrollo-
microbiano, no obstante si ahora frotamos con el asa de platino la super-
ficie de una de estas manchas y resembramos el material recogido en un
tubo que contenga el mismo medio de cultivo que el de la placa, puede
ocurrir que antes de las ciento .cuarenta y cuatro horas aparezcan colonias:
visibles en dicho tubo.

La operacién de resiembra en tubo se ha de repetir para cada una de
las manchas, de manera que al final tengamos un tubo por cada mancha.
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Es muy importante, segun Glaser, que en el tubo haya bastante agua de
condensacion; si esto no fuera asi habria que afiadirle unas gotas de una
solucién estéril, consistente en 5 c. c. de caldo, al que se el afade 1 c. c.
de suero sanguineo de caballo. '

El modo de hacer esta resiembra es el siguiente: Con el asa de platino
se toma un poco de agua de condensacién del tubo que se va.a sembrar,
.con este agua se humedece la mancha de la cual se va a hacer la toma
y después de frotar un poco la superficie de ésta con el asa se vuelve a
llevar al tubo, donde se hace la resiembra.

Los tubos asi sembrados se incuban a 36° C., a también se pueden
dejar a la temperatura del laboratorio. Después de las cuarenta y ocho
horas de incubacion se observan los tubos todos los dias. Si ha habido des-
arrollo microbiano, las colonias apareceran entre las cuarenta y ocho y
ciento cuarenta y cuatro horas. Pasado este tiempo, si no ha habido cre-
cimiento la experiencia se puede considerar como negafiva.

Nuestra siembra directa consiste en ir tomando con pinzas estériles
trocitos de cuerpo graso y, con las mismas pinzas, extenderlo sobre la
superficie del medio de cultivo, haciendo estrias rectas y mds o menos
paralelas.

La temperatura de incubacién fué siempre de 27° C.

En todas nuestras experiencias de cultivo siempre hemos hecho la
siembra por ambos procedimientos, es. decir, que una parte del cuerpo
graso de cada individuo lo destindbamos a la siembra directa y otra parte
a la «spotting technique». Esto lo consideramos necesario, puesto que
cmbas técnicas tieren sus ventajas y sus inconvenientes. En efecto, la téc-
nica de las manchas tiene la ventaja de que, al menos en nuestras expe-
riencias, da resultados casi siempre positivos cuando el medio de cultivo
-es adecuado; sin embargo, presenta el inconveniente de que este creci-
miento es tan escaso que las colonias no son visibles a simple vista. Lo
contrario sucede con la siembra directa; por medio de ésta no siempre
se obtiene crecimiento microbiano, aunque hayamos sembrado micetocitos;
pero, en compensacién, tiene la ventaja de que, cuando hay crecimiento,
-éste es abundante y visible a simple vista.

Esto que acabamos de decir es fécilmente explicable si aceptamos la
idea de que los simbiotes intracelulares estdn sometidos a dos accicnes
-que se suceden periédicamente de acuerdo con las actividades sexuales
del huésped. Asi, unas veces los simbiotes son favorecidos en su repro-
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duccién y otras veces son obstaculizados seguramente por algin agente
hacteriostatico. Por esto, unas veces es mejor liberarlos de él. En la
siembra directa nosotros colocamos sobre la superficie del medio de cul-
tivo a los simbiotes encerrados en los micetocitos que, a su vez, estdn ro-
deados por las restantes células del cuerpo graso; en este caso, la multi-
plicacién de los simbiotes se aproxima algo a lo que ocurre «in vivos; por
consiguiente, habrd crecimiento abundante si en el momento que nos-
otros hacemos la diseccién del insecto habia en el cuerpo graso factores
favorables al desarrollo de los simbiotes; si, por el contrario, nosotros
sorprendemos al insecto en una época en que sus simbiotes estdn some-
tidos a la accién inhibidora de algin agente bacteriostético, que supone-
mos sea de naturaleza duimico y que, Iégicomer;te, ha de encontrarse en.
los células del cuerpo graso, los simbiotes seguirdn siendo inhibidos «in
vitro», cuando la siembra es directa, no ocurriendo esto cuando aplicamos.
la técnica de las manchas de Glaser, puesto que durante la maceracién
los micetocitos se rompen, dejando en libertad a los simbiotes, los cuales
guedan en suspensién.

Hemos prcbado para estas experiencias los sigui'entes medios de cul-
tivo: caldo comin, agar comin, agar glucosado, agar malta (¥), agar
sangre, medio Cabouread, medio de Glaser (¥*), medio V. IV (**¥) y
medio de Léwenstein sin colorante.

Todos estos medios para comprobar su esterilidad fueron incubados a
la temperatura de 37° C. antes de su empleo en nuestras experiencias.

Solamente hemos obtenido resultados posifivés en los dos Ultimos de
estos medios, cosa que nos comprueba lo idea de lo necesidad de la
complejidad del medio. El de Ldwenstein se emplea para el aislamiento

(_*) Malta ... ... ... ... ... ... 500 c. c.

Agua ... ... ... ... ... ... 500 c. c.
Agar ... ... ... 20 g.
(**) Agar comin fundido ... ... 10 ¢.

Sangre de caballo desfib, y est. 3 c. c.
Solucién el 10 %, estéril, de glucosa, 2 c. c.

En una placa Petri se pone la sangre y la solucién de glucosa y luego se le afiade
el agar comin, cuando este esté a la temperatura de 45° C. El pH se ajusta a 7—-7.4.

(***) Extracto de patata ... ... ... ... ... 15 g.
Extracto de levadura ... ... ... ... 25 g.
Peptona e e e e 1 gl
Glicerina ... ... ... ... ... ... ... ... 4 g
Agar ... ... o e e 2080
Glucosa ... ... ... ... ... oo o . 1o
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de Mycobacterium tuberculosis. Este mismo medic, perc sin
anadirle el colorante selectivo, fué emplécdb por Socias (comunicacién per-
sonal), en sus estudios de transformacién bacteriana, especialmente para el
aislamiento del posible agente etiolégico del tracoma, enfermedad infec-
ciosa que da lugar a unos estados anatomo-patolégicos, o veces tan pare-
.cidos microscépicamente al cuerpo graso de algunos insectos, que es dificil
distinguir si una preparacién es de cuerpo graso o de un granuloma
tracomatoso (44). Para los mismos trabajos también fué ideado por .Socias
el medio V. IV.

El medio de Léwenstein presenta el inconveniente de que se contamina
-con mucha facilidad; esto solamente puede evitarse trabajando con sumo
cuidado. '

Como ya hemos dicho, solamente hemos logrado el aislamiento de los
simbiotes intracelulares en el medio V. IV y en el medio de Léwenstein sin
-colorante. Esto no quiere decir que dichos medios sean los éptimos para el
crecimiento de tales microorganismos; antes al contraric, vamos ahora o
-exponer algunas de nuestras observaciones que nos van a dar idea de la
escasa aptitud de estos dos medios. )

En todas nuestras experiencias hemos utilizado estos dos medios, y asi
como en el Léwenstein sin colorante hemos obtenido resultados positivos en
la mayoria de los casos, en el medio V. IV tan sélo ha dado resultados
claramente positivos en dos experiencias. Ambas en placas sembradas
por siembra directa. Esto nos indica que este Oltimo medio constituye un
sustrato al que se pueden adaptar los simbiotes solamente en circunstan-
cias especiales que por ahora desconocemos y que suponemos serdn debi-
das al estado de los simbiotes o al de las células del cuerpo graso. Del
hecho de que nunca se hayan desarrollado dichos microorganismos en este
medio cuando se siembran por el procedimiento de Glaser, deducimos
que por sf solo no cubre las exigencias de cultivo de los simbiotes.

Por otro lado, aunque empleando el medio de Léwenstein sin coloran-
te hemos conseguido resultados positivos en la mayoria de los casos; sin
embargo, no redne todas las condiciones y factores de crecimiento sufi-
cientes para que en él se desarrollen en todos los casos los simbiotes intra-
celulares. Nos han llevado ‘@ esta conclusién los siguientes hechos:

a) En ninguno de los casos hemos obtenido el cultivo’ en este medio
cuando sembramos (por ambos procedimientos de siembra) cuerpo graso

30



CULTIVO “IN VITRO” DE SIMBIOTES INTRACELULARES DE INSECTOS 217

ce individuos machos, a pesar de que en su cuerpo graso se pueden obser-
var simbiotes que llenan los micetocitos.

b) Sembrando por la técnica de Glaser cuerpc graso de hembras
Pirrocoris apterus, Zonabris é6-punctata y Cocci-
nella septempunctata, obtenemos el cultivo en todos los casos;
sin embargo, utilizando este mismo procedimientc para Blattella
germdénica no hemos obtenido resultados positivos sino cuando utili-
zamos individuos préximos a hacer la puesta.

c) Sembrando directamente cuerpo graso de los insectos antes cita-
dos no hemos obtenido el cultivo nunca cuando los ovarios estdn vacios
(hembras jévenes, adultas no fecundadas o adultas después de haber
hecho la puesta):

Estos tre3 hechos sélc pueden ser explicados admitiendo que el mice-
toma de los individuos machos constituye un medio ambiente en el que
siempre existe un determinado agente inhibidor o falta algin factor de
crecimiento, del que también carece el medio de Léwenstein sin colorante.

Tampoco el medio de Léwenstein es capaz de salvar tal carencia en el
caso de las siembras por el procedimiento de Glaser de cuerpo graso de
Blattella germdnica.

Las experiencias que ahora vamos a detallar se refieren todas a indi-
viduos hembras, puesto que, como ya hemos dicho, nunca hemos obtenido
ningdn resultado positivo (aplicando las mismas técnicas y empleando
idénticos medios) de las siembras de cuerpos grasos de individuos machos.

. 1
Experiencias con Pirrocoris apterus

Los individuos con que hemos trabajado los hemos recogido en el
Jardin Boténico de Madrid. .

La diseccién y la siembra la hemos hecho por los procedimientos ya
descritos. .

Con el fin dé orientarnos, siempre que haciamos una disecciéon fomé-
- bamos con las pinzas un poco de cuerpo graso y lo extendiamos en un
portaobjetos para luego tefirla por el procedimiento da Gram (modifica-
cién de Hucker).

En esta preparacién, observada al microscopio, es muy dificil encontrar
~ un adipocito, puesto que éstos, al hacer el frotis, se destruyen con mucha
facilidad, dejando en libertad las gotas de grasa que luego se disuelven
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casi en su totalidad al decolorar la preparacion. No ocurre esto, sin em-
bargo, con los micetocitos, que muchos de ellos permanecen intactos. Estos
micetocitos suelen ser abundantes, sobre todo en el cuerpo graso de las
hembras, dentro de micetocitos se ven unos corpUsculos Gram-positivos, es-
féricos, cuyo didmetro oscila entre 2 y 3 micras, a veces estén unidos en
grupos de dos a tres elementos. Se observan también, alnque muy esca-
sos, unos corpUsculos ovoideos, alge mayores que los anteriores y también
Gram-positivos. Otros de los elementos que también se observan con cons-
tancia en estas extensiones de cuerpo grasc son unos elementos levadu-
riformes grandes, en forma de botella con cuello corto. Algunos de éstos,
cuando quedan débilmente tefidos, dejan ver en su interior unos grénulos
esféricos, infensamente tefidos, cuyo némero es muy variable, a veces son
s6lo fres; ofras veces son tan numerosos que ocupan totalmente el interior
de estos elementos levaduriformes.

En todas las experiencias hemos hecho la siembra por los dos procedi-
mientos: por el de Glaser y por siembra directa. En las placas sembradas
segUn la técnica de Glaser, cuando el medio de cultivo es el de Léwenstein
sin colorante, siempre se ha observado crecimiento, aunque nunca éste
fué visible a simple vista; pero si estas microcolonias son resembradas en

“un tubo, también de Léwenstein sin colorante, entonces, ya a las cuarenta
y ocho horas podemos observar unas colonias incoloras, hemisféricas y de
medio milimetro de didmetro. Las caracteristicas de cultivo y merfolégicas
de los microbios, que dan lugar a estas colonias, ya las daremos mds
adelante.

En las placas, también de Léwenstein, sin colorante, sembradas por
siembra directa, no siempre hemos obtenido resultados positives. En el
40 % de las siembras no ha crecido colonia alguna, los trocitos de cuerpo
graso permanecen invariables sobre la estria hasta que la placa se seca.
Pero en el resto (60 %) de las experiencias, ya desde las veinticuatro ho-
ras se pueden observar las mismas colonias que se obtienen por el proce-
dimiento de Glaser en los tubos de Léwenstein sin colorante.

"Con é&nimo de explicarnos esta diferencia en los resultados, comenza-
mos a revisar nuestro cuaderno de laboratorio, donde habiamos anotado
las caracteristicas anatémicas de los individuos con que habiamos froBciado,
y encontramos que estos resultados negativos correspondian a siembras
hechas con cuerpo graso de hembras cuyos ovarios estaban vacios (antes
de la maduracién o después de la puesta); en cambio, en los resultados
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positivos (60 % de las siembras directas) correspondian a hembras que
tenian los ovarios repletos de huevos (antes de la puesta). ,

Para comprobar esto de una manera mds exactaq, tuvimos que esperar
a la siguiente primavera, que es cuando estos insectos reanudan sus activi-
cades sexuales. )

Hicimos siembra de cuerpo graso de individuos jévenes y no obtuvimios
resultados positivos por ninguno de los dos prccedimientos de siembra. De
los hembras adultas seguimos obteniendo constantemente resultados posi-
tivos, séembrando en Léwenstein, sin colorante, por el procedimiento de
Glaser; sin embargo, de estos mismos individuos, que procuramos recoger-
los cuando se encontraban en cépula, los resultados eran negativos si ha-
ciamos la siembra directa inmediatamente; pero si dejamos das hembras en
un cristalizador con alimento durante cinco o seis dias, entonces obtenfa-
mos resultados positivos de las siembras directas de cuerpo graso. Tam-
poco cbtuvimes resultados positivos si la siembra la haciomos de cuarpo
graso de hembras que ya hubieran hecho la puesta.

En dos de las experiencias hubo crecimiento de estos simbiotes en el
medio V.IV, sembrado por siembra directa con cuerpo graso de hembras
fecundadas. Las cclonios que aqui crecieron son de idéntica morfoiogia
que las del medio de Ldwenstein sin colorante. También coinciden las
caracteristicas morfolégicas de los microbios.

Como ya hemos dicho, las colonias que surgen en este medio a partir
de la siembra de cuerpo graso de Pirrocoris apterus, ya sea
oplicando la técnica de Glaser o ya sea por siembra directa, tienen un
crecimiento lento y no llegan ol alcanzar mds de un milimetro de dié-
metro.

Antes de seguir adelante, creemos conveniente mencionar algunas
particularidades del medio de Léwenstein que, como nos ocurrié a ncs-
otros, inducen a error en estos trabajos. En la superficie de este medio
aparecen siempre unos puntitos amarillos o blancos, muy brillantes, que
tienen el aspecto de colonias microbiarias y, precisamente, son de un pare-
cido extraordinario con las auténticas colonias que se origincn de las
siembras de cuerpo graso en ‘este medio. - o

- Otra de las causas-de error, que, si va asociada @ la anterior, nos
lleva por falsos camincs, al menos en las primeras experiencias, es que
este medio, por su compleja composicién, presenta en preparaciones mi-
¢roschpicas tefidas p,or‘ el métods de Gram,-unos corpUsculos Gram-
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positives unos y Gram-negativos otros, de formc. caprichosa, que dan la
sensaciéon de que nos encontramos anfe unos microorganismos dotados de
gran plecmorfismo que es precisamente una de las caracteristicas de los
simbiotes intracelulares en sus primeros cultives en medios artificiales.

Para aclarar estas coincidencias, nosotros sembramos en tubos con
Léwenstein las falsas colonias, existentes en la superficie de una placa de
Petri, sin haber sido previomente sembrada, y no obtuvimos crecimiento
aiguno. Lo cual nos indica que estas formaciones hemisféricas y muy bri-
llantes no son colonias de microorganismos, sino que segu%cmente serdn
pequefias getas de grasa que quedan en la superficie de este medio.
Caracteristicas morfolégicas de los microorganismos aislados.

Si hacemos una extensién de una de las colonias que ha crecido por
siembra directa a las cuarenta y ocho horas de incubacién, podemos
observar (Figs. 27 y 28) abundantes fcrmas cocdceas Gram-positives, de
tamafio que puede variar desde una hasta cuatro micras de diémetro.
Puede suceder que cuando se hace la toma para hacer la extension, se
recoja algin pequefo trozo del cuerpo graso sembrado; en este caso, se ,
pueden ver algunos micetocitos, intactes adn, que estdn repletos de sim-
biotes en estado de divisién. . ,

Lo que nunca hemos podido observar en las extensiones de colonias
a los cuarenta y ocho horas de esta. primera siembra son las levaduras u
crganismes levaduriformes que hemos descrito en las extensiones de cuer-
po graso tomado directamente del insecto..Sin embargo, si de la placa de
Léwenstein hacemos una resiembra en 'un tubo de agar glucosado, obte-
remos unas colonias de didmetro un poco mayer que las anteriores. Mi-
<roscopicamente se observa un cambio en la morfologia, éste consiste en
gue los cocos se van alargando abandenande su forma esférica de tal
modo que mds bien parecen unos bacilos rechonchos. Cuando este cultivo
en agar glucosado va .envejeciendo, se chserva en algunos casos —no en
todos— que entre éstas colonias pequefias surgen otras de un color rosado
que van creciendo y dan lugar a unas colonias de cinco o seis milimetros
de didmetro. o

En preparacion microscpica de estas nuevas colonias se observan,
ademds de las formas cocéceas, Ievad_urcls tipicas, aunque entre ellas no
faltan las de tamafio algo mayor y en forma de botella (Figs. 20, 21, 22,
23, 24). o

Para separar las levaduras. de 'lcls_formas cocbceas pequerias hemos.
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sembrado en placa de agar glucosado, obteniendo de esta manera colo-
nias discretas de ambos microbios: las pequefias e incoloras, de un mili-
metro de didmetro, y las grandes y rosadas de cinco milimetros de dia-
metro.

Los organismos que componen las colonias pequefias son los mismos
que ya hemos descrito en les tubos de agar glucosado. Pero en las cclo-
nias grandes, ademds de las formas que ya t'enen una clara morfologia de
levaduras, se encuentran las formas pequefias (Fig. 29), no sélo en el
exterior de las levaduras, sino también en su interior. ,

Este hecho nos hizo pensar en un ciclo morfolégico de estos simbiotes
intracelulares. Lo Unico nuevo que nosotros aportamos con esto es que
este cambio en la morfolegia se ha verificado en medios artificiales, pues
este mismo ciclo o uno muy andlogo ha sido descrito, pero «in vivo», por
Maller (9), Mahdihassan (27), Schneider (41) y Stammer (50) al estudiar
la morfologia de los. simbictes de los micetomas de algunos insectos.

~ Estos autores describen y representan més o menos esquemdticamente
los cambios morfolégicos que experimentan: los simbiotes. En unos casos
(Mahdihassan) cemienzan por unas formas grandes, de protoplasma homo-
géneo que luego se va poblando de granulillos, estos granulillos van au-
mentandc en ndmero y en tamafo, hasta que esa forma grande se divide
en varias partes pequefias parecidas a cocos que son llamados «formas
de invasién» porque sen las que luego van a establecerse en los huevos
en estado de desarrollo. Otras veces (Schneider) el microbio pasa por una
fose levaduriforme y ctra fase bacilar. Tampoco es nuevo el paso de moho
o de levadura a bacteria, pues ya ha sido descrito (Socias: 43, 45, 46, 48
y 49). El pleomorfismo ocbservado en nuestras experiencias de cultivo
se debe, a nuestro juicio, a que los microorganismos simbiotes estdn dota-
dos de una extracrdinaria capacidad de adaptacién (dentro de los limites
de sus exigencias de cultivos), debido a la cual responden a las varia-
ciones del medio ambiente, con profundos cambios, no sélo en su morfo-
logia, sino también en sus caracteristicas tintoriales.

Pcsiblemente en su hdbitat natural, estos cambios también ocurren, .
pero aqui son debidos al estrecho control del huésped sobre sus simbiotes.
Es indudable que en la época del celo o si no en la maduracién sexual, los
simbiotes han de multiplicarse activamente, pues han de invadir a cadd
uno de los huevos. En esta épaca el huésped favorece el desarrcllo de sus
simbiotes con clertos factores de crecimiento que vertérd en el micetcma;
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sin embargo, en la época de letargo, en los que como Pirrccoris,
invernan, o después de verificar la reproduccién, en los que como los
Blattidos, no entran en vida latente, los simbiotes han de ser inhi-
bidos sin que su capacidad fisiclégica sea alterada, para lo cual la varia-
cién del estimulo ha de ser poco acusada; es decir, que se ha conseguido un
equilibrio tal, que una variacién minima hacia cualquiera de ambos sen-
tidos (favoreciendo o inhibiendo), produzca grandes cambios en la mor-
- felegia, fisiologia y caracterisficas tintoriales de los simbiotes. Como estos
estimulos se suceden peridédicamente, los simbiotes, cambiando, llegan o
cerrar un ciclo.

Este ciclo es dificil de determinar y mas dificil adn de controlar traba-
jando en medios artificiales, puesto que en el huésped estard regido por
ligeros cambios de las condicicnes ambientales. Como no tenemos- la me-
ror idea de cudles puedan ser las causas de estas variaciones morfolégi-
cas, nos limitamos a observar lo que ocurre cuando se ha logrado culti-
var les simbiotes intracelulares en un medic artificial, donde, al encoﬁ-»
trarse libres del control de su -huésped, se desarrollan en todas las direc-
ciones; al menos en los primeros-cultivos, dando lugar @ la pluralidad de
formas ya descritas y al cambio de unas en otras, que en algunos casos
hace del tcdo imposible su clasificacién, puesto que a veces no sabemos
si son levaduras o son bacterias.

Nosotros, en nuestros medios artificiales, en el caso de Pirrocoris
apterus, hemos visto cerrarse este ciclo, aunque no lo sabemos pre-
vacar a voluntad. Como yd hemes dicho, en algunos casos, no sabemos por
Gué, en cultives en tubos de agar glucosado de las formas cocdaceas pe-
quefias, surgen, esparcidas entre las colonias de éstas (Fig. 28) ofras
mayores 'y de color rosado y que corresponden a microorganismos levodu-
riformes. Una vez aisladas estas-levaduras en cultivos puros, siempre dejan
ver, en preparaciones microscépicas, las formas cocdceas dentro y fuera
de su protoplasma.

Estas formas pequefias que nosotros observamos, tanto en el cuerpo
graso de Pirrocoris, como en los cultivos en medio de Léwenstein -
sin colorante, corresponden a las formas de invasién a que ya hemos hecha.
referencia. Esto lo hemos deducido del hecho siguiente: de los cultivos en

los que se ha utilizado como material de siembra huevos exiraidos de
ovarios, siempre salen formas ‘cocdceas pequefias y nunca las formes de
levadura que pueden surgir de cultives hechos a partir del cuerpo graso del
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mismo individuo. Tampoco en frotis hechos del contenido de los huevos se
han visto las formas ovaladas grandes; sin embargo, en los cortes histo-
légicos del cuerpo graso se pueden ver claramente. ‘

Por lo que vamos exponiendo, nos parece que las formas de levaduras
se originan a partir de las formas cocdceas; sin embargo, no sabemos
.c6mo ni por qué causas concretas. Suponemos que, bien durante el des-
arrollo embrionario o pestembrionario, aparece el estimulo que proveca
el cambio.

Dado que, como ya hemos sefialado, se han clasificado algunas leva-
duras del cuerpe graso de insectos, nos ha parecido interesante estudiar y
closificar la levadura que nesotros hemos obtenido con la idea de encon-
trar (si-es que existe) alguna relacién entre ésta y aquéllas.

_ Siguiendo las claves de Lodder (24) hemos Ilegado o la especie Rho -
doterula minuta (Saito) Harrison: basdndonos en las siguientes
caracteristicas: '

En el medio de extracto de malta: A los tres dias de incubacién a la
temperatura de 25° C. las células son ovales a largo ovales (2'5-5). (6-12)
micras, aislédas o agrupadas por pares. Se multiplican por gemacién mul-
tilateral. En el fondo del matraz se forma un ligerc depésito. Al mes de
incubacién, ademds del depésito, puede formarse un anillo muy fino.

Cultivo en agar-malta: A los tres dias a 25° C. podemos observar
células ovales o largo-ovales (2-3,5). (5-11) micras, aisladas o reunidas en
parejas. Después de un mes a 17° C., la estria es lisa, de brillo céreo y
color rosa claro. _

Cultivo sobre el portaobjetos: No se observa formacién de pseudo-
micelio.

Medios y métodos empleados para este estudio de la morfolcgia.

Extracto de malta: Se mezcla 1 kg. de malta con 2,6 litros
de agua. Se calienta a 45° C. durante tres horas en un bafiomaria. Luego
se le eleva la temperatura a 63° C. y esta temperatura se mantiene por
tna hora. La mezcla se filtra a través de un colador de crin y el flltrado
se esteriliza a 1209 C. durante. quince minutos. Luego se filtra a través
de papel, se diluye hasta 15° Bllg. y se ajusta al pH alrededor de 5,4. Se
reparte en matraces y se esteriliza a 110° C. durante quince minutos.

Agar-malta: En el medio antericr solidificado con un 2 por 100
de agar se esteriliza a 110° durante quince minutos. ‘

Cultivo sobre el portaobjetos: Se preparan estos porta-

.
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objetos esterilizados en un horno, luego se vierte sobre una de las caras
agar patata estéril y recién fundido. Cuando esta ldmina de agar ss ha
solidificado, se siembra la levadura haciendo tres estrios, scbre las que
luego se coloca un cubrecbjetos estéril.

-Se colocan dentro de una placa de Petri sobre una varilla en forma
de U. Se afiade agua estéril con el fin de evitar que el agar se seque.
Se incuba a 25° C. '

La observacién de estos cultivos se hace a los cuatro o cinco dias de
incubacién. '

Fermentacién: Nula. Los tubos de Einhonn incubados a 25° C.
Se probaron los siguientes azdcares en solucién al 2 por 100 en extracto
de malta.

Glucosa, galactosa, sacarosa, maltosa y lactosa. No hube produccion
de gas en ninguno de los tubos.

Asimilacién de aztcares (fig. 32).

Glucosa ... ... ... ... e e e -+
Galactosa ... ... ...
SACarosa ... ... oo e R
Maltosa ... ... ... o
Lactosa ... ... ... .o -
Inulina ... ... ... ... .. —

Esta prueba la hemos realizado de la siguiente manera: Como medio
de cultivo se emplea el siguiente, que no posee ninguna fuente de car-
kono. :

SO, (NH, ) oo oo e v i e i e 5 grs.
PO, Ho K oo vee o e 1 gr.
SO, Mg. 7 (HO) ... ... ... ... .. .. 0,5 grs.
Agua destiloda ... ... ... ... ... ... ... 1.000 c.c.

Se solidifica afiadiendo un 2 por 100 de agar.

Este medio se funde y se deja enfriar hasta uncs 45° C. y se vierte en
una placa de Petri, donde se han puesto previamente 2 c. c. de una sus-
pensién de levadura y una gota de agua de levadura ¢ de sclucidn de
vitaminas. Estos liquidos se mezclan cuidadosamente. Después que se-
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solidifiqbe el medio se lleva éste a la estufa o 25° C. durante dos o tres
horas para que se seque su superficie.’ _

Luego, como Unica fuente de carbono, en diferentes puntos de la su-
perficie de la placa se coloca una pequefia cantidad de los azdcares
(glucosa, galactosa, lactosa, maliosa y sacarcsa). Se incuba a 25°. Los
resultados se observan al cabo de veinticuatro o cuarenta y ocho horas.
Habra crecimiento de las levaduras Gnicamente debajo de los azicares que
ésta es capaz de asimilar.

Asimilacién de fuentes .de nitrégeno (fig. 33).

Peptona ... ... ... .ol F
Nitrato potdsico ... ... ... .. oo o e e —

Se prepara el siguiente medio de agar que no contiene fuerte alguna
de nitrégeno y que, como fuente da carbono, tiene glucosa.

Glucosa i oo oo ven s s s s w200 grs.
POHK ... oo oo ol ol il s e 1 g
SO, Mg. 7H.O ... ... ... ... ... ... ... 05 grs.
Agua destilada ... ... ... ... ... ... 1.000 c.c.

Se solidifica con un 2 por 100 de agar.

Se siembra por el procedimiento anterier y cuando ya la superficie
del medio estd seca se coloca en su superficie (diametralmente opuestos)
un poco de peptona y unos cristalites de nitrato potésico.

La placa se incuba a 25° C. y los resultados se observan al cabo de
uno o dos dios.

Asimilacién del etanol como Unica fuente de
carbono.—Negativa.

Esta prueba se hace en medios liquides, de la manera siguiente:

Se afiade un 3 por 100 de etanol o su medio basal que no contiene
carbeno. Se ponen 5 c. c. de esta mezcla en tubos y éstos se incuban con
una gota de suspensién de la levadura. Se incuba a 25° C. Los tubos se
observan al cabo de una semana.

Cemo control se siembra un tubo del medio basal, al que no se le
ha afiadido etanol. S - o
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Medio basal:
SO, (NH). «oo oo v v v 1 g
POHK ... oo oo o il 1 »
SO, Mg. 7HH,O ... ... ... ... ... ... 0,5 grs.
Agua destilada ... ... ... ... ... ... ... 1.000 c.c.

Se esteriliza a 120o C durante quince minutos.

El 3 por 100 de etancl, asi como una gota de extracto de levadura
o de una mezcla de vitaminas, se le afiade después de la esterilizacién.

Hidroélisis de la.arbutina.—Pcsitiva.

El medio contiene un 0,5 por 100 de arbutina extracto de levadura
solidificado con agar. Se funde y se vierte en placas de Petri, en las que
previamente se ha puesto cemo indicador una gota de una solucién acuosa
de cloruro férrice. Se mezclan bien. Una vez que se haya solidificado el
cgar se inocula con lalevadura y se incuba a 25° C.

Al cabo de cuatro o seis dias, si el resultade es positivo, aparece un
anillo pardo oscuro rodeando las colonias.

Presencia de pigmentos carotinoides.—Positiva.

Método: Se hace una suspension de la levadura en solucién alcohdlica
de KOH. Si existen pigmentos carotinoides quedan libres y cristalizan, dando
color azul con écido sulférico concentrado.

Esporulacidn.—Negativa.

Produccion de ésteres. —Negcmva

Produccién de dcido.—Negativa.

Produccién de almidén.—Negativa.

Hidrélisis de las grasas.—Negativa.

Siguiendo las claves de Lodder llegamos, segin las caracteristicas ex-
puestas, a la especie Rhodotorula minuta (Saito) Horrison. Sin
embargo, encontramos algunas diferencias entre nuestra cepa y dicha
especie; éstas son: ‘

NUESTRA CEPA SE DIFERENCIA DEL TIPO POR SUS CELULAS BAS-
TANTE MAYORES Y POR NO ASIMILAR EL ALCOHOL ETILICO.
 Estas diferencias no son suficientes para hacer de ella una nueva
especie, pero podia constituir una variedad.

Esta cepa se ‘conserva en la” coleccién de levaduras del Instituto
«Jaime Ferran», de Microbiologia, con el nimero 49.
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Experiencias en Cocinella septempunctata,

El material que nos ha servido para estas experiencias ha sido recogido
en el Jardin Boténico de Madrid.

No hemos obtenido resultades positivos de las siembras de cuerpo
graso de individuos machos a pesar de que no encontramos diferencias
entre las extensiones del cuerpo graso de éstos y el de las hembras. En
ambos (fig. 35) encontramos, ademds de las células grasas, alguncs
micetocitos en los que todavia se puede distinguir el nicleo rodeado de
los simbiotes mds o menos numerosos, que se tifien bien con la ccloracién
de Gram (mod. de Hucker). '

Los simbiotes aqui son esféricos (fig. 34) de una micra de digmetro.
En estos microorganismos no cbservamos, «in vivo», el plecmorfismo que
presenfan los simbiotes de Pirrocoris.

Para el cultivo en medios artificiales hemos seguido las técnicts de
esterilizacién, diseccidén y siembras, asi como los medios de cultivo ya des-
critos.

De tcdos los medios de cultivo probados solaménte nos ha dado re-
sultados positivos el de Léwenstein sin colorante.

Estos simbiotes dan en el medio de Léwenstein sin colorante, a las
cuarenta y ocho horas de incubacién, unas colonias hemisféricas de mas
de un mm. de didmetro, brillantes, incoloras, compuestas por unas formas.
cocdeeas (fig. 36) que presentan més variaciones en la morfologia que
cuando las observamos en las extensiones de cuerpo graso.

A medida que se van adaptando a los medios ordinarios de laboratorio
la morfologia se va estabilizandc y, finalmente, dan unos cocos Gram
positivos que, posiblemente, estardn incluidos en la familia Micrococé-
ceas (fig. 37).

Experiencias en Zonabris 6-punctata.

El material ha sido recogido en Pefid Grande (Madrid).

Como nos ha sucedido en las anteriores experiencias, no hemos conse-
guido cultivar los simbiotes existentes en el cuerpo graso de los machos de:
esta. especie. En las hembras lo hemos conseguide tan sélo cuando éstas
presentaban los ovarios llencs de huevos.
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En los frotis de cuerpo graso de estos insectos podemos observar alguncs
‘micetocitcs casi intactos (figs. 38 y. 39), en los que, rodeando el nicleo,
hay una gran cantidad de simbiotes esféricos pequefios (una micra de
didmetro) y fuertemente Gram-positivos.

Las técnicas de esterilizacién, diseccién y siembra son las mismas que
en las anteriores experiencias. .

Hemos empleado también todos les medios de cultivo ya descritos. Tan
sélo hemcs conseguido el cultivo en el medio de Léwenstein sin colorante,
donde a las veinticuatro horas de la siembra directa aparecen unas colonias
grandes que, unidas unas con otras, se extienden a lo largo de las estrias.

Si hacemos un frotis de estas colonias y tefiimes por Gram (mod. de
Hucker), podemos ver (fig. 40) un micrcorganismo extraordinariamente
pleomérfico, cuya forma mds frecuente es la esférica, andloga a la obser-
vada en el interior de los micetocitos. Ademads de estas formas hay cfras
algo mayores y ovaladas, también Gram-positivas, y unos bacilos fargos,
algunds de los cuales son muy delgados (menos de una micra de anchura),
ctros tienen mds de una micra de espesor y, finalmente, hay otros cuya
anchura no es la misma en ambos exfremos. -

Dado el pleomorfismo que presenta este microorganismo, nos hizo cen-
sar que se tratara de dos o mds especies microbianas que habian crecido
juntas. ’ '

Descartamos esta idea cuando, después de hace. el aislamientc en placa
de Petri y obtener colonias discretas, observamos en éstas la misma plura-
lidad de formas, cosa que nos demostré que tedas ellas procedian de un
mismo individuo. : '

Experiencios en Blattella germénica.

Si hacemos una extensién de cuerpo graso de Blattella germa-~
nica podemos observar al microscopio (Figs. 42 y 43) sus simbiotes intra-
celulares, los cuales presentan una morfologia claramente microbiana; son
unas formas alargadas (de uno a dos micras de ancho por cuatro a. seis
de largo), Gram-positivas, generalmente un poco curvadas y de extremcs
redondeados. Se reproducen, segin se desprende de nuestras preparacio-
nes, por una especie de divisién desigual que mds bien parece una gema-
cién, pues no es raro encontrar células alargadas - como las que acaba-
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mos de describir, en cuyo extremo: hay una «célula hija» que es perfecta-
mente esférica.

También en los frotis de cuerpo graso podemos encontrar restos de
micetocitos en los que se puede apreciar el nicleo rodeado por estos
simbiotes. , :

Estos simbiotes son caracteristicos de todos los Blattidos y, segon
Koch (21), de Mostotermes darwiniensis; este autor, basdndo-
se en la analogia existente en los simbiotes, relaciona filcgenéticamante
los Blattidos conlos isopteros.

Acerca de la naturaleza de estos simbiotes se ha escrito muchs; la
tendencia general, como ya hemos sefialade en el primer capitulo, es con-
siderarlos como bacterias; sin embargo, no se han incluido en ninguna
familia determinada, sino que se les denomina con el término general de
«bacteroides».

Estos «bacteroides» algunas veces han sido incluides en el género
Bacillus (Mercier, Gropengiésser, Bede), otras veces como Spiri-
[lum (Glaser, 1929) y otras como Corynebacterium (Glacer,
1929 y 1930). Estos autores se han basado en la clasificaccién de los mi-
crobics que han obtenido en sus experiencias de cultivo.

Lwoff (25), basdndose en las caracteristicas que presentan los «bacte-
roides» en el cuerpo graso, establece la duda diciendo que morfolégica-
mente pueden ser considerados como bacterios, pero que por la manera
de reproducirse se parecen a las levaduras. Afiade -que en el caso de que-
sean bacterias han de estar incluidas en el género Bacillus, y sison
levaduras perterrecen a los Schyzosachoromyces por los tabi-
ques transversales que presentan.

Nosc’rros,jbosc’thdonos en los hechos que a continuacién expondremos,
adoptamos las nuevas ideas pleomerfistas y consideramos a los simbiotes
de Blatella germdnica come un estado intermedio entre hongo
y bacteria.

Tampoco hemcs consegwdo cultivar los simbiotes del cuerpo graso
ce los machos de Blattella germdnica.

De las sxembrcs, por los dos procedimientos ya -descritos, verificadas,
a partir del cuerpo graso de hembras, hemos podido cultivar sus simbiotes
intracelulares s6lo sembrando en el medio de L&wenstein el material ex-
traido de hembras muy préximas a hacer lo puesta. Dentro de este periodo
‘obtenemos dos resultados diferentes:
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Si la siembra la hacemos cuando va a comenzar la puesta (la ooteca
comienza a formarse), obtendremos a las cuarenta y ocho horas de incu-
bacién a 27° C. unas colonias pequefias (0,5 mm. de diémetro) transpa-
rentes formadas por un microorganismo Gram-positivo pleomérfico, cuya
forma més frecuente son unos bacilos largos (1 micra por 8 a 20 micras),
que se pueden presentar aislados o formando cadenas de tres a cinco
elementos; también existen formas bacilares cortas, pero fuertemente cur-
vadas, hasta el punto de que a veces sus dos extremos se tocan. No faltan
en ‘las extensiones de estas colonias las formas redondas. (Figs. 44 y 45.)

Si verificamos la siembra cuando lcs ovarios contienen huevos com-
pletamente desorro"odos, pero sin que se observen indicios de que se
vaya a formar la ooteca, nos aparecen a las veinticuatro a cuarenta y-
ocho horas de incubacién a 27° unas colonias de unos tres milimetros de
didmetro, brillantes, de color amarillo, compuesto por un organismo leva-
duriforme que presenta gran cantidad de micelio. Estas formas scn fuer-
temente Gram-positivas.

Crecen bien en agar-malta, dando a las veinticuatro horas de incuba-
cién a la temperatura de 27° C. unas colonias blancas, brillantes y de
consistencias viscosa. En frotis de estas colonias podemos observar un
microorganismo Gram-positivo claromente levaduriforme que presenta la
particularidad (Figs. 46 y 47) de formar grupcs de tres o cuatro células que
se disponen alrededor de un punto. En este mismo cultivo, a los seis dias
de incubacién, estas formas ya son alargadas, adoptando la forma que
presentan en las células del cuerpo graso (compdrese las fotografias 48 y
49 con las 42y 43). \

Dado que no conociomos la manera tan especial de agruparse, inten-
tamos su estudio y clasificacién, pero llegamos a la conclusién de que,
aunque sus. caracteristicas sen las del género Torula, es decir, que se
trata de un hongo levaduriforme. He aqui sus caracteristicas:

En malta, a los tres dias de incubacién a la 'rei'npero'rurcx de 25° C,,
sdlo forma depésito. Células redondas alargadas (2,5-7). (6-16), multi-
plicdndose por iabicacién.

Al mes de incubacién a 17° C. forma anillo fino e islotes mucoscs.

La estria sobre agar malta, déspués de un mes a 17° C,, es de color
parduzco, brillante y mucosa.

En el cultivo sobre portaobjetos forma un micelio verdadero que se
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fragmenta en trozos pequefios, dando la impresién de que se han formado
artrosporas.
Fermentacidn: Nula.

Asimilacién de aztcares (fig. 50).

Glucosas ... ... ... ... oo+
Galactosa ... ... oo vl s e s e+
SaCarcsa... .o v ver eee een e e e
Maltosa ... ... oo e e A e —

Lactosa ... ... .. oo e e e e
Asimilacién de fuentes de nitrégeno (fig: 5.

Peptona ... .o ... o o s i s s AF
Nitrato potésico ... ... ... oo vev oo —

Asimilacién de etanol: Negativa.
Esperulacién: Negotiva.
Hidrélisis de la arbutina: Ligeramente positiva.

PARTE CUARTA
ALGUNAS CONSIDERACIONES SOBRE LAS IDEAS PLEOMORFISTAS
Puesto que el comportamiento- de los simbictes intracelulares de los
insectos, tanto «in vivo» como «in vitro», solamente puede ser explicado

por las teorias pleomorfistas, vamos a hacer una resefia de las vicisitudes
por las que estas teorias han pasado desde que la:bacteriologia constituyd

* una ciencia.

Aunquéé desde mediados del siglo XVI, Fracastoreo de Verona adelantd
&i concepto de que existia un «contagium vivum» que se podia considerar
como la causa posible de la enfermedad infecciosa, fué Leeuwenhoek, en
* el ltimo tercio del siglo XVII, quien, con sus lentes, abrié un nuevo corhpo
para las ciencias, poniendo de manifiesto los célebres «animéleulos» que,
con nombres distintos, siguieron incluidos dentro de la Zoologia, hasta
que Ferdinand Cohn, Profesor de Botdnica de Breslau, el afio 11854, sugi--
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ri6, en una Memoria publicada «sobre el desarrollo de algas y hongos
microscopicos», que la familia que Ehrenberg habia creado en el afio 1838
cen el ncmbre de «Vibronia» debia estar en el reinc vegetal mejor que
en el animal, puesto que presetaban ondlogl’os» con algunas algas micros-
cépicas. Propuso el nombre de «Mycophyceae» o «Wasserpilze», aludien-
do a la falta de clorofila y a su abundancia en las infusiones

F. Cohn no sélo es el creader de la Bacteriologia como una ciencia,
sino que es quien en 1872 sienta los bases de la doctrina monomortista
en su cldsica’«Untersuchungen iber Bakterien» donde establece géneros
y especies que considera con caracteres fijos, que se transmiten por he-
rencia y que han de servir para su clasificacién.

Baséndose en esta idea closifica las bacterias en cuatro grupos, cada
uro de los cuales centiene uno o mds géneros

Tribu 1) Sphaerobacteria—Género Micrococcus.

Tribu ) Microbacteria.—Género Bacterium.

Tribu Ill) Desmobacteria.—Génercs Bacilus y Vibrio.

Tribu'IV) Spirobacteria.—Géneros Spirillum y Spifrochaeta.

Como podemcs observar, lcs nombres uluden a los corac’rernsﬁccs mor-
folégicas.

Ya, antes que Cohn presentara la Bacteriologia como monoformista,
Ernst Hallier, Profesor de Boténica de Jena, habia trabajado en el pleo-
morfismo de los hongos y habia publicado varios trabajos, en los que sos:
tenia que 1as formas microscépicas de los vegetales parésitos no consti-
tufan géneros y especies, sino que eran simplemente estados («Morphen»)
de desarrollo de hongos més complicados y que las transformacicnes
eran debidas a cambios del medio, a la temperatura y a otros’ factores

raenos importantes. Estos ciclos evolutives los estudié afiadiendo diversos

productos quimicos a los medios de cultivo y comparando Ics resultados
con los que ebtenia de los cultivos conservados en diferentes condicicnes.
Para estos estudics ided dos opamfos uno llamado por él «Culfurapparo’r»
donde provocobc los cambios en el medio, y el otro, que llamé «lso-
lirapparat», que era donde conservaba un cultivo como control para luego
hacer la comparacén.

Esta tecria de Holller, que hoy en dia esté olvidada, debldo a que sus
aparatos y técnica ercn rudimeniarios y poco seguros, sin embargo en
cquel tiempo fueron conocmros por muchos de los bacfenologos que se va-
lieron del pleomorfsmo para’ explicar ciertos cambios que observaban en
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:

la morfolegia de las bacterias que estudiaban, dudando, por lo tanto,
de las especies establecidas por Cohn. Entre éstos estan Huxley, Lister,
Ray Lankester, Klebs, Warming y especialmente Billroth, Cienkewsky y
Zopf. -
Nageli lleva al extremo las doctrinas pleomorfistas al oponerse a la
‘idea. de Cohn cobre la fijeza morfolégica de los Esquizomicéticos (término
introducido por Ndgeli), em'tiendo su «teoria de la adaptacién» por la
que pasaban a ser caracteres accidentales la morfologia y la fisiologia.
«Las bacterias—dice—son células méviles o inméviles y éstas células pue-
den provocar, segin las condiciones de existencia, todas las fermenta-
cicnes y todas las enfermedades infecciosas.»

'Por el afio 1883 la teoria de Zopf reemplaza a lo de Négeli. Aunaue
no estd de acuerdo con la clasificacién de Cohn, admite, sin embargo,
la posibilidad de fundar especies baséndose en los caracteres morfolé-
gicos. Segin su teoria, los génercs son estados de las fermas vegetativas
ce las especies multiformes y la tranformacién de una especie en otra
depende principalmente de las condiciones de nutricién, como Nageli
habia sostenido.

Clasifica las bacterias en cuatro grupos en forma globular.

1. Coccaceae: Se presenta Gnicamente en forma globular.

2, Bacteriaceae: Células cocéceeas, bacilares y filamentosos,.
sin distinguirse la base y el épice. :

3. Leptotricheae: Cocos, bacilos y filamentos, estos Gltimos
con base y dpice. _ ‘

4. Cladotricheae: Cccos, bacilos, espirales y mostrando ra-.
mificacion. ‘

Winogradsky, en 1887, en su trabajo sobre las bacterias del azufre,
otaca a las ideas pleomorfistas, mientras que Metchnikoff es acérrimo
partidario de estas doctrinas.

Durante este tiempo en Francia se traslada el mismo problema al
estudio de las levaduras y se preguntan si deben considerarse como espe-
cies auténomas o si representan; simplemente, un estado mdés avanzado
en el desarrollo de los honges filamentosos, que durante el invierno pre-
sentarfan la forma micelial y-en otofio pasan a ser levaduras.

En este problema toma parte. Pasteur (1875) con toda una serie de
A"rrabcios, en los que cbserva que las levaduras encontradas en el pellejo
de las uvas estdn presentes en ellas en una detérminada época del afio,
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coincidiendo con la madurez del fruto, pero al llegar el invierno des-
aparecen gradualmente. Pasteur supone que las levaduras aue se en-
cuentran en las uvas proceden del hongo Dematium pullulans,
y se expresa del sigulente modo: «Las células de las levaduras se originan
cde pequefios quistes de Dematium, que tanto abunda en el poien.»

Jorgensen (195) admite también una relacién entre los conidics de
los hongos y las levaduras.

Pasteur, més tarde, declara que su idea era errénea, cuando Cham-
berland demuestra que estas levaduras de Dematium no son capa-
ces de producir la fermentacién alcohélica.

Durante la Gltima década del pasado siglo y las dos primeras del
presente, se atenan las polémicas y las opiniones se inclinan a favor de
las ideas moncmorfistas sostenidas ahora por Robert y su escuela. Las:
bacterias son seres rigidamente especificos, con morfologia- propia que
varia muy poco segin el medio de cultivo; se multiplican por biparticion
sencilla y no se piensa en ningdn ofro proceso de reproduccién.

No obstante, ya desde 1914 comienzan a reaparecer las ideas pleo-
morfistas cuando varios autores, entre ellos Lohnis, Hort y Enderlein, lla-
man la atencién sobre nuevos modes de reproducirse las bacterias muy
diferentes de los sencillos procesos de division binaria. Aunque estos
hechos fueron achacados a defectos de las técnicas por algunos autores,
sin embargo, despertarcn interés y muchos investigadores se dedican al
estudio del pleomorfismo bacteriano, apareciendo trabajos como los de
Niemeyer, en 1924; Petchenco, en 1930; De Regel (1923) y Bachinskaya,
en 1935, sobre la morfologia del Azotobacter en condiciones de
cultivo controladas.

A medida que nos vamos acercando al momento actual, va aumen-
tando de una manera considerable el nimero de bacteribloges que se
interesan por el pleomorfismo, estableciendo ciclos vitales de mohos y de
levadura que pasan por una fase de bacterias, con la ventaja de que hoy
se trabaja con medios de cultivo sélidos y con las suficientes garantias de
asepsia. Entre este Ultimo grupo de pleomorfistas destacan Socias y su
escuela, Enderlein y Schanderl.

..~ Vemos por otro lado que la bacteriologia- monomorfista va cediendo’
terreno, puesto que hoy en dia, aunque no-admitan las transformaciones
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moho-bacteria o levadura-bacteria, no hay ningén bacteridlogo que no
reconozca los fenémenos debidos a la variacién bacteriana.

Se entiende por variacién bacteriana al conjunto de cambios que ex-
perimentan las bacterias en el tamafio de sus células, en su forma, moti-
lidad, capsulas, pigmentos y otros caracteres, motivadoes en la mayoria de
los casos, segin parece, por irregularidades muy pequefias de tiempo y
temperatura de incubacién, edad del cultivo, composicion del medio y
otros_ factores ambientales. Alguncs de los cambios parecen ocurrir es-
pcntdneamente, es decir, sin que enconiremos causas a que atribuirlos.

Los cambios que se estudion dentro de la variacién bacteriana pue-
den dividirse en dos grupos:

a) Cambios temporales o modificaciones.

b) Variaciones hereditarias.

Las modificaciones son alteraciones en la morfologia o modo de des-
arrollo de las células bacterianas o de sus colonias, o también en el com-
portamiento fisiolégico y bioquimico. Estas alteraciones no son heredita-
rias, puesto que no pasan a las resiembras si no se mantienen las mismas
condiciones ambientales.

Variacién hereditaria es la aparicién de un nuevo cardcter que per-
siste en los medios de cultivo y cuando se hacen cultivos paralelos de la
variante y de la original dan lugar a crecimientos diferentes y caracte-
risticos. o

Estas variaciones pueden ser reversibles e irreversibles. Estas Oltimas
fueron descubiertas en B. coli mutabile, por Neisser y Massini,
quienes dieron a este fenémeno el nombre de «mutacién» por su analogia
con las mutaciones de De Vries.

Mds frecuentes son las variaciones reversibles, en las que hay una
cierta tendencia de los formas variantes a volver a las formas originales.
Entre estas variaciones reversibles encontramos dos tipos: a) Variacién al-
ternante, en la que la variante, que puede ser tctalmente diferente de la
forma inicial, después de dos o tres resiembras, vuelve a transformarse
completamente en ésta. b) Variacién progresiva, en la que, a medida que
se van haciendo resiembras, van apareciendo cada vez mas colonias de
la variante, sin que llegue a desaparecer la forma normal.

Para explicar la variacién bacteriona han sido emitidas varias teo-
rias, entre ellas la de la ciclogenia, que considera las formas
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variantes como estados de los ciclos vitales de las especies, que tienden
a volver al punto de partida. Estos estados estén determinados por mar-
cados cambios morfelégicos y fisiolégicos. Los partidarios de la cicloge-
nia admiten la reproduccién de las bacterias, no sélo por divisién simple,
sino también por ofros procedimientos, como la gemacién y la formacién
de genidios en el interior de la bacteria. Entre los autores que sostienen
esta teoria estdn' Léhnis, Mellon, Enderlein, Thornton y Gangulee; sstos
dos Ultimos han demostrado que el B. .racicola presenta un ciclo
vital, en el que dichos autores observan tres estados diferentes: dos ba-
citos claramente distinguibles entre si y una forma cocdcea. Han dermos-
trado el cambio de unas formas en otras y pueden cerrar el ciclo dos ve-
ces en veinticuatro horas.

A la vista de esta brevisima exposicion de las teorias pleomorfistas,
nos vemos cbligados a admitirlas para poder explicar los cambios morfo-
légicos que experimentan los simbiotes intracelulares.

CONCLUSIONES

1) En el cuerpo graso de Pirrocoris apterus, Coccine-
lla septempunctata, Zonabris é6-punctata y Blaf-
tella germdnica existen micetocitos diseminados entre las céiulas
del cuerpc graso. . ‘

2) Para conseguir el cultivo de los simbiotes intracelulares en medios
ortificiales es necesario que éstos sean ricos y complejos.

3) La condicién anterior no es suficiente por los hechos que a conti-
nuacién enumeramas:

a) No hemos logrado cultivar los simbiotes intracelulares del miceto-
ma de individuos machos.

b)  No hemos cultivado nunca los simbiotes intracelulares de hembras
j6venes o adultas no fecundadas si la siembra la hacemos por el procedi-
miento de la siembra directa. :

4) Empleando la técnica de Glaser obtenemos el cultivo en el medio
de Léwenstein, sin colorante, si sembramos cuerpo graso de hembros de
Pirrocoris apterus, Coccinella septempunctata vy
Zonabris 6-punctata.
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~5) Empleando la técnica de la siembra directa conseguimos: resul-
tados positivos solamente cuando las hembras estan fecundadas.

6) Con la técnica de Glaser nunca hemos conseguido el cultivo de los
simbiotes intracelulares de Blatella germdnica. .

7) Se puede conseguir el cultivo en el medic de Léwenstein sin colo-
rante de los simbiotes intracelulares de las hembras de Blattella ger-
mdénica solamente cuando éstas estdn muy préximas a verficar la pussta.

8) En Pirrocoris apterus los simbiotes experimentan un ciclo
morfolégico, pasando por formas cocéceas y levaduriformes, que se pueden
cultivar en medios artificiales. .

9) Los simbiotes de Blatella germénica al ser cultivados en
el medio de Léwenstein pueden dar lugar a dos microorganismos diferentes,
uno de los cuales es una bacteria y el ctro es un hongolevaduriforme cuyas
caracteristicas coinciden con las del género Torula.

10) Sélo por las teorias pleomorfistas puede ser explicado el compor-
tamiento de los simbiotes intracelulares, tanto «in vivo» como «in vitro».

RESUMEN

_En este trabajo se hace un estudio de la literatura referente a la sim-’
biosis intracelular, procurando dar una explicacién de las contradiciones
que se observan, sobre todo, en los trabajos de cultivo de los simbiotes.

Se hacen aclaracicnes sobre el empleo de algunas palabras con énimo
de simplificar la ferminologia. '

Se da una técnica y un medio artificial para el cultivo de los simbiotes
intracelulares.

Se han cultivado los siguientes microorganismos:

\ Una bacteria cocécea.

De Pirrocoris apterus{ Una levadura que constituye una varie-
? dad de Rhodotorula minuta.

De Coccinella septempunctata.—Una forma cocécea.

. - { Un microorganismo extraordinario-
De Zonabris é6-punctata. ,
mente pleomérfico.

- - { Una bacteria -pleomérfica.
De Blattella germdnica _ o
| Un hongo levaduriforme.

*
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Fig. 1.—Microfotografia de un corte transversal de Pirrocoris apterus. Se pueden
observar los dos estratos de cuerpo graso. Tincién: Hematoxilina férrica de
Heidenhain.

Fig. 2.—Microfotografia de un corte transversal de larva de Taumatopoea sp.
p, cuerpo graso parietal; v, cuerpo graso visceral; d, tubo digestivo. Tincién: He-
matoxilina férrica de Heidenhain.

Fig. 3—Microfotografia de cuerpo graso de Taumatopea sp. En el grotoplasma de
las células grasas, unos grdnulos negros que consideramos como simbiotes. X 1200.
Hematoxilina férrica de Heidenhain.

Fig. 4—Células poliédricas que componen el cuerpo graso visceral de Pirrocoris
apterus. X [.000. Hematoxilina férrica de Heidenhain.

Figs. 5, 6 y 7.—Distintos aspectos del cuerpo graso de Pirrocoris apterus mos-
trando simbiotes levaduriformes. X 1.000. Hematoxilina férrica de Heidenhain.
Fig. 8—Microfotografia de corte transversal de Pirrocoris apterus. Las flechas se-
fialan micetocitos cargados de formas cocdceas.

Fig. 9—Cuerpo graso visceras adosado al tubo digestivo. De un corte transversal
de Pirrocoris apterus.

Fig. 10.—Simbiotes en forma de levadura. Corte transversal de Pirrocoris apterus.
Fig. 11.—Formas . alargadas en un micetocito. Corte transversal de Pirrocoris
apterus.

Figs. 12, 13, 14 15.—Diversos-aspectos del cuerpo graso de Pirrocoris apterus
mostrando simbiotes levaduriformes y cocdceos.

Figs. 16, 17, 18 y 19.—Cuatro microfotografias tomadas de un frotis de cuerpo

graso de P. apterus terido por Gram (modificacion de Hucker), en las que se

ven estas extranias formas filamentosas que presentan, de trecho en trecho, abulta-
mientos que se tiften mds intensamente de violeta.

Figs. 20, 21, 22 y 23.—Diferentes campos de un jrotis hecho de las colonias gran-

des de color rosado, que a veces surgen en el medio de agar glucosado entre las

pequefias e incoloras que crecen de la resiembra de los simbiotes de P. apterus

cultivados en Lowenstein sin colorante. Aqui se pueden observar claramente dos

tipos de microbios; unos de forma cocdcea, muy pequefios, y otros levaduriformes,

fuertemente Gam-positivos, que generalmente se presentan agrupados o formando
largas cadenas ramificadas.

Fig. 24—Frotis de las colonias de levadura cultivadas en agar glucosado, en el

que se observan los dos tipos de microbios. En algunas de las levaduras (cuando

queda débilmente tefiida, como la que indica la flecha), se pueden ver formas
cocdceas en su interior.

Figs. 25 y 26.—Otros campos del frotis anterior, en los que se ven los cocos for-

mando agrupaciones que conservan la forma de la levadura. Esto constituye una

prueba de que las levaduras pierden su membrana, dejando en libertad a las formas
cocdceas que habia en.su interior.

Fig. 27—Formas cocdceas de los simbiotes de P. apterus, aisladas de las levadu-
riformes en cultivo puro, por el medio de Lowenstein, sin colorante.



Fig. 28.—Tubo de agar glucosado donde han surgido entre las colonias transpa-
rentes de cocos {no se ven debido a su transparencia) varias colonias grandes y
rosadas que corresponden a la Rhodotorula minuta.

Fig. 29.—Extension de un cultivo de Rhodotorula minuta, en la que se pueden
observar las formas cocdceas.

Fig. 30.—Frotis de un cultivo de Rhodotorula minuta cultivada en agar-matta.
Fig. 31—Cocos aislados del cuerpo graso de P. apterus, aplicando la técnica de
Glaser y el medio de Lowenstein, sin colorante.

Fig. 32.—Fotografia de la placa donde se hizo la prueba de asimilacién de azica-
res para el estudio de R. minuta. Las dreas claras son debidas al crecimiento de la
levadura M = Maltosa: L = Lactosa: Gl=Glucosa; G = Galactosa; S — Sacarosa.
Fig. 33.—Fotografia de la placa donde se hizo la prueba de asimilacién de nitratos
pare el estudio de R. minuta. N = nitrato potdsico; P = peptona.

Fig. 34.—Microfotografia de una extensién de cuerpo graso de Coccinella sep-
tempunctata tefida por el método de Gram (modif. de Hucker). Se observan abun-
dantes simbiotes que presentan la forma esférica.

Fig. 35—Restos de un micetocito de C. septempunctata, en el que se ven los sim-
biotes alrededor del niicleo, que es lo iinico que queda del micetocito.

Fig. 36.—Frotis de un cultivo en Lowenstein sin colorante de los simbiotes intra-
celulares de C. septempunctata. (Qbsérvese el pleomorfismo.)

Fig. 37.—Frotis de un cultivo en agar glucosado de los simbiotes intracelulares

: de C. septempunctata.
Figs. 38 y 39.—Micetocitos observados en un frotis de cuerpo graso de Zonabris
6-punctata. Se observan los simbiotes ocupando la totalidad del protoplasma. Estos
simbiotes se presentan como formas cocdceas de tamanio y forma muy consiante.
Figs. 40 y 41.—Frotis de un cultivo de los simbiotes de Zonabris 6-punctata en
Léwenstein sin colorante. Qbsérvese el extraordinario pleomorfismo.
Figs. 42.—Frotis de cuerpo graso de Blattella germanica. En el centro de la foto-
grafia se ve el niicleo de un micetocito que tiene a su alrededor algunos simbiotes.
La flecha sefiala a uno de los microorganismos que estd sufriendo una division des-
igual @ modo de gemacion.
Fig. 43.—Otro campo de frotis anterior; en él se ven los simbiotes, algunos de
los cuales estin en divisién.

Figs. 44 y 45—Microorganismo pleomérfico aislado de Blattella germanica cuundo
se estd iniciando la formacion de ooteca. Cultivado en Lowenstein, sin colorante,
a las cuarenta y ocho horas de incubacién. X 1.800.

Figs. 46 y 47.—Hongo levaduriforme cultivado a partir del cuerpo graso de Blat-
tella germdnica fecundada, con huevos bastante desarrollados en sus ovarios, ainque
ain no se observan indicios de formacién de la ooteca. Cultivada en agar malta.
Cuarenta y ocho horas de incubacién. a 27°. X 1.050.

Figs. 48 y 49.—El mismo cultivo a los seis dias de incubacién a 27° C. Estas
formas alargadas tienen un parecido extraordinario con los simbiotes que se observan
en las figuras 42 y 43, sobre todo en la manera de dividirse.

Fig. 50.—Fotografia tomada de una de las placas donde hemos hecho la prueba
de asimilacién de azicares. L-—= Lactosa, M = Maltosa, S = Sacarosa, Gl = Glu-
cosa, G = Galactosa.

Fig. 51.—Fotografia de una de las placas donde hemos hecho la prueba de la asi-
milacién de nitratos.

Fig. 52.—Hongo levaduriforme aislado de B. germéanica a la semana de incubucién
en el medio de Czapek con colina. Se observa, ademds de las células ovaladas, unos
filamentos largos cargados de gotas de grasa. Microfotografia hecha en el micros-
copio de fase de una extensién en fresco. X 1.750.

Fig. 53.—Reproduccién de una de las fotografias que Mahdihassan adjunta a su
trabajo. Aqui podemos observar el desarrollo microbiano en el mismo borde de la
placa. En el angulo inferior izquierdo asoma una colonia de moho.






























INFORMACION

ACTAS DE LA SOCIEDAD

MADRID

Acta de la sesién celebrada el dia 26 de abril de 1954.

Bajo la presidencia de don Antonio Ruiz Falcé y actuando como Se-
<retario don Lorenzo Vilas, se abre la sesién a las 19,50 horas en el salén
de actos de los Institutos «Alonso Barba» y «Alonso de Santa Cruz», del
C. S. 1. C., Serrano, 119. '

Se aprueba el acta de la sesién anterior. Son admitidos como socios
de nOmero Don Antonio Portolés Alonso, Farmacéutico, y don Emilio
Renda Lain, Veterinario, ambos de Madrid, presentados por don Arnaldo
Socias y don Jaime del Campe; y don Santiago Font Cunillera, Farmacéu-
tico, de Alcald de Henares (Madrid), presentado por don Lorenzo Vilas y
don Gregorio Fraile.

El sefior Presidente indica que va a celebrarse el escrutinio de los
votos secretos recibidos para la renovacién parcial reglamentaria de la
Junta, renovacién que comprende los cargos de Tesorero, Bibliotecario y
cuatro Vocales. Son designados la sefiorita Tejerina y el sefior Ortegui
para ayudar al acto del escrutinio. Efectuado éste se obtienen los siguien-
tes resultados: NUmero de votantes, 74; votos anulados por falta del re-
mitente en el sobre externo, 4. Tesorero, don Miguel Benlloch Martinez,
68 votos; don Florencio Pérez Gallardo, un voto; den Juan Santa Maria
Ledochowski, un voto. Bibliotecario, don Ricarde Salaya Leén, 69 votos;
don Justiniano Pérez Pardo, un voto. Vocales: Don Eduardo Gallarde Mar-
tinez, 69 votos; don José Garcia Bengoa, 67 votos; don Juan Manuel
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Martinez-Arroyo Nofiez, 61 votos; don Arnaldo Socias Amords, 65 votos;
den Gregorio Baquero Gil, un voto; don Pablo Cartaiid Castelld, un voto;
don Isidoro Garcia Rodriguez, un voto; decn José Maria de la Lastra
Soubrier, un voto; don Florencio Moreno de Vega, dos votos; den Julian
Pena Ydnez, un voto; don Florencio Pérez Gallardo, un veto; don Miguel
Rubio Huertos, siete votos; don Antonio Valls Conforto, un voto; don Lo-
renzo Vilas Lépez, un voto; don José Maria Xandri Tagiefia, un voto.

A la vista de los resultados anteriores quedan elegidos los sefiores
siguientes: Tesorero, don Miguel Benlloch Martinez; Bibliotecario, don Ri-
cardo Salaya Leén; Vocales: don Eduardo Gallarde Martinez, don José
Garcia Bengoa, don Juan Manuel Martinez-Arroyo Noiez y don Arnaldo
Socias Amorés. ’

En consecuencia queda constituida la Junta Directiva de la siguiente
~ forma: Presidente, don Antonio Ruiz Falcéd; Vicepresidente, don Gerardo
Clavero del Campo; Secretario, don Lorenzo Vilas Lépez; Tesorero, don
Miguel Benlloch Martinez; Bibliotecario, don Ricardo Salaya Leén; Voca-
les: Don Genaro Alas Cores, don Gabriel Colomo de la Villa, den Eduardo
Gallardo Martinez, don José Garcla Bengoa, don Emilio Luengo Arroyo,
don Juan Manuel Martinez-Arrcyo Nifiez, don Florencio Moreno de Vega
Soler y don Arnaldo Socias Amorés. '

El sefior Presidente tiene frases éfogiosos para los sefiores reelegidos
.y para el nuevo Vocal, sefior Martinez-Arroyo, quien sustituye a don
Rafael Ibdiiez Gonzdlez, que cesd en su cargo por haber trasladado su
residencia a Granada.

A continuacién, don Angel Martinez da lectura a un trabajo propio
en colaboracién con el sefior Cordén, titulade: «Consideracién critica y re-
visién experimental de los conceptos y métodos de Parfentjer sobre la
concentraciéon enzimdtica de antitoxinas».

Y no habiendo més asuntos que tratar se levanta la sesién a las 20,50
horas. '



