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GRANJA ESCUELA DE AGRICULTURA DE CALDAS DE MONTBUY
(BARCELONA)

BACTERIAS QUE ATACAN LA PECTINA EN LAS PLANTAS
JOVENES DE LYCOPERSICUM ESCULENTUM MILL

" . POR "

CamiLo Torras CASALS

En el verano de 1950, después de un mes de julio sin ninguna preci-
pitacién y grandes temperaturas, aparecieron en nuestras huertas sobre
las nuevas plantaciones de tomate, de la variedad pometa tardia, una
enfermedad que amenazaba acabar con toda la plantacién de unas pai-
celas, que son las que nos proporcionaron todo nuestro material. En la
regién del cuello de la planta préSentaba una mancha negruzca, blanda,
que motivaba un casi fulminante marchitamiento total de la planta. An-
tes de la citada hortaliza, habfa existido en la misma parcela una planta-
cién de zanahorias y un vivero de hortalizas, de la familia de las Cru-
ciferas. ’ '

Por medio de tubos grandes, esterilizados, trasladamos varias plan-
tas en distintos grados de ataque a nuestro laboratorio, separando de las
indicadas lesiones unas bacterias que luego se describiran con detalle y
son el objeto de esta contribucién. Segin nuestros resultados, creemos
que se trata de la Erwinia carotovorus W.

ANTECEDENTES Y LITERATURA

Nuestro microorganismo es conocido ya desde hace bastantes afios. -

E. F. Smith (23) la llamaba Bacillus carotovorus, que se distingue por
la produccién de pectinasa, que hidroliza la protopectina, que forma
parte de la laminilla media de las células vegetales. En este caso, de la
raiz de la zanahoria (Daucus Carotta L.); de ahi su nombre de caroto-
vorus, que significa devoradora de zanahorias.
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Seglin Bergey et al. (4) existen varias especies que actualmente sorx
vistas como sinénimos de la Erwinia carotovora W.; asi tenemos el Ba-
cillus apiovorus Wor (3), Wald (28); Bacillus omnivorus, van Hall (13);
Bacillus of coconut, Johnson (15); Erwinia Cypripedii, Bergey (2); Erwi-
nia dahlia (Hori y Bo-Kura), Magrou (18); Erwinia Hyacinthi (Heinz),
Magrou (19); Erwinia olordcea (Harrisdn), Bergey et al. (op, cit.); Psew-
domonas destructans (Potter), Bergey et al. (op. cit.); Pseudomonas
dissolvens, Rosen (22). '

La circunstancia de que nuestro microorganismo fermenta la lactosa
igual que las bacterias coliformes, tan importante en Higiene médica,
ha motivado una serie de estudios de las reacciones quimicas de los cul-
tivos, que lo relacionan con los de los géneros Escherichia y Aerobdcter,
Bergey et al. (4); en la clasificacién sitGan el género Erwinia entre la
familia de las Enterobacteridceas. Se ha reconocido también la posibili-
dad (4) de que las Erwinia tengan los cultivos iguales a los del grupo
coliforme. Stanley (24) llama a estos microorganismos «causantes de la. -
pudricién blanda», y dice se encuentran dentro del colon de los enfermos.
de disenteria tifica, sefialando también que microbios muy parecidos a
los del género Erwinia estan estrechamente relacionados con la Esche-
richia coli. Segn Parr (21), la clasificacién del género Erwinia ha sido
establecida sobre una base puramente utilitaria y no de conocimiento
genético.

Dawson (7), siguiendo la practica general britanica, abogaba por ia
inclusién de los microorganismos de la pudricion blanda en el género
Bactertum. Desgraciadamente las caracteristicas bioquimicas de estos
microorganismos son parecidas a las del grupo coliforme (Stanley.
ob. cit.) (Elrod (9)). ‘

El primero sostiene que este parecido se adquiere por mutacién de
unos y otros microorganismos motivados por cambios de ambiente, como
de medio aerobio a anaerobio.

Es el mismo Elrod (10) quien hace un estudio comparativo detallado
entre diversos representantes del género Erwinia, con cincuenta repre-
sentativos de los coliformes. La técnica por él seguida fué comparar el
comportamiento de estos cultivos frente a la lactosa, produccién de indol.
rojo de metilo, acetil-metil-carbinol (Voges-Proskauer), citrato (Kos-
ser) y celobiosa; encontrando que todos producian acido y gas, con la
lactosa, ninguno daba indol, mientras que en los' restantes ensayos apa-
recian las reacciones con cierta inconstancia, afirmando Stanley (ob. cif.}
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que estos cultivos son extremadamente variables en sus reacciones bio-
quimicas, especialmente si se realizan a distintas .edades de un- Imsmo
cultivo. :

También realizé experimentos de licuefaccion de la gelatina, asi como
hidrolizacién de la pectina in vitro, acompafiando estas experiencias con
pruebas. de pudricién de zanahorias y remolachas. El resultado que ob-
tuvo y que llama mucho la atencién fué que de las 50 especies represen-
tativas del grupo coliforme, 22 hidrolizaban la pectina in vitro, mientras
que ni una reblandecia las zanahorias ni las remolachas. -

Bonde (5) fué capaz de demostrar produccién de pequefas cantida-
des de indol en varias especies causantes de pudricién blanda.

El mismo Elrod (11) ha hecho un estudio de la reaccién de Eijkman
y la reduccién de 6xido de trimetilamina en varias especies del género
Erwinia, recogiendo de otros autores que entre las mencionadas pruebas
existe cierta correlacién. En su trabajo da una tabla, en la que aparece
Erwinia carotovora como Eijkman-negativa.

Erwin F. Smith (23) cita al Bacillum carotovorus, Jones y B. aroideae,
Towsend, como dos ejemplos clasicos de bacterias que entran por heri-
das en el interior de los tejidos vegetales; en otras palabras, que »i
no hay herida no hay invasién. Sefiala que la rapidez de ataque y des-
truccién del tejido estdn en razén directa con el grado de jugosidad del
vegetal atacado. ‘También estudia el tiempo transcurrido entre inocu-
lacién y enfermedad, que es asimismo Varlable segln la naturaleza det
vegetal.

En el mismo trabajo de Smith se dedica un largo capitulo a las en-
zimas disolventes de la ldmina media (8), detallando interesantes ‘expe-
rimentos sobre el poder disolvente del microorganismo. :

L. R. Jones (16 y 17) presentan interesantisimos estudios.sobre las
enzimas y sus efectos, precipitdndolas de los cultivos por medio de al-
cohol. Dice que la precipitacién es completa cuando se llega a los 80 gra-
dos alcohélicos, y también se ocupa de la influencia del medio de cultivo
utilizado, asi como la edad del cultivo y la disminucién de fuerza de la
pectinasa separada, ocasionada por antigiiedad del cultivo, calor, filtros
porosos germicidas y su difusién a través del agar.

Los trabajos méis modernos que he podido consultar dan contadas
ideas nuevas sobre este particular.
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ESTUDIOS DEL MEDIO NATURAL EN QUE SE DESARROLLA
NUESTRO MICROORGANISMO

Se ha procedido a un conocimiento completo de las circunstancias tan-
to climatolégicas como  particulares del terreno en’ los momentos de
mayor gravedad del ataque bacteriano en unas de las parcelas estu-
diadas.

Los sxdmentes estado y grafica daran idea de las circunstancias cli-
maticas hace poco aludidas. La proximidad del observatorio meteorolé-
gico a los campos de donde procede nuestro material, es suﬁc1ente para
que estos datos sean bastante representativos.

En la gréfica puede verse en primer lugar la maxima y minima diarias
durante los meses de julio y "agosto; también la humedad relativa dedu-
cidas de dos observaciones diarias y la précipitacién que durante el
mes de julio.es nula; y luego se seflala la época de ataque de la Erwinia
con dos indicaciones del dia en que se tomaron las muestras de plantas en-
fermas, de las cuales se aislaron nuestros cultivos. Examinando detalla-
damente la gréfica, veremos cierta regularidad en la curva de temperatu-
ras minimas diarias, mientras que en la curva de temperaturas maximas
se observa menos regularidad. El punto mas alto se observa precisamente
el dia siguiente de efectuada la plantacién, que fué realizada con plan- -
tas sanas y bien desarrolladas, expresamente seleccionadas de una par-
cela vivero situada en la misma finca. A partir del dia 31 de julio se se-
fala una marcada suavizacién de dichas temperaturas méximas.

En la grafica de la humedad relativa vemos que presenta gran irre-
gularidad durante todo el mes de julio, empezando a regularizarse a
partir del 3 de agosto, aumentando los minimos y muy gradualmen*e
los maximos.

En cuanto a la precipitacién, tuvo lugar una de 8,8 milimetros el dia
12 de agosto, otra de 26,3 el dia 15, culminando con un fuerte chubasco
el dia 17 del mismo mes, que alcanzé los 92,3 milimetros. A partir del
dia 21 desaparecieron los sintomas de la enfermedad de la parcela y las
plantas supervivientes adquirieron rapidamente gran lozania.

A.mi entender, las plantas fueron atacadas fuertemente por el mi-
croorganismo, debido a las condiciones adversas climéticas que tuvieron
que atravesar, debidas al fuerte estiaje, al que puso fin la fuerte preci-
pitacién del dia 17 de agosto.
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los efectos destructores; pero no fué asi: no habia diferencia entre las
inoculaciones con E. S. y con los dos juntos.

También inoculé otras raices con suspensiones bacterianas en agua
estéril, procedente de tubos de agar corriente y en un principio el re-
blandecimiento era mas lento.

Lo que pudo muy bien observarse fué que la rapidez del reblandeci-
miento estaba en razén directa con la jugosidad del tejido infectado;
asi, se infectaba mucho més facilmente una zanahoria fresca, recién
arrancada, que una conservada varios dias en el laboratorio. Lo que
se licu6 con sorprendente rapidez fué la pulpa de un fruto maduro de
Cucurbita mdzima (fig. 1), quedando, como puede verse, pocos centime-
tros junto al pericarpio y aun traslicido.

También se noté una fuerte disminucién de la capacidad reblande-
ciente a medida que los cultivos se hacian viejos.

Las inoculaciones sobre plantas vivas de tomate también fueron com-
probadas, observandose que eran mas facilmente atacadas cuando esta-
ban abonadas con exceso de nitrégeno, disminuyendo su vulnerabilidad
con abonos fosfatados y potésicos y con riegos adecuados.

Para llegar a estas conclusiones nos servimos de macetas con plan-
las de tomate y de plantas de la misma especie colocadas en vasos con
solucién de Knop, en la que pudimos. dosificar exactamente las sales de
modo que se hacfan series con cantidades crecientes de fosfatos, o de
compuestos nitrogenados, y también de sales potésicas, y demostrando
poca influencia sobre la vulnerabilidad de la planta. En general, la pér-
dida de resistencia era méaxima cuando se duplicaban los compuestos
nitrogenados o se omitian los fosfatos.

También se ensayd la tolerancia en estas plantas a los antisépticos
CuSO, y FeSO,. 7H,O incorporados en dosis graduales a la solucién nu-
tritiva. .

Es de notar la poca tolerancia de estas plantas al sulfato de cobre,
dando resultados no muy préacticos en cuanto a resistencia de la planta
a nuestros microorganismos..

El sulfato ferroso no era posible usarlo en presencia de fosfatos, pues
precipitaba; a pesar de que modificamos la férmula de Knop para evitar
esto, no se logré ningan resultado significativo por este procedimiento.
(Véanse las figs. 2y 3.)

También se infecté tierra de las macetas con abonado racional ape-
nas se infecfaban las plantas, y si la tierra contenia FeSO,. 7H,0, no
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habia infeccién, lo que atribuimos al contacto directo del germen con
la sal ferrosa.

Todas estas sales eran guimicamente puras para anélisis.

La figura 6 representa el corte transversal (parte) sin tefiir, montado
en glicerina gelatinizada; es al principio del ataque, determinando un
ennegrecimiento, que yo atribuyo a_la accién oxidéxica del microorga-
nismo, comprobada después in vii?cQ,“..Obsérvese también que los vasos
no estan llenos de bacterias, demostrando éstas gran predileccién por los
tejidos blandos (radios medulares, leptoma, ete.),

CULTIVOS IN VITRO

Fermentaciér. de los hidratos de carbono.

Fueron ensayados cultivos E. S. en lactosa, glucosa, manita y mal-
tosa al 2 por 100 en agua de peptona, colocado todo en sacarimetros de

4 -
3 /_______———— Laoctosa
gm 3 Manita
‘g 2 /taltosa
U
4 -
Glucosa
1 T 1 AL 1 T T T T
24 48 72 96 |70 144 168 {87 Z06 240
Horasn
GRAFICA 2.

Volumen de gas desprendido, en sacarimetros de Einhorn, cultivando
bacterias E. S. recién aisladas de una planta enferma.

Einhorn practicdndose lectura, en su campana de gases, cada doce horas
(ocho mafiana y ocho noche), anotando cada una de las lecturas y lle-
vando el cultivo unas gotas de indicador de Andrade, dando una acidez
los primeros dias, que luego regresaba. Fué probado con cultivos jéve-
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GRAFICA 3.
Volumen dado por una resiembra de los microorganismos de la gréfica anterior
- después de pasar quince ‘dias en agua de peptona sin azicares.

nes y cultivos viejos, notdndose una gran disminucién en la produccién
de gas.

Los cultives E. C. nunca produjeron gas de ninguno de los aztcares,
pero si acidez. '

Las graficas 2, 3 y 4 corresponden a la produccién de gas, media, de
los cultivos E. S. ’

5 4
o 4
g
3 9 4
3
o £
S
' 19 ‘ | lactosa
- blucosa
T 1 T T i T f T T T
24 48 P2 96 120 (44 168 182 206 240 254
‘ h Horas
GRKHCA 4.

Volumen de gas después de otra resiembra en agua de peptona sin azucares
y pasar este cultivo cincuenta dias.

10
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pH de los éultivos.

En agua de peptona fueron cultivadas bacterias E. S. a tempefatura
de 28° a 30° C., midiendo el pH con potenciémefro, cuatro veces, repi-

10‘1

Nevtro
0 Y k T—
v 168 206 %40
Horas .
GRAFICA 5.

Variaciones de la reacciéon en cultivos E. S.

tiéndose el ensayo a temperatura mas baja (14° a 16° C.), dando la gra-
fica 5. ‘ .

Como se ve, a menor temperatura dié més acidez, y el regreso a la
basicidad es menor.

Como hemos dicho, paralelamente a estas investigaciones sobre cul-
tivos E. S. se seguian otras acerca de los cultivos E. C.; de esto no for-
mamos grafica de produccién de gas porque no lo produjo, y en cuanto
a la varfacién del pH tampoco obtuvimos datos numéricos, ya que la
acidez adquirida por el medio no regresaba al cabo de un tiempo, como
ocurria con el otro microorganismo; lo que si se observaba era que en
algunos hidratos de carbono, como la lactosa y la manita, sobre todo

11
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este Ultimo, el enrojecimiento del cultivo se presentaba muy tardio y
como de repente, mientras que en los sacarimetros que contenian glu-
cosa y maltosa presentaban el enrojecimiento de la acidez desde el pri-
mer dia.

ESTUDIO DE LA ENZIMA

Smith (23) resume muy bien los trabajos efectuados por él y por Jo-
nes (17), asi como contribuciones a esta misma cuestién por diversos
autores. ’

Nosotros repetimos muchos de los experimentos descritos por Smith
con el dnimo de encontrar nuevos datos capaces de servir como corro-
boradores a la clasificacién de la Erwinia que atacaba nuestras plantas.

Sabido es que la laminilla de las células vegetales, segliin se cree
en la actualidad, se trata de ésteres metilicos del llamado acido péctico
(acido x — 1:4 galacturénico), cuya férmula puede representarse asi:

COOH

COOH

La pectinasa producida por algunos microorganismos es capaz de di-
solver la pectina. Las bacterias del género Erwinia se caracterizan por
producir gran cantidad de pectinasa y son la causa del reblandecimien-
to de los tejidos vegetales. :

Segtin Jones (op cit.), la eficacia de esta enzima disminuye al pasar
por una bujia de Chamberlan; en cambio, si en cultivo joven se matan
las bacterias con un 0,1 por 100 de formol, la enzima no disminuye tanto
su «fuerza disolvente» como en el caso anterior. Lo hemos querido com-
probar repetidas veces y nunca hemos observado gran diferencia, por
lo que en nuestra tactica hemos preferido utilizar juges de cultivos siem-
pre limpiados de bacterias por medio de la bujia porosa. Lo que si hemos
observado es que siempre se producia mas cantidad de enzima en los

12
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jugos naturales que en los caldos de cultivo preparados de la manera
corriente. De unos y otros precipitdbamos la enzima con alcohol, la
purificdbamos y la disolviagmos en agua. (Véase el manual. operatorio.)

Agua de peptona colocada en matraces a la temperatura de 15°; cuan-
do el cultivo en estas condiciones tenia diez dias de antigliedad, se pa-
saba por la bujia y se tomaban 40 c. c., que se trataban con alcohol de 98",
hasta que el conjunto tenia 80°; de momento no daba precipitado, pero
al cabo de unas dos horas aparecia una turbulencia uniforme, que a las
cuarenta y ocho horas se habia sedimentado, y el liquido sobrenadante
quedaba atin algo turbio. El conjunto fué centrifugado a 1.200 vueltas
por minuto, cronometrando el tiempo necesario para que el liquido que-
dara limpio, para lo cual se necesitaron treinta minutos. Se procedié a
la purificacién del precipitado, redisolviéndose en agua y precipitandoio
de nuevo por el alcohol. ‘

Teniendo en cuenta que se habia partido de 40 c. c. de cultivo, se
pensé en determinar gravimétricamente la cantidad de precipitado, pro-
cediéndose del modo siguiente:

Permanecié6 el tubo de la centrifuga vacio, en un desecador, con aci-
do sulfidrico, cuarenta y ocho horas después de haber estado dos horas
en una estufa de 105°, y se pesé. La segunda precipitacién antes aludida
fué llevada a cabo dentro del citado tubo, centrifugdndose y decantando
el liquido; se lavé varias veces el precipitado con alcohol absoluto, cen-
trifugdndose y decantando cada vez; se pasé una corriente de aire ca-

‘liente para desear el precipitado, segin el esquema adjunto, que es
un aparato ideado por nosotros:

Debia ponerse especiall cuidado que el termémetro T no sobrepase
los 55° por no destruir el precipitado (Jones), el matraz S es de seguri-
dad, a fin de que no entre agua mojando el precipitado; en caso de fallar
o romperse la bomba de vacio. Una vez seco el precipitado, se conserva
veinficuatro horas en el desecador y se pesa; la diferencia de peso entre
tubo vacio y tubo con precipitado da el peso de éste, que después de
cuatro ensayos el promedio fué de 0,011 grs. en 40 c. c. de cultivo.

Preparamos diversas soluciones de precipitado, al 1 por 100, 1 por
1.000, 1 por 100.000, y realizamos varias pruebas de destruccién de cor-

tes vegetales. La solucién de titulo 1 por 100.000 apenas si mostré poder
destructor de la laminilla media, mientras que en la solucién 1 por 1.000
y 1 por 100 en dos horas destruian un corte (efectuado en navaja, como
para ver al microscopio) de zanahoria. También se hizo prueba con cor-

13
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te de tallo de planta sana de L. esculentum, y comparando las figs. 4 y 5
se apreciard una verdadera diseccién de los vasos y traqueidas, que no-
son atacados, mientras que los elementos parenquimatosos aparecen des—
organizados; no fué muy distinto el resultado alcanzado con una con-
centracién de 1 por 100 o por 1.000, por lo que la’ concentracién no in~

Al h*ompa

de vacio

fluy6 mucho hasta un minimo de presencia de enzima para hidrolizai
la pectina de la laminilla media. “

La solucién al 1 por 100 es de consistencia viscosa, de color gris:
perla tirando a rosado, y de pH = 5,8, o sea de reaccién 4cida; el pre-
cipitado se conserva seco mucho tiempo, pero estas soluciones apare--
cian inftiles al dia siguiente. Nos parecié ttil separar, por los procedi-
mientos ya indicados, la enzima del jugo de un fruto de Cucurbdita
mdzxima, cuyo mesocarpo habia sido completamente licuado por el mi-
croorganismo, y de 40 c. c. obtuvimos 0,0245 grs.. de precipitado de
iguales caracterisficas que el separado de los cultivos artificiales, pero
como se ve, en mas de doble cantidad. ,

Finalmente, observamos al microscopio una pequefia porcién de pre-
cipitado, y se presentaba como una sustancia amorfa y terrosa.

14
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OTROS ENSAYOS

En la leche tornasolada los cultivos E. S. coagularon la leche rapi-
damente con separacién de suero, olor a queso, y en cuanto a la reaccion
del medio, present6 la misma caracteristica que en agua de peptona, pri-
mero 4cido y luego alcalino. '

En cambio, los cultivos E. C. coagularon la leche mucho mas len-
tamente, apenas sin separacién de suero, acidez persistente y olor poc»
perceptible.

La produccién del indol era muy manifiesta en todos los cultivos.
E. S., y siempre resulté negativa en los E. C. Cosa parecida a los que
hace referencia a la transformacién de nitratos a nitritos, también los:
E. S. lo hacian, mientras que los E. C. no.

‘Lo més peculiar fué lo que ocurria en la produccién de SH, de 20
siembras de E. S., todas procedentes de un trazo, en agar corriente; una
sola di6 SH, capaz de ennegrecer un papel de filtro impregnado de sub-
acetato de plomo; de los cultivos E. C. ninguno de ellos dié-jamas mues~
tras de producir SH,,

Las dos clases de cultivos dieron prueba positiva en la hidrélisis del
almidén, asi como en la prueba de la produccién de oxidasas y en la
prueba de Eijkman.

En el examen microscépico de los microorganismos pudimos compro
bar que eran Gram-negativos, afectaban la forma de bastoncitos, que al-
gunas veces parecian formar cadenas cortas, sobre todo si se trataba
de frotis hechos con aguja de platino que-habia tocado la pelicula for-
mada en la superficie del caldo. Examinados en gota pendiente, estaban
dotados de motilidad activa. :

Las colonias sobre el agar eran circulares, convexas, de bordes ente-
ros, con superficie lisa blando grisicea, y de aspecto grasiento. La gela-
tina era fundida muy lentamente en forma de embudo y a baja tempe-
ratura ni siquiera la fundian, a pesar de desarrollarse.

Con todos estos datos, siguiendo la clasificacion de Bergey et al., se
deben considerar nuestros cultivos como Erwinia carotovorus, Jones;
los cultivos E. S. y los E. C. podrian pasar por Erwinia rhapontici.

Nos parecié 1itil hacer una detallada comparacién con otras Entero-
bacteridceas frecuentes en aguas residuales, y volvimos a empezar una
investigacién paralela de las siguientes cuatro especies: cultivo E. S.

15-
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{Erwinia carotovora), cultivos E. C. (Erwinia rhapontici (?)), una cepa
de Escherichia coli y otra de Aerobacter aerégenes.
A continuacién exponemeos los resultados en el siguiente cuadro:

= 5,

2 z §. | 8

5@ £ 53 28

S . s . <0 © 10

SR SHE @ 38

O &} = <

Licuacién gelatina ... ... ... ... ... .. P P — —.

Pelicula sobre el caldo ... ... ... ... . P P — P

Leche tornasolada (coagulacion) ... P P P P

INdOl ... oo e P — P —

Indol-nitroso ... ... ... ... ... .. P — — P

Nitrito de nitratos ... «.. ... ... ... ... P — P P

Voges-Proskauer ... ... — P — P

Kosser ... ... ... ..o oi cin e ol L P 0O — P

Oxidasas ... ... oo cer vee e e e P . P — —

SH, o0 v e e 0 — P —

Eijkman ... ... ... ... ... .o P P P —

Fermentacion de ‘aztcares:

deido.. ... ... ... P P P fop

Lactosa. ... gaS ... ... . .o . P — P P

i eido.. ... ... ... . P P P P.

Manita... ... .. gas p B P P

Maltlosa‘ acido.. ... ... ... P P P P

o gas ... ... ... P — P P

acido.. ... ... ... . p P P P

Glucosg.. g P . P P

Hidrolizacién pectina ... ... ... .. .. P P — —
— = negativo P = positivo O = con poca claridad

De todos los trabajos que anteceden pueden deducirse las siguientes

CONCLUSIONES

1* Las plantas jovenes de Lycopersicum esculentum, Mill, eran
atacadas en su pie por una bacteria capaz de destruir la laminilla media

16



BACTERIAS QUE ATACAN LA PECTINA 255

del tejido parenquimatoso de varias especies vegetales, no penetrando
en los vasos, atacando de preferencia en terrenos ricos en nitrégenos en
los que ha existido en afios anteriores una plantacién de zanahorias..

22 De las lesiones se separan dos microorganismos, cuya diferen-
cacién se reconoce:

a) Por la reaccién que provoca en el medio.

b) Por la forma de la coagulacién de la leche.

¢) Por la reduccién de nitratos a nitritos. .

d) Por la produccién de gas en la fermentacién de lactosas, manita,
maltosa y glucosa. ’

e) Por la reaccién de Voges-Proskauer.

3.* Nuestros cultivos E. S. corresponden a la Erwinia carotovo-
ra W., y los cultivos E. C. se parecen mucho a la Erwinia rhapontici. -

42 Con la edad de los cultivos disminuye la virulencia, asi como
con diferentes resiembras la fermentacién de los azlicares se retrasa v
disminuye de intensidad.

5.2 Con exceso de nitrégeno en el terreno o falta de abonos fosfata-
dos las plantas son mas vulnerables.

6.* La presencia de sulfato ferroso en el suelo actia como germici-
da y puede disminuir el ataque.

7. Igual que afirmé Elrod, la principal diferencia entre nuestros
microorganismos y las especies Escherichia coli'y Aerobacter aerégenes
estriba en el poder de aquéllos de hidrolizar la protopectina que forma
la laminilla media de los tejidos Vegetales.

8.2 Con alcohol se obtiene un precipitado que, redisuelto en agua,
tiene la propiedad de hidrolizar la pectina, segin habia ya conseguido
Jones; pero ncsotros siempre obtuvimos mas cantidad de los jugos na-
turales que de cultivos en medios sintéticos u ordinarios, sin notar
disminucién de poder hidrolizante por paso en el filtro de porcelana
porosa. .

9. Para reblandecer un tejido vegetal basta un minimo de pecti-
nasa; con una solucién mucho més concentrada no se consiguen efectos
distintos. '

RESUMEN

En el presente trabajo se estudia la destruccién de una parte del teji-
do parenquimatoso en varias especies vegetales de Lycopersicum escu-
lentum.

17
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El autor examina la influencia de los agentes (humedad, temperatura,
edad de la planta, composicién del suelo, etc.) en los dafios experimen-
tados, y estudia la hidrolizacién de la protopectina de la laminilla media.

Aisla dos microorganismos: Erwinia carotovera y Erwinia Thapon-
tict, y hace un diagnéstico de los mismos, verificando sus reacciones bio-
légicas. ’

SUMMARY

The destruction of a part of parenchymatous tissue in a few Lyco-
persicum esculentum species is studied.

The author describes the influence of certain agents (humldlty, tem-
perature, plant age, composition of the soil, etc.) in the injuries and he
studies the hydrolisation in the protopectin of the little half lamina.

He makes an isolation of two microorganisms: Erwinia carotovora.
and Erwinia rhapontici showing its different biological reactions. ’
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Fic. 1.

Fruto de Cucurbita mdzxima cuya
pulpa fué rapida y totalmente licua-
da por la Erwinia «E S», aislada de
las plantas enfermas de L. esctlen-

tum. '

Fic. 2.

Serie de plantas de L. esculentum en soluciéon de Knop, para estudiar la influencia de
abonos y desinfectantes sobre la invasion de las Erwinia E. S.v E. C.



FiG. 3. .

Infeccién provocada de las plantas de una maceta; en primer término, plantas muertas.
(Las flechas indican lesiones tipicas.)

Fic. 4. F1c. 5.
orte tangencial de tallo de L. esculentum Corte igual al anterior tratado, antes de ia
tefiido con picrofucsina de Van Giesson. tincién, con soluciéon de enzima separada de

un cultivo.



Corte transversal de un tallo-de L. esculentum, sin tincién de ninguna
clase, y montado en glicerina gelatinizada. (Véase texto.)



Fic. 7.
Plantita de L. esculentum inoculada por puncién con aguja.
Habia sido reducida la proporcién de fosfato en el liguido
nutritivo de Knop.



a N b
Fic. 8.
a. Cultivo de A. aerogenes, que ha digerido parcialmente
la carne.—b. Cultivo de Erwinia «E. S.», que no ha digerido
la carne.

Fi1c. 9. -
Aparato que hemos usado para la desecacién del pre-
cipitado de enzima separado de los cultivos. (Véase
texto.)
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ESTUDIO DE UNA VARIANTE NO PROTEOLITICA
’ DE INFLABILIS MANGENOTI

POR

C. GONZALEZ.

Dentro de la familia Clostridiaceae se admiten tres géneros: Inflabi-
lis (Prévot, 1938), Welchia (Pribram, 1927), Clostridium (Prazmowski,
1880), siguiendo la escuela francesa.

El primero de ellos estd integrado por 14 especies, cuyos caracteres
generales son los siguientes: ‘

Bastones con esporas centrales o subterminales, clostridianas, Gram-
positivo, inméviles y sin cédpsula. Las especies se distribuyen en dos
grupos, segin produzcan o no gas, y aun cada uno de ellos en otros
dos, segin sean o no proteoliticas.

Al grupo de las productoras de gas y no proteoliticas pertenecen cua-
tro especies: Inflabilis satélitis, Inflabilis talis, Inflabilis inddlicus e In-
flabilis mangenoti. Para la especie mangenoti Prévot y Zimmes- Chave-
rou, que la han estudiado en 1947, dan como habitat los suelos de los
bosques pantanosos de la Costa de Marfil. Nosotros, estudiando la flora
anaerobia del alpechin, muestra procedente de Ocafna (Toledo), hemos ais-
lado algunas especies, y entre ellas una perteneciente al género Inflabilis,
que consideramos como una variante de la especie mangenoti.

Los caracteres de esta variante son los siguientes:

Habitat: Aislada del alpechin.

Morfologia: Bastones de extremos redondeados, aislados, y en ocasio-
nes formando cadenas de tres a cuatro elementos Formas esféricas en
cultivos viejos. Bacilos de 5-10 por 1,5 micras. Inméviles. No hemos vistn
la presencia de cilios. Esporas clostridianas centrales y subterminales
de 2,6 por 1 micras. Gram-positivo. )

- ' 1
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Fisiologia: Anaerobio escricto. Resiste cinco minutos a 100° C.

Reductor: Reduce la safranina y el rojo neutro.

Cultivos: Gaségenos y de olor fétido.

Agar profundo: Colonias algodonosas irregulares, gas, ligera licuaciéon
del agar. o '

Agua de peptona.: Crecimiento débil.

Caldo VF glucosado: Opalescencia uniforme, depésito viscoso después
de algunos dias de cultivo, gas, olor fétido. .

Gelatina: Licuacion en veinticuatro horas.

Leche: Coagulada y digerida después de algunos dias.

Caldo VF con higado: Principio de ataque, ennegrecimiento.

Caldo VF con cerebro: No atacado.

Caldo VF con fibrina: No atacada.

Caldo VF . con suero coagulado: No atacado.

Caldo VF con clara de huevo: No atacada.

Glicidos: Ligera fermentacion de la glucosa y de la maltosa.

Nitratos: No reducidos en nitritos.

Bioquimica: Produce NH, y SH,; indol. Acido acético y valerianico.
Aminas volatiles, ald?ahidos2 alcohol etilico, cetonas e indicios de meta-
cresol. .

Poder patégeno: Nulo; ni toxina ni hemolisina.

Se diferencia, pues, de la especie tipo por no ser proteolitico; no
produce &cido lactico y si ligeros indicios de metacresol. Los demés ca-
racteres son idénticos a los de la especie mangenoti. Por todo ello, con-
sideramos a este germen como perteneciente al género Inflabilis, espe-
cie mangenoti, variante no proteolitica.

Nos queda por decir en cuanto al habitat del organismo que por el
momento no podemos precisar si se trata del mismo fruto del olivo, o
bien de lag tierras de olivares o del agua utilizada para el prensado de
 las acetiriuas. Esperamos el envio de nuevas muestras de alpechin, asi
como el envio de tierras procedentes de Ocafia. Un estudio microbiolo-
gico de unas y otras nos permitird probablemente encontrar la especie
tipica y establecer el hdbitat en Espafia de un germen que hasta ahora
parece ser se ha limitado a las costas del norte del golfo de Guinea, o
bien de una variante de la especie que no ha sido descrita hasta ahora,
seglin creemos.
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La cepa con el nimero 3 b figura en la Coleccién del Institute «Jai-
me Ferran» de Microbiologia, del C. S. I. C., Secciéon de Biologia Micro-
biana (Anaerobios). '

RESUMEN

Estudiamos una bacteria anaerobia aislada del alpechin. Por ser es-
porulada, Gram-positiva, inmévil y sin capsula, corresponde al género
Inflabilis de Prévot (1938).

Su fisiologia y bioquimica la asemeja a la especie mangenoti; se dis-
tingue de ella por no ser proteolitico ni elaborar acido lactico.

La consideramos, pues, como una variante que llamamos Inflabilis
mangenoti, variante no proteolitica.

SUMMARY -

An anaerobic bacterium, isolated from «alpechin» (juice which eozes
fr‘orp a heap of qlives) has been studied. Since this bacterium is sporu-
lated, Gram-positive, non-motile and non-capsulated, it is included inte
the Prévot’s Inflabilis genera (1938). It is closely related to the mange-
noti species. This strain is distinguished because it does not produce lac-
tic acid and it is non proteolytic.

‘We considerer, this bacterium, as being Inflabilis mangenoti var.
non proteolytic. /
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MICROFOTO 1.

Infldbilis mangenoti, v. no proteolitica. Tincion de esporos segin el métod»
de Alesssandrini.

MICROFOTO 2.
Cristales de iodoformo formados por la reaccién del alcohol etilico elaborad)
por el germen en su metabolismo, con el reactivo iodo-iodurado y sosa.
Método de reconocimiento del alcohol etilico en el medio de cultivo.



MICROFOTO 3.

Cristales de acetato de uranio y de sodio formados a expensas del acido

acético producido por la bacteria en el medio de cultivo. Método para el re-

conocimiento del acido acético en el medio de cultivo, seglin la técnica :e
Behrem y Kley modificado por Prévot y Loth.
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NUEVA ESPECIE DE LEVADURA, AISLADA' DE CONCEN.
TRADO DE TANINO, CANDIDA MAJORICENSIS NOV. SP.

POR

RAFAEI, GENESTAR SERRA..

Este microorganismo fué aislado el 16 de febrero de 1955, a partir
de un concentrado de tanino, formado a; base del 50 Dor 100 de cortczo
de encina y 50 por 100 de corte7a de pino ‘de 157 Be prepairado en una
fabrica de liquidos curtientes de Palma de 'MaIlorca yoo ‘

Sus caracteristicas morfologl(,as €omo . son as- dé poseér seuﬂomlceho
muy bien desarrollado y micelio veldadero abundantes blastosporas,
y no producir esporas, permiten incluirle en el género Berkhout.

Pero sus caracteristicas fisiol6gicas, distintas de las propiédadés de
las especies descritas hasta ahora, nos inducen a incluir'esta levadura
en una nueva especie, para la que proponemos el nombre de Candzda
majoricencis.

DESCRIPCION

A las cuarenta y ocho horas, en extra(,to de malta a 25° €., las célu-
las son redondas a ovales: (3-4) por (3-4) micras las redondas y (2,5—4)
por (4,5-7,5) micras las ovales aisladas o en parejas’ (ﬁg 1)

Forma depésito, anillo muy fino ‘e 1slotes AN

Al cabo de un mes, a 17 C,, abundante velo mucoso, g1 ueso y caedt—
70, que va dep051tandose en el fondo, oLt

Estrfa en agar malta, al cabo de un mes y a"'emperatu""
blanca, aplanada, de hordes desﬁecados )

a'mbifeme.
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Fia. 1.

Candida majoricensis, nov. sp. en extracto de malta a las 48 horas,
a 250 C. (3.000 X).

Fermentacion:

Glucosa 4 (débil, 30 por 100 del tubo con gas). -
Galactosa + (muy débil, 10 por 100 del tubo con gas).
Sacarosa + (débil, 30 por 100 del tubo con gas).
Maltosa + (muy débil, 8 por 100 del tubo con gas).
‘Lactosa —

Rafinosa — )

Asimilacion de azvicares:

Glucosa +

Galactesa +

Sacarosa +

Maltosa +

Lactosa —

Asimilacion de fuentes de nitrogeno:
Peptona +

Nitrato potéasico —

Asimilacion de etanol: débilmente positiva.

Cultivo sobrg porta-con agar-patata: ;

Seudomicilio rhliy bien desarrollado, tipo Mycotoruloides, y micelio
verdadero predominante (figs. 2 y 3).

Esporulacion: negativa.

Hidrdlisis de la arbutina: positiva.
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DISCUSION

Esta levadura tiene propiedades distintas de las especies de Candida
hasta ahora descritas. Con la que tiene mas afinidad es con Candida ma--
licola Clark and Wallace, pero se diferencia de ella en la forma de las

Fia. 2. Fxc.i 3. )
C majoricensis en agar-patata a los C. majoricensis, en agar-patata
4 dias. (700 X). a los 12 dias. (452 X).

células, que son citriformes en C. malicola; en el velo, que es fino, y en
la fermentacién de los aztcares, pues C. malicola no fermenta ningin
azlcar; ademas, asimila el nitrato potésico, y C. majoricensis no. La asi-
milacién de -azlcares-es idéntica en las dos especies, y las dos forman
el micelio verdadero. '
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Por no coincidir, pues, esta levadura con ninguna de las especies de
Candida hasta ahora descritas, es por lo que proponemos para ella el
nombre de Candzda Mmajoricensis nov. sp. en recuerdo de Mallorca, dond~
se alslo por prlmera vez...

DIAGNOSIS LATINA

In musto maltato cellulae rotundae (3-4) . (3-4) aut ovoideae (2,5-4) .
(4,5-7,5), singulae aut binae. Sedimentum, annulus tenuis et insulae for-
mantur..

Cultura in agaro maltato, post unum mensém, 17° C., albida, prope
plana, margine piloso. .

Pseudomycehum «tipo Mycotoruloxdes» et mycehum verum abun-
dant. -
Fermentatlo glucosi (ex1gua) valactosi (valde exigua), saccharl (ext-
gua), et maltosi (valde ex1gua) i

In medio cum glucoso; galactoso, saccharoso et maltoso crescit.

N1tras kamlcus non assmnlatur In medlo minerali cum alcohole
aethyhco parum crescif. | ,

‘Arbutinum finditur. =+ -

NOTA —FEsta levadura se conserva en la Coleccién del Instltuto «Jai-
me Ferrany, de M1croblologla de Madrid, con el ntim. 346

RESUMEN

El autor describe una nueva especie de levadura alslada de un con-
centrado de tanino.

Por las caracteristicas que acusa la incluye en el género Cdndida, y
en este trabajo presenta sus diferencias con las especies conocidas, pro-
poniendo para ella la denominacién de Candida majoricensis.

Se incluye al final la diagnosis latina.

SUMMARY .

Te author describes a new species of yeast which have been isolated
from a tanning liquid.
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After its characteristics it is included in the genus Candida showing
in this paper its differences with all the species in this genus and the
author proposes the name Candida majoricensis for it.

The latin diagnosis of this yeast is included.
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INSTITUTO »JAIME FERRAN”, DE MICROBIOLOGIA
SECCION DE BIOLOGIA MICROBIANA

FIJACION DEL NITROGENO ATMOSFERICO POR MICROOR-
GANISMOS DISTINTOS DE LOS AZOTOBACTER, RHIZOBIUM
‘ B Y CLOSTRIDIUM '

POR

J. MORALES.

Han sido muchos los autores que se han preocupado de buscar mi-
croorganismos distintos de estas bacterias, que fueran capaces de fijar
el nitrégeno atmosférico, bien de una manera simbiética o no simbio6ti-
ca. Los trabajos referentes a la fijacién ‘del nitrégeno por microorganis-
mos distintos a dichas bacterias han sido objeto de severas criticas en
diversos sentidos, incluso en lo que se refiere a los procedimientos qui-
micos para la determinacién del nitrégeno; por este motivo Burris v
Wilson (4) hacen un estudio critico del método de Kjeldahl en el senti-
do de que no determina el nitrégeno de muchos grupos quimicos, pa-
sando éste inadvertido. En el caso de que haya habido aumento de la
cantidad de nitrégeno, queda por averiguar si el nitrégeno procede del
molecular o de compuestos quimicos nitrogenados exisfentes en la at-
moésfera, como amoniaco, nicotina, etc., que los mohos, por ejemplo, pue-
den captar de esas pequefifsimas concentraciones. Para demostrar que
realmente procede del nitrégeno molecular, han recurrido al nitrégeno
pesado Tove y colaboradores (19), a recipientes perfectamente confina-
dos con atmésfera conocida, etc. Los resultados han sido distintos, se-
gun las estirpes estudiadas, y también-segiin los investigadores de que
se trate. '

Entre las bacterias posibles fijadoras citan diversos autores el Aero-
bacter, Skinner (17), Hamilton y colaboradores (6); las bacterias foto-
sintéticas Lindstron y colaboradores (10) y (11), etc. Recientemente An-
dersen y Guy (3) describen una bacteria que no pueden incluir en ninguna

1
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de las especies del «Manual de Bergey», que presenta unas caracteristi-
cas parecidas a-las pseudomonadiceas, y que fija el nitrégeno en’canti-
dades relativamente grandes. En las Actinomicetales, Akshaibar y Acha-
ri (1) estudian la simbiosis de Azotobacter y Actinomyces en relaciém
con las épocas del afio y pH del suelo, asi como' ciertos Actinomyces ca-
paces de utilizar la celulosa y fijar el nitrégeno atmosférico.

En el grupo de las algas Heurlksson (7) cita ciertas especies de Nos-
toc como ﬁJadoras

Son los mohos probablemente donde mas se han buscado estos fija-
dores, v podemos distinguir dos grupos entre estos microorganismos.
Mohos que fijan el nitrégeno en simbiosis con plantas superiores y mo-
hos que llevan vida libre capaces de fijar el nitrégeno.

Entre los mohos que viven en simbiosis ha sido demostrada la fija-

cién de una manera categorica, segin diversos autores. Saida (13), estu-
diando Phoma betae, obtiene 10,5 mgrs. en dos meses y medio por cada
100 c. c. de medio de cultivo; Ternetz (18) lo confirma en distintas va-
riedades de Phoma radiciis, y ulteriormente Tove (19) vuelve a confir-
‘marlo en Phoma casuarinae utilizando nitrégeno pesado. Son también
interesantes los trabajos de Wolff (22), confirmados posteriormente por
Senn (14) sobre el género Orcheomyces, simbiontes de orquideas. En
estos hongos simbiontes el porcentaje de netrégeno fijado con respecto
a la cantidad de glucosa consumida resulta a veces superior al porcen-
taje del Azotobacter.

Entre los mohos posibles fijadores que no viven en simbiosis ha sido
estudiado el Aspergillus niger por Schober (15), con resultados positi-
vos, y la misma especie por Allison y Hoover (2), con resultados nega-
tivos. También se han citado otros Aspergillus, Penicillum y Rhizopus.
Duggar y Davis (5) estudian diversas levaduras, que aprovechan el ni-
trégeno atmosférico, y Vartiovaara (20) describe un crecimiento en sim-
biosis de hongos y bacterias fijadoras de nitrégeno.

Nosotros, en el curso de unos estudios sobre Azofobacter, en los cua-
les hemos realizado numerosos aislamientos en medios selectivos sin
nitrégeno, sobre 350 muestras de suelos y aguas, ademas del Azoto-
bocter hemos procurado a la vez aislar otros organismos que crecfan bien
en estos medios, y que considerdbamos como posibles fijadores de nitré-
gend. Hemos observado con cierta frecuencia Actinomyces, en especial
de dos tipos, uno con pigmento azul y otro con pigmento violeta, pero
su crecimiento era lento, poco abundante, no s6lo en los medios sin

2
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mnitrégeno, sino en los medios propios para Actinomyces, y por ello de-
cidimos no estudiarlos con detalle. Entre los mchos hemos encontrado
numerosas colonias, pero éstas, por lo general, se desarrollan muy poco
en estos medios, y en la mayoria dc los casos ho llegan a producir coni-
dias; por el contrario, de cuando en cuando surgian colonias de mohqs
que crecian perfectamente en estos medios y producian conidias de una
manera normal: es de notar que estos mohos eran maéas frecuentes en
suelos de tipo 4cido. Estos mohos los aislamos para un ulterior estudio
y ver si fijaban o no el nitrégeno. Entre ellos nosotros encontramos di-
versos Aspergillus, especialmente el niger, Penicillium, Rhizopus y Mu-
cor (fotografias 1 y 2). Desechamos para este estudio, como es légico,
aquellas colonias de mohos que crecian bien junto con colonias de Azo-
tobacter, o que crecian después de haberse.desarrollade éste, pues en-
tonces éstos suministran nltrogeno combinado que favorece el crecimien-
to de dichos mohos.

Para aislar, nosotros usdbamos el medio basal de Winogradsky (21),
al que adiciondbamos etanol, benzoato sédico y acetato sédico a las con-
centraciones de 8 por 1.000, 2 por 1.00C y 1 por 1.000, respectivamente.

Para comprobar si crecian o no en medios sin nitrégeno diez estir-
pes de las que habiamos aislado, fueron sembradas y cultivadas segtin
describo a continuacién. Matraces de 250 c. c., que contenian 100 c. c. de
medio liquido, eran sembrados con una pequefia porcién de moho es-
porulado, paran o llevar cantidad apreciable de nitrégeno en el inéculo.
‘Se incubaron a 27° C. durante un mes; después separamos el micelio,
lo desecamos y pesamos.

Se hicieron los siguientes cultivos:

Cultivo 1.—Medio de Czapek, sin nitrégeno combinado y con 2 por 100
de glucosa. .

Cultivo 2.—Medio de Czapek normal, con 2 por 100 de glucosa,

Después de un mes volvimos a resembrar en:

Cultivo 3.—Medio de Czapek sin nitrégeno combinado, con 2 por 100
de glucosa, que sembramos del cultivo 1.

Cultivo 4.—Medio de Czapek sin nitrégeno combinado, con 2 por 100

de glucosa, que sembramos del cultivo 2.
’ El cultivo 1, aunque tuvo un desarrollo menor que el 2, su crecimien-
to fué abundante en todos los mohos, sus hifas se mostraban de dos
- tipos: unas gruesas, parecidas a las del cultivo 2, y otras finas, pareci-
das a las del cultivo 3. La produccién de conidias fué abundante y de
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aspecto normal. En algunas hifas parece observarse determinados en-
grosamientos, como puede verse en la microfotografia nim. 4 de As-
pergillus niger. -

El cultivo 2, que utilizamos como control, presenta un micelio con
el protoplasma llenando completamente la hifa, como puede verse en la
microfotografia num. 3 de Aspergillus niger.

El cultivo 3 presenta un crecimiento algo menor que el cultivo 1;
se produjeron conidias en todos los mohos, pero en niimero escaso, y
estas conidias eran capaces de dar lugar a los mohos en los medios noc-
males. El micelio tomé un aspecto gelatinoso, que al final del mes de in-
cubacién lleg6 a coagular el medio de cultivo en una masa gelatinosa.
Las hifas eran generalmente finas, con el protoplasma lleno de granulos
de aspecto de cocos o bacilos, como puede verse en las microfotografias
numeros 5 y 6 del A. niger. . ‘

Finalmente, el cultivo 4, en medio sin nitrégeno, sembrado con mo-
hos procedentes de un cultivo nitrogenado, como hemos dicho, tuvieron
un crecimiento muy escaso, y esto se debe, como observé Kasselbach (9),
a la pérdida de enzimas especiales, cuyas enzimas son las responsables
de captar el nitrégeno.

De las diez muestras ensayadas hemos elegido una de Aspergillus
niger, precisamente la misma de los fotografias; para hacer el analisis
quimico del nitrégeno total, desecamos el micelio en estufa a 37° duran-
te veinticuatro horas, y después sobre anhidrido fosférico y vacio, du-
rante cuarenta y ocho horas, pesamos el micelio.seco y determinamos el
nitrégeno, cuya determinacién nos la realizaron, por cortesia, en el Ins-
tituto «Alonso Barbay», del C. S. I. C.

Los resultados fueron los siguienfes:

Micelio en gr. Nitrégeno en . Nitrégeno
CULTIVOS por 100 c. c. de % del micelio fijado por gr.
medio desecado de glucosa
Cultivo 1 2,46 1,47 : 18 mar,
Cultivo 2 3,39 4,21 _—
Cultivo 3 1,73 " indicios indicios
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DISCUSION

En el estudio de estas 35 muestras de suelos y aguas para aislar gér-
menes aerobios fijadores del nitrégeno atmosférico, sélo hemos encon-
trado, ademé&s del Azatobacter, como posibles fijadores algunos Actino-
myces y mohos y, por el contrario, no hemos encontrado ningin otro
microorganismo citado por algunos investigadores. Los Actinomyces te-
nian, como dijimos anteriormente, un crecimiento muy pequefio, y de-
sistimos de su ulterior estudio. Los mohos, sélo en un pequefio porcen-
taje con respecto a las colonias que surgian, tenian un crecimiento
apreciable. Entre los mohos hay que reconocer, pues, que existen unas
determinadas estirpes que crecen bien en medios sin nitrégeno o muy
pobres en nitrégeno, y que, por el contrario, existen otras pertenecien-
tes a la misma especie o a la misma cepa incluso, cuyo crecimiento en
estos medios es muy escaso.

En la estirpe que se ha determinado el contenido en nitrégeno vemos
que en el primer cultivo, en medio liquido sin nitrégeno, el contenido
total de éste es de 30 mgrs. para el micelio de 100 c. c. de medio, o sea
18 mgrs. por gramo de glucosa consumida. En el inéculo hay que supo-
ner que iba muy poca cantidad de nitrégeno, pues sembramos con la
menor cantidad posible; las impurezas deben ser también pequefias,
pues utilizamos sales de las mas puras, de donde sélo cabe imaginar
que fué tomado de la atmésfera, aunque no podamos asegurar que fue-
se precisamente del nitrégeno molecular, pues no disponemos de medios
para ello, pero ha sido demostrado por otros autores con nitrégeno pe-
sado, y en general tampoco es corriente exigir técnicas tan rigurosas.
Debemos tener en cuenta que la cifra media para el Azobacter es de 10
a 12 mgrs. de nitrégeno por gramo de glucosa consumida, segin Wino-
gradsky (21), y en esta experiencia el moho analizado fija una canti-
dad superior. ) ’

En el tercer cultivo, sembrado del anterior, el crecimiento fué abun-
dante, pero de distinto aspecto morfolégico y microserépico. El conte-
nido en nitrégeno descendié enormemente, ha perdido la capacidad de
fijacion.

En el primer cultivo la fijacién es evidente; en el tercero ha dege-
nerado y perdido la capacidad de fijacién. Pero hay que tener en cuenta
que el propio Azotobacter, que es considerado como un microorganismo



286 J. MORALES

genuino en la fijacién del nifrégeno, cuando se cultiva varias veces se-
guidas en medios del laboratorio sin nitrégeno, degenera e incluso pue-
de desaparecer, como describe, entre otros, Petschenco (12) y hemos
comprobado nosotros; y también, segin Wyss y Wyss (23), surgen mu-
tantes de éste en el laboratorio que son incapaces de fijar el nitrégeno
atmosférico, aunque conserven la mayoria de sus caracteristicas mor-
folégicas y fisiolégicas de la especie.

Agradecemos al Instituto Alonso Barba, del .C. S. I. C., seccién de
Microanalisis, las determinaciones que nos han efectuado. También agra~
decemos al sefior Moner6 su valiosa ayuda en la parte fotograﬁca de
este trabajo. .

RESUMEN

Durante unos trabajos en medios sin nitrégeno aislamos, ademas del
Azotobacter, ciertos Actmomyces y mohos, que crecian bien.en estos me-
dios. Fué estudiada la fijacién del nitrégeno en.los mohos resultanda
positiva en algunos casos.

SUMMARY

In the course of our experiments on media without nitrogen we have:
'isolated different strains of the genera Azotobacter along with certain
Actmomyces and moulds. The nitrogen fixation by.moulds have been
1nvest1gated In some cases pos1t1ve results were obtained.
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Foro 1.

Placa de medio sin nitrégeno. Mohos poco desarro-
llados. 10 dias incubacion. 2/3 del natural.

Foro 2.

Placa de medio sin nitrégeno. Mohos bien desarro
lados. 10 dias de incubacién. 2/3 del natural.



Foro 3.

Hifas de A. niger. Cultivo 2. En Czapek. Aumento-
1.500.

Foro. 4.

Hifas ne A. niger. Cultivo 1. En Czapek sin nitréogens.
Aumento: 1.500.



Foro 5.

Hifas de A. niger. Cultivo 3. En Czapek sin nitrégeno.
Aumento: 1.500.

foro 6.
Hifas de A. niger. Cultivo 3. En Czapek sin nitrégeno.
Aumento: 1.500.
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SECCION DE MICROBIOLOGIA, DE MADRID

NUEVA TECNICA PARA LA IDENTIFICACION DEL
PSEUDOMONAS SAVASTANOI

POR

R. BELTRA

TUBERCULOSIS DEL OLIVO
1. Agente causal.

Esta enfermedad es producida por el Pseudomonas savastanoi, per-
teneciente a la familia Pseudomonadaceae. Tribu: Pseudomonadae. Gé-
nero: Pseudomonas (Bergey, 1948). . '

Sinénimos: Bacterium oleae, Arcangeli, 1886; Bacillus oleae tu-
berculosis, Savastano, 1889; Bacillus oleae (Arcangeli), Trevisan, 1889;
Bacterium savastanoi, E. F.,. Smith, 1908; Pseudomonas savastanoi
(E. F. Smith), Stevens, 1913. i

Los viejos sistemas de clasificaciéon de bacterias fitopatégenas, atn
en uso, se fundan en caracteres morfolégicos, tales como forma y dis-
posicién de los flagelos, pero tienen el inconveniente de que el mismo
nombre genérico se da a diferentes tipos de bacterias.

Migula (1895-1900) denomina Bacterium a formas no méviles con
forma de bastén; Pseudomonas a las que tienen flagelos polares y Ba-
cillus a aquellas que tienen los flagelos peritricos.

E. F. Smith (1905) denomina Bacterium a las formas méviles con
forma de bastén y flagelos polares (Pseudomonas de Migula); Bacillus
a las de flagelos peritricos (Bacillus de Migula), y crea un nuevo grupo -
al que da el nombre genérico de Aplanobacter, incluyendo en €l las
formas no méviles.

Bergey (1923-1939) separa las plantas patégenas como tales y crea

1
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una tribu especial que llama Erwinice. Posteriormente Erwin F. com-
puso dos nuevos géneros: Erwinia con flagelos peritricos y Phytomo-
nas con flagelo polar o sin flagelo.

La simple exposicién de las diferentes nomenclaturas de las bacte-
rias fitopatégenas pone de manifiesto que todos los géneros tienen un
cardcter distintivo: la posicién de los flagelos o la ausencia de ellos.

Lehmann y Neumann (1897-1927) clasifican las bacterias atendien-
do a la formacién de esporas, y asi, las que poseen esporas las sittian en
el género Bacillus, y las que no las poseen constituyen el género Bacte-
rium, en ambas hay formas méviles y no moviles.

El género Bacterium, por lo anteriormente expuesto, tiene tres de- -
nominaciones diferentes: Migula, Smith, Lehmann y Neumann, siendo
validos los tres y usando cada autor la que es de su preferencia.

Dicho género, tal como lo defini6 Lehmann y Neumann, consta de
‘un gran numero de bacterias, las cuales se’ diferencian por los flagelos
y por su actividad bioquimica. Lo dividen en muchos subgéneros, sien-
do dos de ellos de interés en Patologia Vegetal: Bacterium propiamente
dicho, con flagelos peritricos, y Pseudomonas, con flagelos polares. Hil
género Pseudomonas guarda el caracter original en todos los sistemas.

Dowson (1939), viendo los caracteres de crecimiento, flagelos y acti-
vidad bioquimica de las bacterias fitopatégenas, las clasific6 en tres
grupos principales, seglin se expone en el cuadro num. 1.

En él se ve claramente que el género Pseudomonas tiene una actx-
vidad bioquimica diferencial que le separa facilmente de los otros dos
grupos de bacterias fitopatégenas, Bacterium y Xanthomonas. Dicha ac-
tividad diferencial es que las bacterias del género Pseudomonas, en me-
dios que contengan nitrégeno inorganico, no fermentan la lactosa y el
glucbsido salicina. .

Si a esto se une que rarisimas veces produce acido en medios con
maltosa, tendremos tres puntos importantes para la diferenciacién del
género Pseudomonas: no producir. la fermentacién de la salicina, de la
lactosa y de la maltosa. :

Cuando estudiamos con detalle en la blbhograﬁa el comportamien-
to de los Pseudomonas frente a la leche tornasolada, observamos que
el Pseudomonas savastanoi alcalinizaba la leche tornasolada, asi como
la mayoria de los Pseudomonas.

En nuestros trabajos, de acuerdo con lo expuesto, hemos tomado

~ como datos para diferenciar los Pseudomonas de otras bacterias fitopa-
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tégenas, su comportamiento bioquimico frente a salicina, lactosa y mal-
tosa y frente a la leche tornasolada, aparte de otros datos deducidos del
estudio microscépico, etc., de estas bacterias. :

Sobre la identidad del micoorganismo de la tuberculosis del olivo se
han heeho estudios por E .F. Smith (1905) y por L. Petré (1907), los cua-
les han probado de modo evidente que las bacterias aisladas y estudiadas
por diversos autores no son idénticas.

La forma descrita por Savastano corresponde en gran parte el Asco-
bacterium luteum Babés, que no es el organismo productor de la hiper-
plasia, pero que se encuentra a veces asociado a la verdadera bacteria
patégena, a la cual se debe la produccién de las alteraciones, ya obteni-
das por Savastano mediante inoculaciones con cultivos de la bacteria por
él observada, cultivos que eran evidentemente impuros.

El Ascobacterium luteum produce colonias blancas que posterior-
mente se vuelven amarillas; funde lentamente la gelatina y no forma
esporas; es movil por medio de flagelos peritricos. Dicha bacteria ha sido
encontrada también por Peghon en la tuberculosis de las adelfas, de la
cual tampoco es la causa.

Tampoco el Bacillus oleae, descrito por Schiff, es el verdadero agente
patégeno. Produce colonias con 16bulos recortados, funde la gelatina y es
. esporulado.’

La verdadera especie productora de tubérculos, segiin Petré, es la_
aislada por E. Smith, que estd formada por bastoncillos méviles, con va-
rios flagelos en las extremidades, no reunidos en un haz, y que no fun-
den la gelatina ni producen esporas.

Petré, experimentando con estas bacterias, que aislé cuidadosamen-
te, s6lo pudo obtener la reproduccién de la enfermedad al inocular la
forma Smith, siendo este Gltimo autor quien ha designado a la bacteria
patégena con el nombre de Bacterium savastanoi.

Segun Schiff-Georgini, la bacteria por ellos aislada seria capaz de se-
cretar amilasa, la cual actuaria sobre el almidén contenido en los tallos
de la planta, resultando su accién muy perjudicial.

Los Pseudomonas savastanoi son bacterias Gram-negativas, aerobias,
de forma de bastén, siendo su tamafio de 0,4-05, x 1,2-1,5 micras,
Su temperatura 6ptima es de 25 a 26° centigrados; la mamixa, de 34 2
35° centigrados, y la minima de 12° centigrados, siendo la temperatura
mortal de 43-46° centigrados. Son bacterias méviles, provistas de 2.
a 7 flagelos polares. Rarisimas veces, segin algunos autores, en pre-
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paraciones tefiidas pueden verse flagelos en ambos polos, como si fue-
sen -organismos lofétricos, pero que en el caso de los Pseudomonas in-

CUADRO NUM. 1

Bacterium Pseudomonas

Xanthomonas

MEDIO
Grupo II

Grupo I

Grupo III

Agar - caldo en
tubo

Agar-caldoqglu-
cosa en tubo in-
clinado. ’

Patata estéril.

Salicina en un
medio con N. in-
orgdnico y con
bromocresol
purpura de in-
dicador.

Lactosa en un
medio con N.
inorganico y
con bromocresol
purpura de in-
dicador.

inclinado.’

Flagelos peri
tricos. Creci-
miento blanco
sucio.

Crecimiento
blanco a gris,
brillante.

Crecimiento
crema a blanco
sucio, mas tar-
de amarillento.

Produccién ra-
pida de &cido, o
acido y gas.

Acido, o 4cido y
gas o0 no acido.

Flagelo polar.
Crecimiento
blanco con fluo
rescencia ver-
dosa.

Crecimiento
blanco (nunca
gris) brillante.

Crecimiento
crema, mas tar-

de pasa a color
pardo.

No 4acido.

No 4cido.

. dante,

Un flagelo po-
lar. Crecimien-
to amarillo..

Crecimiento
abundante vis-
COSO0.

Crecimiento
amarillo abun-
viscoso;
digiere la pa-
tata.

No acido.

Solamente 4ci-
do.

dica que la célula bacteriana estd préxima a dividirse, y asi, cada cé-
lula hija estaria provista de uno o mas flagelos polares procedentes de
la célula madre antes de la separacién. -

Schiff ha podido obtener en cultivos a 37° la formacién de esporas,
que parece ser no se forman en la naturaleza, en los tubérculos; tales
esporas medfan 1,5 X 1 p. _

En diversos medios de cultivo (agar-caldo y agar-caldo-glucosa) pro-
ducen en cantidad variable un pigmento fluorescente, el cual se difunde
por el medio para producir ligera fluorescencia verde amarillenta. Se
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extrae con cloroformo como un pigmento verde amarillento, que se de-
colora por los 4cidos, y que recobra su color al neutralizar dicho &ci-
do (Walter y Tobie, 1945),

En medios de cultivo, tales como agar-caldo, produce colonias blan-
cas, redondas, lisas, planas, brillantes y de bordes enteros.

En gelatina, en placas, produce colonias con borde ondulado, lobu-
lado o inciso, y en caldo, velo en el segundo dia y pelicula incompleta.

En los meses de verano, la bacteria es capaz de fundir la gelatina,
mientras que en primavera y en el invierno esto no sucede.

En la patata da coloracién parda, que a menudo es oscura.

En el suero coagulado no hay licuefaccién.

En solucién de Cohn tiene buen desarrollo sin fluorescencia, y en
la solucién de Uschinsky produce ligero enturbiamiento con crecumen—
to blanco, ligera pelicula y no produce fluorescencia.

Hidroliza el almidén. Produce éc1do 'y no gas de sacarosa, glucosa
y galactosa. .

Como hemos dicho anterlormente Dowson (1939) dice que estas bac-
terias fermentan, con produccién de 4cido, los azlicares xilosa, dextrosa,
mjanosa, sacarosa y el polialcohol glicerina, mientras que no son fer-
mentadoras de la salicina, lactosa y maltosa.

Sobre la leche tornasolada produce fuerte aIcahmdad y en la leche
sola aclaramiento sin coagulacién.

No reduce los nitratos y produce escaso indol y no hidrégeno sul-
furado.

No descompone el aceite de algodon No es lipolitica.

Puede ser huésped de los siguienfes arboles: Olea sp., 0. Chryso-
philla. O. europea var: oleaster. 0. europea var: sativa. Chionantus vir-
ginica, Forestiera acuminata, F. mneomezicana, Fraxinus floribunda,
F. velutina, F. angustifolia, Jasminum primulinum, etc.

La enfermedad es conocida con diferentes nombres, tales como el ya
citado de tuberculosis del olivo, rofia, verrugas, y en el extranjero se
la conoce por: Rogna, tuberculosi, maladie de la loupe, gale; Bakte-
rienknoten des Oelbaumes, krebsknoten, etc.

2. Difusién de la enfermedad.

Las bacterias que producen esta enfermedad no atacan a los olivos
cuando éstos tienen sus ramas sanas y son, por tanto, unas bacterias pa-
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rasitas de heridas, siendo las lesiones y picaduras producidas por los
insectos la principal via de entrada de la infeccién, que también puede
penetrar por las heridas producidas en la poda, frios, granizos, lluvias
y en la recoleccién (prmmpalmente si es por el procedimiento del va-
reado).

Autores como Vuillemin piensan que un hongo, Choetophoma olea-
cina (Vuill), abre también el camino al Pseudomonas savastanoi, aun-
que otros autores creen que no es necesaria la presencia de este hongo
para que se produzca la infeccién del olivo.

Una de las formas més comunes de infectar esta bacteria es penetrar
en la corteza de las ramas del olivo por medio de las pequefias heridas
que causa en ellas la ltamada mosca del olivo, Dacus oleae Rossi, en la
puesta de huevos.

Ello ha sido demostrado por Petri en Italia (1910, citado por Leach,
1940). Estos insectos albergan la bacteria y luego ponen huevos con-
taminados.

- No todos los olivos son atacados igualmente, y asi, el llamado «Re-
dondillo o Carrasquefio» no es propenso a tener agallas, mientras que
el llamado «Lechin» (Olea ovalis, Clem) es atacado facilmente.

" Se ha visto que la variedad denominada «Cornezuelo» (Olea europea
ceraticarpa de Clemente; O. odorata de Ros), que se cultiva muy bien
en el centro de Espafia, produce las agallas facilmente y en abundancia.

3. Distribucion geogrdfica.

Esta enfermedad existe en toda Espafia, y ademds en Portugal, Fran-
cia, Ttalia, Norte de Africa, Asia Menor, América (California), Méjico v
Argentina. En este pais la enfermedad se ha transmitido por los viveros
de olivos, ya que al principio desconocian la enfermedad, tanto los vive-
ristas como los agricultores. Es una enfermedad que estd extendida
principalmente en zonas de clima seco, donde no parece producir dis-
minucién en el rendimiento de las cosechas y en el desarrollo normal
de los arboles. En general, puede decirse que es una enfermedad tipica
de los olivos de la zona mediterranea.
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«

4. Caracteristicas de la enfermedad.

Esta enfermedad ha sicio bien estudiada en América por Erwin
Smith (1920) y en Portugal por D’'Oliveira (1939), aparte de otros inves-
tigadores. » '

- En general, los microorganismos causan sus efectos patégenos por
medio de las toxinas que producen. En el campo de la Medicina han
sido muy estudiadas dichas toxinas, pero en el campo de la Patologia
Vegetal s6lo hace poco tiempo que empiezan a ser estudiadas.

Exponemos a continuacién una de las recientes teorias sobre la for-
macién de tumores vegetales (E. Gdumann, 1954). :

Los parasitos productbres de toxinas se pueden clasificar en dos gru-
pos: parasitos toxigénicos con accién de corto alcance, y parésitos to-
Xigénicos con accién de largo alcance. A nosotros nos interesa solamen-
te el primer grupo, pues las toxinas incluidas en él actian-directamente
sobre los tejidos que circundan el foco de infeccién y en los que el lu-
gar de la enfermedad coincide mas o menos con el de la infecci6n, de
manera andloga a lo que sucede en la formacién de los tumores del
olivo, por el Ps. savastanoi. '

- La formacién de agallas o tumores bien podria ser debida a la accién
conjunta de diferentes toxinas segregadas por la bacteria infectante.

Se sabe en el caso del Bacterium tumefaciens (agente productor de
agallas en diversas plantas) que la formacién de tumores se lleva a cabo
en dos formas: una fase alterativa y un periodo de proliferacién neo-
plastica. '

Durante la fase alterativa las células del huésped atacadas por el
factor irritante rompen las conexiones interiores y se convierten en cé-
lulas tumorales en potencia, las cuales son incapaces por si solas de des-
arrollarse y dar las verdaderas células tumorales. Esta segunda fase no
tiene lugar hasta que aumenta debidamente la concentracién de sustan-
cias promotoras del crecimiento. '

El parésito por si mismo no aumenta la cantidad de sustancia pro-
motora del crecimiento, sino que lo que hace es excitar al huésped a
la produccién de ella. :

En este caso concreto intervienen dos toxinas durante la formacién
de los tumores por Bacterium tumefacienes, una toxina alterativa que
obliga a las células vegetales normales a convertirse ‘en células tumo-



300 R. BELTRA

rales en potencia, y una toxina estimulante del factor de crecimiento
que induce en el huésped la produccién anormal de dicho factor, y, en
consecuencia, la proliferacién neoplastica.

Hasta ahora no han sido identificadas &stas toxinas, pero en el caso
del Pseudomonas tabaci, productora en el tabaco de una especie de «sar-
pullido» que algunos paises llaman «rayo del tabaco», han aislado una
sustancia téxica llamada tabtoxinina, que la produce el parésito en el
foco central de infeccién, y de donde se difunde por todos los tejidos de
su alrededor.

En la formacién de tumores, segiin diversos autores, también inter-
vienen las hormonas vegetales. .

Entre las hormonas vegetales tienen especial interés las auxinas, des-
cubiertas por F. W. Went en 1928, y cuya composicién quimica, segin
Kogl y Haagen-Smit (1936), corresponde con la del 4cido indolacético.

Entre las numerosas actividades fisiolégicas de las auxinas estian las
que ejercen sobre los meristemos, habiéndose comprobado que concen-
traciones elevadas de 4cido indolacético en forma de pasta, aplicadas so-
bre diversos tallos vegetales cortados, provocan la formacién de hincha-
zones o callosidades en el lugar de aplicacién o sus cercanias. Por es-
tudios histolégicos se ha comprobado que tales hinchazones no son
solamente el resultado del alargamiento de las células preexistentes, sino
de la formacion de células nuevas, habiéndose alterado el proceso nor-
mal de diferenciacién.

Si una parte de estas callosidades que no tenga microorganismos se
traslada asépticamente a un medio nutritivo estéril con aziicares, sales
minerales, etc., la callosidad sigue creciendo con tal que se la suministre
auxina, y la velocidad y naturaleza del crecimiento producido depende
de la concentracién de auxina suministrada.

En la naturaleza los tumores que se producen por la accién de diver-
Sos microorganismos tienen un metabolismo en sus tejidos diferente al
de las callosidades antes mencionadas. Asi, si una porcién de tumor
de origen bacteriano (aunque no contenga bacterias) se traslada a un
medio de cultivo que contenga azticar y sales minerales, su crecimiento
continda, aun en ausencia de las bhacterias y sin afadir auxina alguna.

En cambio, el tejido calloso, como hemos dicho, exige la adicién de
auxina para poder continuar creciendo, habiéndose demostrado median-
te andlisis que los tejidos de la agalla son capaces de producir auxina
por .si mismos y aun de transferirla a un cultivo «in vitro».
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De aqui parece deducirse que una diferencia entre las células de los
tumores malignos y las de las callosidades es la posibilidad o no de pro-
ducir auxina.

Por no necesitar los tumores las auxinas, ni otros factores de creci-
miento procedentes de la planta huésped, se los puede considerar como
relativamente auténomos y separadamente del control hormoénico que
integra el crecimiento, y asi pueden crecer tan rapidamente como les
permitan el agua, sales minerales, azicares, etc., que puedan oObtener
de la planta madre. El agente fisiol6gico relativamente auténomo de los
tumores puede repartirse por toda la planta, produciendo nuevos cen-
tros de actividad tumorigena.

Por lo que hemos expuesto, vemos que diversos autores consideran
la formacién de tejido tumoral como una forma de diferenciacién qui-
mica que se puede resumir en: 1.° La facultad para originar sustancias
del crecimiento. 2.° Para provocar actividad meristematica.

La diferenciacién en los tejidos normales puede ser inducida por la
influencia del tejido tumoral. El agente que interviene en la induccién
del proceso diferencial puede ser una bacteria o un virus.

La investigaciéon del mecanismo de formacién de los tumores vegeta-
les y su relacién con el cncer animal estd siendo ampliamente estudia-
do por De Ropp, R.; White, P. R.; Gautheret, R. S.; Nobecourt, P.;
Morel, G., y otros.

En cuanto a la morfologia externa del tumor, al principio de la in-
feccién son ligeros abultamientos, que al crecer, generalmente a los tres
o cuatro meses, se hacen voluminosos y se redondean irregularmente..

Estos abultamientos se conocen con el nombre de excrecencias, - aga-
lla o tumores. Este tipo de enfermedad que origina la formacién de aga-
llas son propias de plantas que se propagan por injerto.

Son de naturaleza esponjosa o caseosa y no persistentes, presentan-
do en la superficie fisuras irregulares. v ~

Estos tumores se asientan generalmente en las ramas jévenes, heri-
das de poda, yemas, peciolos, y raramente en los frutos. Wilson, en
1933, los reprodujo experimentalmente en los frutos. A veces se encuen-
tran grandes tumores en la parte baja de los troncos, y aun en las mis-
mas raices. ‘ ’

La infeccioén, al residir principalmente en las ramas j6venes, hace
que éstas sean poco desarrolladas y se quiebren facilmente, con la con-

~siguiente pérdida en la produccién de fruto.
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Diversos autores clasifican los tumores en primarios y secundarios,
formandose estos Gltimos por emigracién vascular del agente patégeno
que pénetré por una herida.

La bacteria, al llegar al parénquima cortical, produce una hiperpla-
gla primero, y luego una destruccién de los tejidos, dando lugar a las
cavidades que excavan el tumor poco a poco. En dichas cavidades se
alojan las bacterias. Esta enfermedad recibe diversos nombres, segiin la
zona de ataque en el olivo, y asi tenemos la tuberculosis cortical, libero-
letniosa, etc. ‘

D’Oliveira (1939) encuentra que la intervencién de los hongos como
agentes secundarios puede, hasta cierto punto, modificar el aspecto ge-
neral y cuadro de la enfermedad, y también por estudios que ha reali-
zado dice que este parasito del olivo, fuera del huésped y en el huésped
natural, lleva consigo el poder de imprimir a cualquier planta que
infecte el tipo de lesiones que le es peculiar.

5. Distribucion del microorganismo en los tumores.

Como hemos dicho anteriormente, las bacterias productoras de esta
enfermedad se encuentran localizadas principalmente en las cavidades
que ellas mismas producen en los tumores.

D’Oliveira, al observar los tumores producidos por la tuberculosis
del olivo, mediante cortes histolégicos, hace notar que la infeccién no
acarrea la muerte de las células; antes bien, ejerce un efecto estimu-
lante sobre la divisién, observiandose pocos o ningunos casos de degene-
Tacién en las células vecinas a las cavernas.

Las cavernas formadas estidn limitadas por una pared muy delgada,
-estando rodeadas por células de aspecto normal. Las células que rodean
las cavernas tienen apariencia y dimensiones normales, y las bacterias
'se encuentran uniformemente distribuidas por todo el tumor, sin que la
actividad de la divisién celular cese.

En estos tumores parece ser que hay un equilibrio entre la acti-
vidad del huésped y el parésito, y que se mantiene por un tiempo re-
lativamente largo..

Parece ser que el agente de la tuberculosis produce un estimulo en
la multiplicacién celular que se difunde por las células de alrededor del

10
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punto de infeceion, produciendo una desordenada divisién celular que
lleva consigo la produccién de una hiperplasia.

Los tumores contintian el crecimiento de un afio para otro, y a no
ser en las lesiones muy viejas en que posiblemente intervienen agentes
secundarios, no se encuentran tejidos necrosados o destruidos. Lo
mas frecuente es que mtervengan insectos que ataquen los tejidos
tiernos o esponjosos de los tubérculos y a la vez hongos que actian coma
parésitos o se instalan como saproﬁf:os.

Algunos autores, tales como Edwin J. Butler y S. G. Jones (1949),
clicen que hay bacterias que producen enzimas que disuelven los poli-
sacaridos de la pared celular de los vegetales en donde se alojan, des-
pués de haber penetrado por una herida, etc., o bien atacan el almidon,
penetrando asi en el interior de las plantas, produciendo cavidades o
cavernas. Este podria ser, aunque con variaciones, el origen de las
cavernas de los tumores producidos por el Pseudomonas- savastanoi.

Las bacterias se encuentran en el interior de las células del tumor
en el agua de imbibicién.

6. Medios de lucha utilizados.

Actualmente hay muy poco informacién publicada acerca del valor
“del uso de los antibiéticos en la proteccién de las plantas y parte de las
investigaciones que se dedican a ello, estdn dirigidas a estudiar los an-
tibiéticos que dan buenos resultados en la terapéutica humana.

El problema del uso de antibiéticos puede enfocarse de dos mane-
ras: mediante el uso de ellos en estado puro y concentrado, en forma
de pulverizaciones, polvos y desinfectante de las semillas o del suelo, 2
bien se puede indirectamente explotar su accién controlandolos biols-
gicamente por antagonismo microbiano.

Teniendo en cuenta que la mayoria de las bacterlas patégenas de
plantas son Gram-negativas, y que la estreptomicina es activa sobre las
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, los ensayos experimentales
que se han hecho con este antibiético han tenido buen éxito, y los dos
grandes grupos de bacterias patégenas, Xanthomonas y Pseudomonas,
han resultado ser extraordinariamente sensibles a la estreptomicina.

La estreptomicina, y también la penicilina, se han usado como con-
trol eficaz de los tumores. Para ello se colocan alrededor de la agalla aérea

11
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compresas de algodén que estidn empapadas en la preparacién en bruto
o de segundo grado del antibidtico, o se sumergen. las raices y copas
de las plantas en la solucién, o también inyectando el material en el
tallo, y se puede comprobar después de pasado cierto tiempo que no
s6lo se detiene la enfermedad, sino que se destruyen los tumores ya des-
arrollados, los cuales terminan secéndose.

Hay diferentes opiniones sobre los efectos de los antlblotlcos en los
tejidos de las agallas. Diversos investigadores ven que cuando emplean
preparaciones puras de los antibiéticos corrientes, en los estudios sobre
cultivos de tejidos, no se producé regresién alguna del tejido del tumor.

La frecuencia de la disparidad en los resultados que se obtienen en
estas investigaciones las explican muchos autores diciendo que los ma-
teriales usados no son de produccién uniforme (Erna Grossbard, 1951).

En los medios agricolas la lucha contra la difusién de la enfermedad
se puede resumir en tres puntos principales: 1.° Poda hébil. 2.° Desin-
feccion de la superficie del corte. 3.° Desinfeccién de los utensilios usa-
dos en la poda.

Un buen método consiste en cortar los tumores cuando aparecen y
después desinfectar las heridas producidas por el corte y las herramien-
tas usadas con sublimado corrosivo al 1 por 1.000. En el caso de que los tu-
mores sean de gran tamafio, es muy dificil eliminar la enfermedad por
simples cortes del tumor.

Si la infecci6én empieza por las ramas jovenes, aconsejan como prac-
tica curativa cortarlas por entero y luego quemar los restos.

Las heridas producidas al extirpar el tumor se deben tratar con su-
blimado corrosivo y después cubrirlas con caldo bordelés o con &cide
fénico al 5-6 por 100.

Algunos autores recomiendan cubrir las heridas: con un mastique
cualquiera como cera, pez, alquitran, etc., para protegerlas de las influen-
cias externas.

Un método preventivo de nuevas infecciones consiste en.rociar los
olivos con caldo bordelés, y si los tumores son abundantes, recomien-
dan que esta practica sea repetida en diferentes meses del afio, tales
como noviembre, diciembre y marzo (Smith, 1941).

Es también recomendado que las estacas que se destinan a la mul-
tiplicacién sean perfectamente sanas, y que se usen preferentemente
las plantas que procedan de semillas, olivos o acebuches obtenidos en
viveros y que no presenten ninguna agalla. Suprimir las ramas muy ata-
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cadas y si es posible evitar la humedad excesiva del terreno y las fuer-
tes estercoladuras, pues estos dos factores favorecen considerablemente
el desarrollo de la enfermedad.

Aconsejan también suprimir el vareado, por ser un procedimiento
brutal de recoleccién del fruto, pues destruye los brotes jévenes que
deben llevar el fruto al afo siguiente, favoreciendo el vecerio natural,
a la vez que las heridas que origina son la puerta de entrada de las
bacterias productoras de la enfermedad. Actualmente se trata colecti-
vamente esta enfermedad en determinados lugares, cuando asi es acon-
sejable, mediante la acciéon del Estado, declardndose obligatorios los tra-
tamientos que se consideren necesarios.

Los primeros periodos del tratamiento se hacen por los servicios del
Estado o paraestatales, bajo la vigilancia de aquél.

Después se reduce la accion del Estado solamente a la inspeccioén,
cuando los tratamientos se verifican de una manera espontanea por los
particulares por haber apreciado el agricultor las ventajas del trata-
miento.

MATERIAL Y METODOS

Primeramente en nuestro trabajo hemos procedido a la recogida de
muestras de olivos infectados por Pseudomonas savastano:.

Para poder realizar un estudio més amplio de estas bacterias, se re-
cogieron muestras de distintos puntos de Espafia, pues nuesto plan de
trabajo era en un principio intentar clasificar las distintas estirpes de
Pseudamonas que infectan los olivares espafioles.

Asi, se ha trabajado con muestras procedentes de Aragén, Catalu-
fia, Leén, Castilla la Nueva y Andalucia, y se ha procedido a realizar las
técnicas de aislamiento e identificacién, logrando al final de la expe-
riencia contar con un total de 20 estirpes de Pseudomonas diferentes.

Se ha trabajado también con Proteus vulgaris y Bacillus subtilis, que
han intervenido parcialmente en estas experiencias.

Entre los Pseudomonas con los que hemos trabajado figuran algu-
no de la coleccién de W. J. Dowson.

Como hemos expuesto al hablar en general del Pseudomonas savas-
tanoi como agente causal de la tuberculosis del olivo, nosotros nos he-
mos fijado para el aislamiento e identificacién en el comportamiento de
las bacterias aisladas del tumor en los medios con nitrégeno inorgéanico
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que llevasen salicina, lactosa y maltosa, y también viendo su compor-
tamiento en leche tornasolada.

Se observé que en esta ultima algunas bacterias que procedian de
los aislamientos hechos a partir del tumor producian una alcalinidad
fuerte que coincidia con la descripcién que se hace en las bibliografias
de los Pseudomonas patégenos de plantas y que siempre que se pro-
cedia a la identificacién de cultivos bacterianos en leche tornasolada,
eran los Pseudomonas los que producian dicha alcalinidad, la cual, en
presencia de lactosa y ausencia de otros azlcares, podia ser un dato
no sé6lo de interés, sino de indudable valor practico, pudiendo también
utilizarse como punto de partida para preparar un medio selectivo apro-
vechando otros materiales de cultivo.

En el caso que nos ocupa, hemos comenzado por estudiar la alca-
linidad producida por estas bacterias en leche tornasolada, y para ello
se ha medido en un potenciémetro durante quince dias la alcalinidad
progresiva producida en los cultivos en leche tornasolada por 17 estir-
pes bacterianas (15 estirpes de Pseudomomas, Proteus vulgaris y Ba-
cillus subtilis), y se trazaron las curvas representativas de la variacién
de pH.

Del estudio de estas curvas se comprobé nuestra primera observa-
cién y se pudo ver que de una manera constante todas las estirpes de
Pseudomonas savastanoi utilizadas y otros Pseudomonas también pa-
tégenos de. plantas, iniciaban la alcalinizacién del medio, alcanzando a
los cinco o seis dias un pH aproximado de 8,5, que después viene a man-
tenerse casi igual, aunque con ligeras variaciones.

Tras estas experiencias se ha pensado en la realizacién de un me-
dio que llevase un indicador que virase al pH mencionado y nos diera
con claridad ese punto. De aqui el medio ortocresol-lactosa. ]

Para este medio se han hecho varias pruebas con diversos indicado-
res, tales como azul-timol y ortocresolftaleina, usando como medio base
la leche; con el azul timol los resultados no fueron buenos, pues el cam-
bio de color al producirse el viraje no fué al color azul (viraje alcalino),.
sino a verde sucio. Por esta razén se deseché el indicador azul de timol.

Pensando que el resultado no satisfactorio proviniera de haber usa--
do leche, se sustituyé ésta por un medio sélido bastante sencillo que
llevaba casefna y lactosa, las cuales eran adicionadas en cantidad varia-
ble a la solucién base que se usa corrientemente para preparar los me-
dios con azlcares, y a la que se agregaba también agar-agar.
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Con este medio se intenté hacer una leche artificial para ver si en
ella lograbamos observar el viraje alcalino claramente.

Tras de solucionar los problemas que presentaba la insolubilidad de
la caseina en el medio base, vimos que las esterilizaciones que se lleva-
ban a cabo con el medio ya preparado le daban a éste un color choco-
late claro que hacia imposible cualquier observacion.

Por estas razones se pensé sustituir la leche por un caldo, que lleva-
ba lactosa en determinada proporcién, y al cual agregamos el indicador
ortocresolffaleina que usamos en esta experiencia.

Tras varias pruebas preliminares, en las que se ha variado la pro-
porcién de lactosa, pH, etc., aceptamos como bueno por los resultados.
obtenidos el medio que lleva.2 por 100 de lactosa, el indicador en la pro-
porcién de 0,4 gram. de ortocresolftaleina para 1.000 c. c. de caldo de
carne y el pH ajustado a 7. El indicador se agfega solubilizado en sosa.
normal en la proporc’i6n del 2 por 100. '

Los resultados observados al sembrar en el medio ortocresol-lactosa.
las distintas estirpes de Pseudomonas, han sido la obtencién de un vi-
raje del color del caldo natural que posee el medio preparado, al color
rojo, en un principio débil y después mas acentuado (aproximadamente
hasta rojo sangre). '

Este cambio se produjo entre los seis y ocho dias de incubacién
a 25° C. ’

Creemos por los resultados que hemos obtenido, que el medio orto-
cresol-lactosa es interesante para el aislamiento e identificacién no sélo
del Pseudomonas savastanoi, sino también de otras estirpes del género-
Pseudomonas, patégenas de plantas. :

El uso de este medio tiene la ventaja, como nosotros hemos com-
probado experimentalmente, de acortar el tiempo de aislamiento e iden-
tificacién de las bacterias del género Pseudomonas, patégenas de plan-
tas, dfie cuando se hace por los métodos usuales en Microbiologia, en
el caso del Pseudomonas savastanoi requiere como minimo veinti-
ocho dias.

Se ha visto también que este medio puede servir para aislar e iden-
tificar directamente el Pseudomonas savastanoi a partir del tumor con
el consiguiente ahorro de trabajo.

Otro resultado que se ha observado con este medio. es que el indica-
dor ortocresolftaleina no es bactericida, sino que, més bien, es un estimu-
lante del desarrollo bacteriano.

15



308 R. BELTRA

También se ha estudiado en este trabajo la influencia de la propor-
cién de indicador y del pH con que se prepara dicho medio, observan-
dose que pueden influir retrasando el viraje, pues cuando es de 0,1 gra-
mos de ortocresolftaleina por 1.000 c. c. de caldo la proporcién del
indicador y el pH es inferior a 7, los cambios de color se retrasan no-
tablemente. A

A) Mwuestras.

Para el aislamiento de las diferentes estirpes de Pseudomonas sa-
vastanot se ha trabajado con material procedente de los lugares que se
citan a continuaci6n: ' :

Muestra nim. 1.—Se recogi6 el dia 9 de enero de 1952 de un olivar
situado en la prolongacién del Paseo de la Castellana de Madrid, en el
sitio conocido por Hotel del Negro. Se trata de una plantacién antigua
con escaso niimero de arboles, bastante separados entre si, y que pre-
senfan escasos sintomas de infeccién.

Los tumores en general eran viejos y la infeccién se manifestaba en

. las partes altas de los tallos superiores de los olivos. Estos tumores pre-
sentan la superficie resquebrajada. '

Muestra nigm. 2—Recogida el 18 de febrero de 1952 en un olivar que
se encuentra junto al depédsito del Este del Canal de Isabel II.

Los olivos son poco numerosos y estdn separados. Es de notar que
de donde se tomaron las muestras eran arboles muy infectados y que
a pocos metros se enconfraban arboles completamente sanos.

De esta muestra se sacaron dos estirpes de Pseudomonas savasta-
noi, que se consideran diferentes por su distinto comportamiento en
los medios de cultivo.

Muestra nim. 3.—Recolectada por el doctor Lucas Guillén Briones
el dia 9 de febrero de 1952. La variedad del olivo es «Correal» par:f ade-
rezo, y estd cogida en el-lugar llamado «Sevillejay de Bailén (Jaén).
Terreno de sierra.

Muestra num. 4—Idem id. «Variedad para aceite». Localidad, Bai-
1én (Jaén). Lugar, «Sevilleja». Terreno de sierra.

Muestra nim. 5—Idem id. Localidad, Bailén (Jaén). Lugar, «Loma
de Soriano». Terreno de campifia. Variedad llamada «Aceite».

Muestra nim. 6.—Recolectada por el sefior Blanco Morales, direc-
tor del Centro de Ensefianza Media y Profesional de Ecija, el dia 7 de
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febrero de 1952. La variedad del olivo es «Lechiny. Terreno arcilloso-
siliceo. Localidad, Ecija (Sevilla). Lugar, «Finca Arrecife». Edad de los
tumores, de ocho a diez meses.

Muestra naim. 7—Recolectada por el sefior Lagos el dia 12 de febre-
ro de 1952. Localidad, Toledo, Lugar, kilémetro 45. h

Muestra nim. 8 —Enviada por la «Estacién olivarera de Tortosa» el
dia 18 de febrero de 1952, y recibida al 23 del mismo mes.,

" Muestra nim. 9.—Se recogi6é en Pradera Alta de Gurrea de Gallego
(Huesca), al borde del camino; las ramas jévenes y tallos apenas pre-
sentan sintomas de infeccién. El tronco y ramas inferiores tenian tu-
bérculos. ’ ’

Las muestras utilizadas para el aislamiento corresponden a estos
ultimos; y su recogida se hizo el 17 de octubre de 1952.

Muestra nim. 10.—Recogida por la sefiorita Maria Sudrez, profeso-
ra del Instituto Laboral de Almendralejo. Liocalidad, Almendralejo. Lu- .
gar, «Los Escobedos». Variedad del olivo, «Basta».

Muestra nim. 11 —Recogida por el doctor Miguel Rublo en Frege-
neda (Salamanca) el 15 de febrero de 1953, y recibida el 16 del mis-
mo mes.

Muestra niim. 12.—FEsta muestra de tumores se tomé de un olivar
pequefio, de &rboles poco desarrollados y muy contaminados que pre-
sentaban tumores, en su mayoria abiertos y viejos. Este olivar esta si-
tuado entre los kilémetros 23 y 24 de la carretera de Madrid a Toledo,
en la margen izquierda.

Para estudiar la conservaclon de los microorganismos en el mterlor

‘del tumor, se realizaron en esta muestra de olivo dos aislamientos:
uno, en el mismo dia de la recogida, y otro, siete meses después. En
este intervalo las muestras de olivo fueron conservadas a la tempera-
tura ambiente y en nevera de 4° C. Esta muestra se recogi6 el 19 de
febrero de 1953.
" Muestra naim. 13. —Tomada el dia 7 de junio de 1953 en el kiléme-
tro 24 de la carretera de Madrid a Guadala]ara El olivar esta satuado
al lado izquierdo de la carretera y hay algunos almendros entremezcla—
dos; algunos de los olivos estan muy contamlnados y otros estan bas-
tante sanos. Los olivos no son muy viejos. )

Muestra nim. 14—Se recogié el 13 de septlembre de 1954 en un 011-
var situado en la carretera de Torrelaguna-El Escorial (Central. Eléc-
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trica de Torrelaguna del Canal de Isabel II). Es un olivar que estd muy
infectado y es poco numeroso; a pocos metros de este olivar se encuen-
tra otro que no presenta sintomas de contaminacion.

B) Toma de muestras.

Los tumores que escogimos para el aislamiento eran, en general,
tumores jévenes que mostraban la superficie entera o poco resquebra-
jada y de color castafo claro. A pesar de ser consistentes, no eran de
naturaleza coriicea, como los tumores viejos.

En esta eleccién para el aislamiento, seguimos y luego comproba-
mos experimentalmente, la certeza de lo recomendado por Smith v
Erwin F. (1905), los que recomiendan la eleccién de tumores jévenes, ya
que cuando se realiza el aislamiento a partir de los tumores viejos, se saca
gran variedad de organismos saprofitos que, como es légico, complican
y alargan las técnicas de aislamiento. '

Los tubérculos recogidbs se guardaron siempre en condiciones de
humedad relativa; hasta el momento de proceder a su examen.

C) Técnica de aislamiento.
Escogido el tumor, se somete durante diez minutos a la accién e

una solucién clorhidrica de cloruro mercurico de férmula:

i

ClLH....... e 1,75 c. c.
Cl,. Hg. ... ... o 0,5 gr.
H,O destilada ... ... ... ... ... ... 250,0 c.c.

‘Pasado el tiempo de contacto la superficie del tumor queda asepti-
zada, con lo que se evita gran numero de contaminaciones. Se lava re-
petidas veces con agua estéril para eliminar los vestigios de solucién
mercurica.

Asi preparado el tumor, se desmenuza en agua estéril con ayuda de
un punzén y escalpelo, también estériles, con el fin de hacer una sus-
pensiéon de las bacterias incluidas en él.
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De esta suspesion se siembra con asa de platino en placas de agar-
glucosa-levadura, siguiendo la técnica de aislamiento en espiral para la
obtencién de colonias. Los resultados se observaron a los cuatro dias
de incubacién a 25° C. ' .

De las colonias caracteristicas se realizaron siembras en tubos de
agar inclinado, para la obtencién de cultivos puros. De todos los culti-
vos se estudiaron sus caracteristicas morfolégicas, tintoriales, bioquimi-
cas, etc., y se control6 periédicamenfe su estado de pureza. -

- -

D) Microscopia éptica.

Teniendo en cuenta que las reacciones tintoriales son de marcado
interés para la identificacién, se ha realizado con las estirpes bacteria-
nas aisladas las siguientes pruebas, seglin las técnicos corrientes en Micro-
biologia: tincién de Gram, tincién de esporas por el método de Wirtz,
tinciéon de capsulas por el método de Antony y tincién de flagelos por
los métodos de Gray, Loeffler y Casares Gil.

Estas técnicas se han utilizado con todas las estirpes de Pseudomo-
nas. aisladas e identificadas por los diversos medios que hemos citado,
aun cuando en las primeras muestras se hicieron con todas las bacterias
saprofitas que acompafdn a los Pseudomonas, con el fin de estudiar per-
fectamente su diferenciacién con estas ultimas.

En las tinciones de flagelos, como no obteniamos resultados satisfac-
torios por las técnicas generalmente fecomendadas, pues estas bacterias
que estudiamos crecen generalmente embebidas en una sustancia Vis-
cosa y también por la especial labilidad de estos elementos bacterianos,
se recurri6 a llenar de agua estéril el tubo que contiene el cultivo de la.
bacteria en agar inclinado y dejarlo en reposo durante diez minutos,
tiempo en el cual las bacterias sin deteriorar sus flagelos quedan en ‘
suspension; esta ligera suspensién se trasvasa o no-a otro tubo, y de
aqui, con una pipeta Pasteur, se depositan unas gotas sobre un porta-
objetos muy limpio.

El portaobjetos se inclina y se deja escurrir la gota suavemente, es-
perando para hacer la tincién a que la preparacién se haya secado.

Como es sabido, estas preparaciones no se fijan al calor.

El dato que proporcionan los flagelos, tales como el nimero y dis-
posicién de ellos, es importante para la identificacién de los Pseudomo-
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nas, ya que estas bacterias fitopatégenas se caracterizan por tener dos
o més flagelos polares. Con ayuda del microscopio electrénico hemos lo-
grado ver bacterias con diferente ntimero de flagelos.

Es curioso sefialar que el grupo Pseudomonas y otros pocos, como
los que comprenden Thiobacillus y Nitrosomonas, tienen el flagelo ter-
minal, pues, en general, las bacterias de forma de basfén y que nadan
libremente lo llevan lateral. G. Knaysi (1951).

E) Medios de culiz‘vo.

Los medios de cultivo se han seleccionado entre los méas corrientes,
sefialados por diversos autores como de valor selectivo y de enriqueci-
miento para las bacterias patégenas de plantas. : '

Se ha empleado caldo, agar-caldo y agar-caldo-glucosa, y se ha po-
dido apreciar que el crecimiento de los Pseudomonas es muy superior
cuando se cultivan en medios glucosados.

También se han empleado azlcares (xilosa, sacarosa, galactosa, glu-
cosa, lactosa y maltosa), glucosidos (salicina), polialcoholes (glicerina),
gelatina, leche tornasolada, asi como produccién de hidrégeno sulfurado,
nitratos, amoniaco e indol, y el medio ortocresol-lactosa, que méas ade-
lante se describird como selectivo para las bacterias alcalinizantes fito-
patégenas. '

. F) Estirpes bacterianas.

Las estirpes bacterianas que se han utilizado en este trabajo corres-
ponden a las aisladas de las muestras de olivo que més arriba hémos
mencionado, incluyendo el estudio.de las saprofitas para llegar a las
conclusiones de identificacién en que basamos estos ensayos.

Las estirpes bacterianas aisladas por nosotros y procedentes de las
muestras de olivo son las siguientes:

Muestra n.° 1.—Pseudomonas savastanoi 1 (2).
» n.° 2—Pseudomonas savastanoi 2 (2) y 2 (4) de diferente com-
- portamiento bioquimico en los medios azucarados.y
en leche tornasolada. '
» n.e 3.—Pseudomonas. savastanoi 3 (3).
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» n.° 4.—Pseudomonas savastanoi 4 (2) y 4 (4). Diferentes por

su distinto comportamiento en medios azucarados.

» n.° 5.—Pseudomonas savastanoi 5 (1) y 5 (3), con accién di-

ferente en azlcares y leche tornasolada.

»  n° 6.—Pseudomonas savastanoi 6 (5)..

» ne 7.—Pseudomonas sawastanoi 7 (4) y 7 (5), diferentes. en

' su comportamiento en leche tornasolada.

» ne° 8—Pseudomonas savastanoi 8 (2).

» n° 9.—Pseudomonas savastanoi 9 (11).

» n.° 10—Pseudomonas savastanoi 10 (7).

» n.° 11.—Pseudomonas savastanoi 11 (4) y 11 (6), diferentes por

) "~ su distinto comportamiento en medios azucarados.
» n.° 12.—Pseuddmonas savastanoi 12 (3) y 12 (14), de djferentP
comportamiento bquUImICO en azlicares y leche

tornasolada.

» n.° 13.—Pseudomonas savastanoi 13 (2).

» 1o 14 —Pseudomonas savastanoi 14 (4).

La numeracién que adoptamos de ‘1 (2), etc., para denominar las di-
ferentes estirpes de Pseudomonas, es completamente arbitraria, signi-
ficando en el caso mencionado, el 1, el nimero de la muestra de donde
procede, y. el (2), al nimero de la colonia del primer aislamiento que
hicimos a partir del tumor.

También hemos trabajado con. los siguientes Pseudomonas:

Pseudomonas savastanoi nim. 64, procedente de la coleccién del doc-
tor W. J. Dowson de la «National Collection of Plant Pathogen. Botany
School. University of Cambridge».

Pseudomonas savastanoi nims. 206, 207 y 208, procedentes de Por-
tugal, y aisladaé por la doctora Maria Lourdes D’Oliveira. .

Pseudomonas pisi nam. 123, traida también de Portugal, y proce-
dente de la coleccién del doctor W. J. Dowson (King (N. S. W), Q.
W. Wilson). ' '

Pseudomonas medicaginis. var. phaseolicola ntm. 52. Aislada por el
doctor W. J. Dowson de «Canadian Wonder Beans» (Oldex Taylor).

Pseudomonas marginalis 289. Procedente de la coleccién del doctor
W. J. Dowson de la «National Collection of Plant Pathogen. Botany
School. University of Cambridge».

. Pseudomonas syringae 294. Idem.
' (Continuard.)
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ESTUDIO BACTERIOLOGICO DEL PROCESO DE CURTICION
DE PIELES MEDIANTE TANINOS

POR

J. MoORALES.

Para el presente estudio hemos tenido en cuenta las principales fases
por las que pasan las pieles en el proceso de curticién hasta llegar a los
taninbs, como también en los taninos mismos, haciendo un estudio bae-
teriolégico de cada una de estas fases. Para la clasificacién de los gér-
menes aislados tuvimos en cuenta principalmente los trabajos .(2), (3)
y (8) de las referencias que incluimos -al final de este estudio.

En primer lugar, debemos considerar los gérmenes que pueden ir
con las pieles, y éstas, que son unos tejidos animales y, por consiguiente,
un medio muy propio para el desarrollo de multitud de bacterias, pue-
den contener gérmenes muy distintos, segin los tratamientos y cui-
dados a que hayan sido sometidas después de quitadas del animal. Cuan-
do la piel .es inmediatamente salada después de quitada del animal, cl
nimero.de bacterias es muy pequefio y la conservacién de la piel ofrece
entonces las mayores garantias. Es corriente, en otros casos, que las pie-
les sean secadas a temperaturas no muy elevadas después -de quitadas
del animal, y de esta forma el nliimero de gérmenos no es muy grande,
“pero algo mayor que cuando es salada. Finalmente, si las pieles son aban-
donadas durante un cierto tiempo a la temperatura ambiente, comienzan
a desarrollarse innumerables gérmenes, en especial de la putrefaccion,
¥ sl esta circunstancia se prolonga terminan haciendo inservibles dichas
pieles, tanto méas rapidamente, como es légico, cuanto mas alta sea la
temperatura ambiente. RN o ‘ T

.. Las pieles.son adquiridag para su curticién saladas, secas y. mas ra-
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ramente tal como se quitan del animal; en todos los casos, como primera
fase, las pieles son sumergidas en agua durante un tiempo de veinticua-
tro a setenta y dos horas, segtin la temperatura ambiente y el grado de
sequedad de las mismas, hasta que se consigue un perfecto empapado:
esta operacién se llama vulgarmente «rendido», y en ella hay un gran
desarrollo de bacterias de las que trafan las pieles y de los agentes con-
taminantes. Nosotros, para esta fase y las sucesivas, hemos tomado mues-
tras  de una fabrica de curtidos de Ocafia (Toledo) y, ademés, hemaos
repetido esta operacién en el laboratorio. Hemos aislado de estas aguas
de «rendido» como bacterias méas frecuentes las giguientes:

Micrococcus caseolyticus ... ... ... 40.000 millones por c. c.

Bacillus subtilis, var. niger ... ... 7.000 » » »
Proteus vulgaris. ... ... ... ... ... 20.000 » » »
Aerobacter aerogenes ... ... ... ... 100 » » »

Estas cifras son las méas frecuentes en las distintas muestras.

Si la accién de esta flora microbiana se prolonga mucho tiempo sobre
la piel, pueden ser atacadas de tal forma que la hagan inservible, y es.
aconsejable, en el caso que sea necesario prolongar el tiempo de rendido,
adicionar un antiséptico, o al menos renovar el agua, para disminuir cl
numero de gérmenes existentes. : . .

" Degpués del «rendido», por lo general, las pieles son depiladas con
sulfuro sédico o lechada dé cal, con lo cual, ademés del depilado, se con-
sigue una fuerte alcalinizacién, y la putrefaccién, que siempre se inicia
més o menos en la fase anterior, es detenida por esta alcalinidad. Des-
pués del depilado,'las pieles permanecen de ocho a quince dias en una
suspensién de hidréxido calcico aproximadamente al 20 por 100, donde
se realiza una hidrélisis de 1os tejides, muy conveniente para la flexibi-
lidad y otras propiedades de las pieles curtidas. En esta operacién las
pieles quedan completamente asépticas de los microorganismos que con-
tenfan y no hemos podido aislar ningtin germen de las muestras tomadas
en esta fase; ademds, hemos puesto diversas bacterias, entre ellas varias
esporuladas, en contacto con una suspensién de hidréxido ealcico seme-
jante a la que se emplea en la industria, comprobando posteriormente
que no sobrevivia ninguna de ellas, si bien el Bacillus megatherium, por
ejemplo, perdura hasta cuarenta y ocho horas en esta suspensién. Esto
tiene interés en la transmisién de enfermedades por las pieles; asf, pié—
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les de aimales tuberculosos, que contengan brucelas o que haya muerto
de carbunco incluso, quedaran estériles en el curso de esta operacién v
no habré peligro en utilizar posteriormente esta pieles curtidas, aunque,
por otras razones, como peligro de usar estas pieles en la fase anterior,
. riesgo que supone la circulacién de las mismas, etc., aconseja su destruc-
cién si se conoce su procedencia. Hay que hacer notar que las pieles de
peleteria no depiladas no sufren este proceso, sino que pasan directamen-
te del «rendido» a las sustancias curtientes y no le son aplicables las
consideraciones anteriores.

La fase siguiente recibe el nombre de labrado o desencalado y con-
siste en privar a las pieles de la alcalinidad y del catién calcio que han
adquirido anteriormente; se comienza con unos lavados en agua abun-
dante, y posteriormente se acidifican y desencalan con diversos produc-
tos, que pueden ser obtenidos artificialmente con excrementos de ani-
males u otras materias, siendo la palomina uno de los més corrientes,
y la cual puede emplearse también directamente. Nosotros hemos estu-
diado la palomina, que sabemos su origen perfectamente. El examen mi-
croscépico directo revela que la palomina estd formada, en su mayor
parte, por bacterias (microfot. 2); en ella se aprecian cocos, bacilos y
formas de tipo levadura: Los excrementos de aves han sido muy estu-
diados por diversos autores (1), (4), (5), (7) y (8), y todos estos autores
aislan numerosos gérmenes que no nos interesan grandemente desde nues-
tro punto de vista. Nosotros hemos tenido la palomina veinticuatro horas
en maceracion a la temperatura ambiente; de esta forma el nimero de-
microorganismos varia, pues unas especies no se desarrollan en la compe-
tencia que se establece; en otras, por el contrario, aumenta el niimero
de.individuos considerablemente. Sin embargo, también hicimos siem-
bras de palomina, sin previa maceracioén, en nredios de agar-comun, agar-
malta y Czapek, con el fin de comparar los resultados con los obtenidos
por el procedimiento anterior; en estas dGltimas siembras, ademdas de
las bacterias que aislamos de las anteriores, aislamos algunas levaduras,
mohos y como cosa de especial interés una colonia de consistencia gela-
tinosa, que crecia sobre las placas de agar-malta en proporcién relativa-
mente pequefia, unas 200 colonias por gramo de palomina, y, aunque no
conozcamos tenga relacién con la curticién, resulta interesante desde
otros puntos de vista. La preparacién microscépica de una colonia recién
aislada presenta un aspecto como se muestra en la microfotografia na-
mero 4, con unos granulos gruesos que terminan originando levaduras v
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bacterias; resembradas nuevamente estas colonias en agar-malta, no se
obtienen colonias separadas de levaduras y bacterias, sino colonias de
bacterias y la colonia gelatinosa antes mencionada, que ahora muestra
el aspecto microscépico que puede observarse en la microfotografia nu-
mero 5, con formas de levaduras, de bacterias y, lo que es mads intere-
sante, una serie de formas intermedias entre levaduras y bacterias; esta
fotografia puede también apreciarse al mucilago ,que aparece formando
como unas sombras alrededor de los microorganismos. En una tercera
resiembra sobre agar-malta, estos microorganismos tomaron el aspecto
que puede apreciarse en'la microfotografia ntm. 6, y a partir de este mo-
mento el proceso no varia sensiblemente en sucesivas resiembras. Este
hecho solamente podemos explicarlo por la transformacién levadura-bac-
teria de A. Socias y A. Socias y colaboradores (11), (12) y (6).

En la palomina, tal como se emplea en la fabricacién de curtidos, se
presentan como mds corrientes los gérmenes siguientes:

Micrococcus freudenreichii ... ... 1.900 millones por c. c.
"Escherichia coli ... ... ... ... ...... 517 » » »
Bacillus pumilus... ... ... ... ... ... 30 » » »

Paracolobactrum coli ... ... ... ... 96 » » »

Las cantidades que aqui se consignan son las medias de varias mues-
~ tras. De lo expuesto anteriormente se deduce que las pieles due habian
quedado asépticas en el periodo de encalado, vuelven a contaminarse in-
tensamenteé en esta operacién de «labrado». En esta ultima operacién
pierden, como hemos dicho, todo el ion calcio, se acidifican y aumentan
su flexibilidad y elasticidad, condiciones necesarias para que éstas paseri
a las disoluciones de taninos. Después de unos lavados en agua, las pie-
les ingresan en los taninos. ,

De los taninos se aislan con gran frecuencia levaduras, especialmente
cuando estas soluciones de tanino han sido agotadas por la curticién (9),
(10), 13) y (14), y aun con més facilidad posiblemente ciertos mixomice-
tos, Penicillium, etc., pero no son corrientes los estudios bacteriolégicos.
Nosotros hemos hecho nuestros estudios: sobre suspensiones. de corteza
de encina, que es un-material muy utilizado como curtiente en Espafia,
Yy hemos utilizado corteza procedente de.las.ramas de encina y de las
raices.. Se tomaraon muestras en fabrica: que llevaban tiempos. distintos
curtiendo, y también se. prepararon suspensiones de corteza en el labo-

4
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ratorio con agua estéril, aproximadamente en un 30 por 100, cantidad
parecida a la que suele usarse en la industria, esto Gltimo con el fin de
averiguar las bacterias que pueden llevar estas cortezas.

Entre las especies bacterianas aisladas figuran el Bacillus megathe-
rium, Bacillus subtilis, Bacillus polymyzxa, Bacillus alvei, Bacillus circu-
lans, Azotobacter chroococcum y Aerobacter aerogenes.

NUMERO TOTAL DE BACTERIAS EN LOS TANINOS

I

Millones de bacterias por ¢
2
wm

N ~ —
S~ //

———)
[¢] 5 10 15 20 -~ 25 30 36 40
Dias de curticién transcurridos.
FiG. 1.

‘Las cantidades totales vienen consignadas en el grafico de la figura
‘ndmero |, y que, como puede apreciarse, es maxima en el primer mo-
mento, pues contiene todos los microorganismos que llevaba como con-
taminantes y los que tenia el vegetal y se conservan con la desecacién.
Los Azotobacter los aislamos tan s6lo en los primeros momentos de la
suspensién de corteza, y su existencia es facil de explicar, pues las cor-
tezas,' especialmente las de raiz, contienen tierras y, ademés, estos mi-
‘croorganismos, mediante sus ciuistes, resisten perfectamente la deseca-.
cién a que son sometidas las cortezas. Los Aerobacter igualmente se ob-
servan tan sélo en los primeros momentos. Son 19s esporulados los mas
corrientes, por resistir la desecacién y resistir -también. sus esporas los
efectos del tanino, aungue hemos comprobado que el niimero de esporas
viables va disminuyendo a partir de los primeros momentos. Los tani-
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nos se van agotando por efecto de la curticién, quedando libres las mo-
léculas de.glucosa que se encontraban esterificando los 4cidos gélicos,
digélicos, etc., como puede irse comprobando sifnplemente con el reacti-
vo de Fehling, y en estas circunstancias el nimero de bacterias aumenta,
como puede apreciarse en el grafico; si estas circunstancias se prolon-
gasen, es posible que el nlimero de bacterias aumentase grandemente;
pero esto no ocurre en la practica, pues un liquido que no tiene, ya pro- -
piedades curtientes y que puede permitir el desarrollo de microorganis-
mos que estropearian las pieles, no interesa en la industria y es dese-
chado. : Ce : .

Nosotros hemos intentado en el laboratorto comprobar la actividad .
antibiética o antiséptica de los taninos frente a diversas bacterias, y pro-
bamos con el procedimiento del papel impregnado en tanino, que colo-
camos sobre una placa de agar comun sembrada; pero tuvimos la sor-
presa de que no inhibia el crecimiento, sino que, per el contrario, en
algunos casos, sobre todo en los taninos .antiguos, muy hidroliiados, fa-
vorecia dicho crecimiento, microfctografia nim. 1, y comprobamos que
era debido a la glucosa que contenfan estos taninos muy hidrolizados.
También comprobamos que la falta de actividad antibacteriana de los
taninos determinados por este procedimiento era debida a una precipi-
tacién que se originaba entre el tanino y el agar comun. Cambiamos el
procedimiento, y utilizamos tubos que contenian 5 c. c. de tanino estéril
al autoclave; en dichos tubos ponfamos en el fondo un asa bien cargada
de distintas bacterias, y posteriormente regembramos de estos tubos a
las seis, doce, veinticuatro horas y en dias sucesivos en caldo comun.
Con este procedimiento determinamos que las bacterias terminan des-
apareciendo, pero no de una manera instantanea, dependiendo del tipo de
- bacteria, concentracién de tanino, etc. En el laboratorio, sin ' que la con-
centracién de tanino disminuya por la curticién y en concentraciones
y temperaturas relativamente elevadas, se pueden hacer no viables has-
ta las esporas.

CONSIDERACIONES

En el proceso de curticién hay unas fases en que las pieles se encuen-
tran asépticas o casi asépticas, como son el depilado, encalado y curticién
con taninos propiamente dicha; por el contrario, existen otras en que el
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ntmero de gérmenes puede ser muy gi‘ande, como el rendido y labrado
"que hemos descrito. En las fases en que el ntimero de bacterias puede
alcanzar gran proporcion, hay que tener cuidado, pues las pieles pueden
estropearse; en cambio, no hay ningtn peligro en las otras, salvo en el
encallado, que pueden destruirse también por una accién puramente
quimica. ‘ e ,

En cuanto a la transmisién de enfermedades por las pieles curtidas,
tales como las procedentes de animales tuberculosos, las que proceden
de animales que estuvieran padeciendo alguna enfermedad por bruce-
las, carbunco, entre otras; si las pieles han sido depiladas y encaladas,
no existe ningtn peligro, aunque procedan de animales carburncosos;
por el contrario, las pieles curtidas en la modalidad peletera es posible
que lleven esporas viables después de la curticién si procedian de ani-
males enfermos. En cuanto a otras bacterias menos resistentes, es muy
probable que la accién exclusiva de los taninos sea suficiente para ex-
terminarlas. ‘ : :

Agradecemos al sefior Monero la valiosa ayuda que nos ha prestado
en la parte fofogréfica de éste trabajo.

RESUMEN

‘En el presente trabajo se hace un estudio bacteriolégico de los ta-
ninos y de las distintas fases del proceso de curticién con los mismos.
En la palomina, material empleado en una de las fases de la curticion,
estudiamos una colonia de aspecto gelatinoso, que muestra unas formas
especiales, intermedias entre bacterias y levaduras.

SUMMARY
In the present communication a bacteriological study of tannins has
been made. The different stages of the tanning procedure has been exa-
mined. From a sample of pigeon-dung, used in one of the stages of tann-
ing a gelatinous colony was isolated and studied. This‘f,gelatinous colony
show special intermediate forms between bacteria and yeast.
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MICROFOTO 1.

Placa de Escherichia coli con muestras de taninos.
: 2/3 del natural.

MICROFOTO 2.

Preparacion de palomina. Coloraciéon de Gram.
Aumento: 1.200.



MICROFOTO 3.
Micrococcus freudenreichii aislado de palomina.
Aumento: 1.200.

MICRO¥OTO 4.

Preparacién de la colonia gelatinosa de palomina en
agar-malta, Primera resiembra. Aumento: 1.200.



MICROFOTO 3.

Preparacién de la colonia gelatinosa de palomina en
agar-malta. Segunda resiembra. Aumento: 1.200.

MICROFOTO 6.

Preparacion de la colonia gelatinosa de palomina en
agar-malta. Después de varias resiembras. Aumen-
to: 1.200.
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‘Estudiando la flora anaerobia de una tierra procedente de Villafran-
ca de los Barros, provincia de Badajoz, guardada en el laboratorio du-
rante dos afios a la temperatura ambiente, hemos conseguido aislar un
germen cuyos caracteres son los siguientes:

Habitat: Aislado de la tierra. No han pOdldO proporcionarnos nin-
gun otro dato.

‘ Morfologia: Bastones de extremos redondeados; 3,9—7 X 1 micras.
Mévil, con flagelos peritricos; aparece primero un flagelo en uno de los
extremos, mas tarde pasa a ser lofotrico y, por Gltimo, rodean a toda la
bacteria. Esporas clostridianas subterminales y centrales; tamafio de la
espora: 2,3 X 1,3 micras. Gram-positivo.

Fisiologia: Anaerobio estricto. Temperatura ‘éptima: 37° C. Resiste
cinco minutos a 100° y muere a los diez minutos a la misma temperatura.
Reductor: reduce la safranina a las diecinueve haras de cultivo y el rojo
neutro a las cuarenta y ocho horas.

Cultivos: Gaségenos y de olor puttido.

Agar profundo: Conolias algodonosas, blancas, de 3 a- 4 micras de di&-
metro; gas.

Gelatina: Licuacién a las veinticuatro horas de la siembra.

Leche: Coagulacién y digestién a los cuatro dias.

Caldo VF. con higado: Ennegrecimiento a las cuarenta y ocho horas;
digestion total a los cinco dias de cultivo.

[ d
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Caldo VF. con clara-de huevo coagulada: Digestién total.

Caldo VF. con cerebro: No atacado. ‘

Caldo VF. con fibrina® Digestién total, diez dias después de la siembra.

Caldo VF. con suero coagulado: Digestién tot'all a los diez dias Ae
cultivo.

Glicidos: Fermenta la glucosa, la maltosa y la levulosa.

Bioguimica: Reduce los nitratos a nitritos, los sulfitos a sulfuros. Pro-
duce NH,, SH,, aminas volatiles, aldehidos, cetonas y metacresol; &ci-
dos isovaleridnico y propiénico en la proporcién 1/5.

Poder patégeno: Nulo, ni toxina ni hemolisina.

El género Clostridium, tercero de la familia Clostridiaceae, esta inte-
grado actualmente por 74 especies distribuidas en ocho subgrupos natu-
rales, que presenta, cada uno entre ellos, caracteres fisiolégicos y paté-
genos bien definidos. Estos grupos Prévot los considera como subgéneros.

La bacteria que nosotros estudiamos se diferencia de las que forman
el subgénero I, Clostridium butiricum, fundamentalmente por no pro-
ducir 4cidos butirico ni acético, cardcter fundamental del subgénero vy,
ademas, por ser un proteolitico activo.

Del subgénero 11, CI. naviculum, por ser todas las especies incluidas
en él celiuloliticas, amiloliticas y no proteoliticas, como caracteres gene-
rales.

Del subgénero 111, Cl. felsineum, bacterias del enriado, con caracte-
res fisiolégicos y bioquimicos totalmente distintos a los del germen que
nos ocupa.

Del subgénero IV, C. sépticum, del V, Cl. novii, y del VI, Cl. botuli-
num, esencialmente por no ser patégeno.

Del subgénero VI1I, Cl. espordgenes, variantes A y B de Mechnikoff,
no patégenas y proteoliticas, por su morfologia y fisiologia. La bioquimi-
ca no se ha estudiado en estas variantes, pero de la correspondiente a 12
especie tipo se diferencia por no producir ni acético, ni butirico, ni lacti-
co, caracter de Cl. espordgenes, y, ademaés, la bacteria que estudlamoq
elabora aminas volatiles, aldehidos, cetonas y metacresol.

Se distingue de los organismos del subgénero VIII, Cl fallax, por ro
ser patégeno y si proteolitico.

Como consecuencia, creemos oportuno incluirlo en el grupo residual
de Prévot,lGrupo IX, Clostridium, que no entran en los subgéneros pre-
cedentes, y en el que incluyen 13 especies distintas repartidas en dos
subgrupos, seglin sean o no cromoégenas.
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Las especies no cromdégenas, entre las cuales puede colocarse la bac-
teria que estudiamos, son cuatro, cuyos caracteres, como resumimos pos-
teriormente, son bien distintes a los que presenta el germen que nosotros
aislamos. ,

Se diferencia del Cl. lactopropilbutilicum porque éste no ataca la ge-

“latina ni la leche y produce acido lactico, alcohol propilico y butilico.

Del Cl. innominatum, bacteria no proteolifica ni gelatinolitica, no re-
ductora de nitratos, y dando como productos metabélicos acetoina, aci-
do acético, butirico y lactico.

Del Cl. hastiforme, no proteolitico, no glucidolitico ni reductor de ni-
tratos; con fermentacién férmica-butirica-lactica.

Del Cl. tonkinensis, por su fisiologia y morfologia, bacteria no proteo-
litica; glucidolitica y hemolitica activa; no reductora de nitratos y dan-
do como productos de fermentacién acidos acético, butirico y lactico.

Por cuanto llevamos dicho, y teniendo en cuenta los caracteres de
la bacteria aislada, expuestos en un principio, nos parece correcto in-

. cluirle en el grupo IX de los Clostridium, con las especies no cromégenas
y gaségenas, para el cual proponemos el nombre de Clostridium albumi-
nolyticum nov. sp. ‘

El germen i’igura con el nimero 1 en la coleccién del Instituto «Jaime
Ferran», de Microbiologia del C. S. I. C., Seccién de Biologia Microbiana
(Anaerobios). :

RESUMEN

Se aisla de una tierra una bacteria que pertenece al género Clostri-
dium. Estudiados sus caracteres morfolégicos, fisiolégicos y bioquimicos,
nos parece debe incluirse en el grupo IX de Prévot entre las especies no
cromogenas.

Se distingue de todas estas especies por ser un proteolitico activo y
por los productos de su metabolismo.

Por todo ello la consideramos como una especie nueva no estud1ada
para la que proponemos el nombre de Clostridium albuminolyticum.

SUMMARY

A Dbacterium belonging to the genera Clostridium has been isolated
from a sample of soil. Its cultural, morphological, physiological and bio-
chemical characteristics were studied.
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We believe it should be included into Prévot’s IX group amid the
non chromogenic. '

This species is distinguished by its great ‘prote‘olitical activity and
the products of its metabolism.

We consider this bacterium as a new strain for which we propose
the name Clostridium albuminolyticum.
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MicroroToS 1, 2, 3, y 4.

Clostridium albuminolyticum. Tincién de flagelos segin el método de Casares-Gil,

modificacién de S. Levenson. En las primeras horas de cultivo el germen presenta

un solo flagelo; a las veinticuatro horas pasa a ser lofotrico, y a partir de enton-
ces predominan las formas peritricas con flagelos dificiles de tefiir.



MICROFOTO 5.
. Lo . .
Clostridium albuminolyticum. Tincién de esporas segun el método
de Alessandrini.
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CONTRIBUCION AL ESTUDIO DE LA ACCION DE LA LUZ
ULTRAVIOLETA SOBRE LOS-NEUMOCOCOS

POR

A. GUERRA SABATER

La accién de la luz ultravioleta como agente mutagénico ha sido es-
tudiada en los mas diversos aspectos. Asi, entre otros, se ha empleado
en la produccién de pigmentos en bactefias, en la obtencién de cepas
bacterianas bioquimicamente deficientes, para lograr cepas resistentes
a los bacteritfagos. Se ha investigado también su accién a través de los
caldos de cultivo, y recientemente se emplean para la obtencién de las
formas L. ’

El tema de estudio del presente trabajo ha versado sobre la accién
que la luz ultravioleta ejerce en’el neumococo, pero no solamente desde
un punto de vista del efecto letal, sino principalmente del mutagénico,
para estudiar si alguna de lag cualidades mutantes, y en caso de que se
presenten, se aproximan a las propiedades de un tipo distinto dentro de
la misma especie o a las caracteristicas de especies afines.

Para ello hemos trabajado primero con neumococos liofilizados (ti-
pos 3y 36) y después con neumococos aislados de esputos (tipos 14 y 42),
empleando siempre el mismo método de irradiacién y comparando los
resultados obtenidos. '

METODOS DE IRRADIACION
Preparamos una emulsion con suero fisiol6gico de un cultivo de neu-
mococos de veinticuatro horas y la agitamos durante cuatro ‘horas a

quinientas sacudidas por minuto. Esta agitacién tiene por objeto dis-

1
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gregar los gérmenes para separar cadenas y diplos a fin de obtener una
suspension uniforme y que los rayos ultravioletas actien sobre cocos
aislados, y para que los supervivientes nos den <colonias procedentes
de un solo germen.

A partlr de esta emulsién preparamos una suspensién de concentra-
cién inferior a 1.000 gérmenes por centimetro.ctbico. Trabajamos con
emulsiones tan diluidas para evitar que los gérmenes sirvan de panta-
lla los unos a los otros, y asi puedan recibir todos ellos los efectos da
los rayos ultravioleta a las mismas dosis.

Irradiamos 5 c. c. de esta suspensién durante sesenta segundos, sem-
brando después 0,5 c. c. de la misma en placa agar Truche.

El resto. lo irradiamos veinte segundos més, separando también
0,5 c. c. para siembra.

Por tercera y tltima vez repetimos las mismas operacmnes para ob-
tener los neumococos irradiados a 110 segundos.

Mientras dura la irradiacién damos a la placa un movimiento sua-
ve de vaivén, para evitar que se superpongan los gérmenos y conseguir
que la accién de la luz ultravioleta sea uniforme en toda la masa. Por
la misma causa procuramos que quede una capa uniformemente exten-
dida, por lo que la placa debe estar completamente desengrasada para
evitar fenémenos de tensién superficial que impedirian que la emulsién
ocupara toda la superficie de la cipsula.

Al mismo tiempo preparamos una placa control con la suspensién sin
irradiar, que nos servirid para establecer el porcentaje de mortalidad o
efecto letal de la luz ultravioleta sobre las bacterias.

Una vez incubadas las placas observamos las caracteristicas morfo-
l6gicas de las colonias y picamos una de cada uno de los diversos tipos
que se presentan, sembrando en caldo Truche, suero. De estos cultivos
hacemos la tincién de Gram para observar las caracteristicas morfols-
gicas del germen y controlar la pureza del cultivo.

Después de las resiembras correspondientes se hacen las pruebas
tipicas del neumococo: Neufeld, bilis y optoquina; las pruebas comple-
mentarias o de metabolismo con la fermentacién de los siguientes azi-
cares: glucosa, maltosa, lactosa, inulina, glicerol, sorbitol y manitol, in-
cluyendo también en este grupo la fermentacién de la leche tornasol.
Ademads, hacemos las pruebas tipicas de clasificacién de estreptococos:
hemolisis, azul de metileno, pH 9,6, temperatura a 10° y cloruro sédico
6,5 por 100, y por ultimo la prueba de virulencia.
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La lampara de la casa Wander, de Suiza, usada en las irradiaciones,
es tipo Belmag, y tiene una zona espectral que va desde los 2.400 hasta
los 4.800 Amstrongs. Por consiguiente, comprende las radiaciones més
bactericidas de longitud de onda de 2.600 a 2.700 Amstrong, y parte de la
zona de radiaciones mas mutagénicas de longitud de onda 1.900 a 2.500
Amstrong. La intensidad relativa de las radiaciones mutagénicas y de
las bactericidas alcanza s6lo un 23 por 100. Por esta razén todas las irra-
.diaciones se efectuaron a la pequeiia distancia de 25 cms. del tubo de va-
pores de mercurio fuente de los rayos ultravioleta.

RESUMEN DEL TRABAJO REALIZADO Y RESULTADOS
’ OBTENIDOS

Después'de la primera irradiacién de tanteo, se irradiaron todas las
cepas en tres tiempos distintos de 70, 90 y 110 segundos, para obtener
siempre una mortalidad superior a 90 por 100, a menos que las cepas
adquirieran gran resistencia a las irradiaciones, y al mismo tiempo con-
trolar esta resistencia.

Tipo 3.

Irradiando una cepa del tipo 3 con 92,7 por 100 de mortalidad, y
estudiando seis de las colonias supervivientes més representativas, en
dos de ellas se revel6 la reacciéon de Neufeld mucho méas intensa, en una
casi igual y en las otras més débil. La sensibilidad a la bilis es muy dé-
bil en dos, una de Neufeld méas positivo y otra de Neufeld menos posi-
tivo, y en las otras cuatro es totalmente nula. Es también nula en to-
das la sensibilidad a la optoquina. Las reacciones tipicas de los neumo-
cocos no se conservan, pierden o exaltan paralelamente, sino que
mientras en la colonia primera la reaccién de Neufeld se hace mas po-
sitiva, se pierde totalmente la sensibilidad a la bilis y a la optoquina y
se adquiere resistencia a ambos agentes. Probada la virulencia para el
ratén, Mus musculus, lo mata a las veinticuatro horas. En cambio, la
colonia segunda, también mas positiva al Neufeld, algo positiva a la
bilis y negativa a la optoquina, no es virulenta para el ratén al primer
pase, pero recupera su virulencia en el segundo, cuando ya habia per-
dido totalmente su sensibilidad a la bilis.
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Los gérmenes de la colonia cuarta, después de su pase por ratén, se
muestran débilmente positivos a la bilis. Se los pasé por segunda vez
por ratén y se comprohé la pérdida total de la sensibilidad a la bilis.

Tenemos aqui gérmenes perfectamente virulentos para el ratén, que
~ son totalmente insensibles a la bilis y a la optoquina, contra lo que afir-
maron Neufeld y Hendel. .

Paralelamente a estas pruebas tipicas, perdieron la capacidad de fer-
mentar la inulina y la leche tornasol, a pesar de los pases por ratén.
En la maltosa, sacarosa y lactosa no se vié variacion.

. ) VIRULENCIA PARA EL RATON
. Txelnpo Col. | Nrufeld| Bilis | Opto. -
|| irradia; : ler, pase : 2° pase 3.° pase
o + |+ |+
‘ 1107 | 1a | =« | = | —
! Sacrif. Bilis Muere ‘Bilis
" 28 |+ 4| = - 48 h. Opto. 24 h. Opto.
! 3a | = &= | —
|
| PO I _ Muere Bilis Muere Bilis Muere Bilis
) ! 24 h. Opto. 24 h. Opto. 48 h. Opto.
j 5.a == ES ==

6.2 jt - —

Tipo 36.

En la irradiacién del tipo 36 de tres colonias estudiadas, que presen-
tan todas reaccién de Neufeld muy débil, dos conservan la sensibilidad
a la bilis y una la pierde, la tercera, y a la optoquina dos son totalmente

Tiempo | (o), |Neufeld | Bilis | Ogto.

irradin,
07 + |+
11077 | 1a =+ -+ —
2.2 . + =
“Inocul. .
3.a -k — — ratén. Bilis

Sacrif. 48 h, OPto-
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ingsensibles y una muy débilmente sensible. Un pase por ratén no altera
la negatividad a la bilis de la colonia 3. La fermentacién de la inulina
y lactosa se hacen negativas.

Tipo 14.

Las dos cepas anteriores se conservahan liofilizadas. La del tipo 14
.se aislé para la irradiacién y las seis colonias estudiadas se mostraron
negativas al Neufeld, tres insensibles a la bilis y tres muy ligeramente
sensibles, cinco insensibles a la optoquina y una muy ligeramente sen-
sible. La pérdida de las cualidades tipicas de neumococos a la primera.
irradiacién no dependia de que las cepas hubieran sido conservadas lar-
go tiempo liofilizadas. ‘

- Tipo colonius
| Tiempo Col, Ncufeld| Bilis Opto,
I irradia. Forma | Bordes | Superficie

| 0” huso | lisos | lisa + -+ +
{j 1107 la | huso | lisos | lisa — — —
‘ 2. | redon| lisos | rugosa — — | —
3.2 | oval. | lisos | lisa — — —

4.2 | hivalvai | lisos | lisa —

1
I

i
l

6.2 | rifion| lisos | lisa _

I+
l

’ 52 | huso | lisos | lisa _

Tipo 42.

Se aisl6 otra cepa, tipo 42, para irradiarla en serie (seis irradiaciones
sucesivas), realizando en conjunto unas 5.000 pruebas y con los resulta-
dos siguientes: Tras la primera irradiacién, observamos la pérdida de
positividad en las pruebas de Neufeld, bilis, optoquina,, inulina y leche
tornasol. Resultado paralelo a los anteriores.

En la segunda irradiaciéon aparecen ya colonias rugosas e irregula-
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res. Las reacciones de Neufeld, bilis. y optoquina son negativas, como
las de virulencia para ocho de las colonias estudiadas, mientras para
dos, una lisa y una rugosa, es positiva. Es de notar la virulencia de esta
colonia rugosa; hecho que veremos confirmado regularmente en las
‘posteriores experiencias.

En cambio, la fermentacion de la inulina y de la lactosa, negativas

J

después de la primera, son positivas después de la segunda irradiacién.

?r'rc:r;f): Col. |Neufeld| Bilis | Opto. | Inul. | Gluc. | Lact. | Malt, | Leche

0" S B A I B S
1107 | 1a | =+ — — — -+ — | + =
2.2 — — — — - E= - ==

Azul met, 0,1°/, | Temp. 10° pH 9.6 CINa Hemolisis =

=25

==

0 _ — — — — _—% =3

==

=8

107 | 18 + + - + + |EE

S8

2.8 + -+ ' + | —}: -+ =)

Otra novedad de estas primeras irradiaciones es que las pruebas de
clasificacién de grupos de estreptococos verificadas desde el comienzo
de la irradiacién en serie de este tipo por sospechar una evolucién po-
sible hacia los estreptococos, y que antes de la primera irradiacién eran
totalmente negativas, se hacen totalmente positivas después de aquélla,
conservandose en esta segunda, como si caminaran hacia el grupo de
enterococos; incluso la hemolisis, que era negativa, se hace claramente
positiva. ' '

En la tercera irradiacion siguen apareciendo colonias rugosas, que
en sus reacciones se comportan como las lisas. De las 32 colonias estu-
diadas, 27 son totalmente negativas al Neufeld y cinco muy débilmente
positivas. Una sola es ligeramente sensible a la bilis; en cambio, 24 son
claramente positivas a la optoquina, tres débilmente positivas y cinco
claramente negativas. Se ha recuperado en la mayor parte la positividad
de la optoquina. La fermentacién de la inulina en todas las colonias vuel-
ve a ser negativa como antes de la segunda irradiacién, mientras que

6 -
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en todas se vuelve negativa la glicerina. Las prueb‘as de grupos de es-
treptococos siguen positivas, sefialando hacia el grupo enterococo.

En esta irradiacién aparecen ademaés los gérmenes mucho maéas re-
sistentes a las irradiaciones con una mortalidad baja a 90” de irradia-
cién, muchas con mortalidad inferior a 90 por 100 a 110”. En uno es sélo
de 77,8 por 100. o :

Tras esta irradiacién empiezan a aparecer las cadenas largas al modo
de los estreptococos. :

En la cuarta irradiacion, ocho de las 32 colonias estudiadas presen-
tan una reaccién positiva débil al Neufeld ; las restantes, negativas; las .
32 son totalmente resistentes a la bilis; en cambio, 18 son sensibles a
la optoquina y 13 insensibles (la recuperacién de la sensibilidad a la
optoquina persiste en su mayor parte); 15 son virulentas para el ratén
y 17 avirulenas; de las 15 virulentas para el ratén, nueve son insensi-
bles a la optoquina, seis son negativas al Neufeld y todas insensibles a
la bilis.

La fermentacién de la inulina vuelve a ser positiva con dos unicas
excepciones, mientras la leche, la lactosa y la glicerina permanecen ne-
gativas. ; ’

Las pruebas de grupo de estreptococos siguen positivas como en
enterococos.

En esta cuarta irradiacién, de propésito, se picaron solamente colo-
nias lisas y tipicas, para poder observar si aparecian de nuevo las rugo-
sas en lag irradiaciones siguientes. .

En la quinta irradiacion se picaron de cada placa las colonias de dis-
tinto tipo, en total 52, y con ellas se hizo la prueba de Neufeld, primero
con los sueros de grupo (por si se hubieran alterado en las cinco irra-
diaciones en serie los factores capsulares), v luego las especificas, o sea
una clasificacién completa de tipo de todas ellas, para excluir que la
negatividad dominante de la prueba de Neufeld se debiera a cambios
semejantes de tipo. Las reacciones de grupo fueron sélo débilmente po-
sitivas 'en lmieve cepas y s6lo en el grupo que incluye el tipo 42; las
restantes fueron totalmente negativas. Las reacciones con el suero es-
pecifico del tipo 42 y los demas sueros especificos de su grupo, fueron
totalmente negativas en todas las cepas. Se habjan perdido ya definiti-
vamente los factores capsulares de especificidad de_tipo.

Este dato concuerda con la evolucién de las otras pruebas tipicas de
neumococos, ya que en todas se aflanza rdpidamente una resistencia e

T
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insensibilidad a los agentes que antes obraban enérgicamente sobre
ellos: bilis, optoquina, sueros aglutitinantes y de hinchamiento cap-
sular. La sensibilidad a la bilis fué nula en tedas, y también a la opto-
quina. Desaparecié de nuevo la sensibilidad a este agente, que se habia
recuperado en gran parte tras las irradiaciones tercera y cuarta.

La capacidad para fermentar la inulina se conserva en todas, excep-
to en nueve, mientras permanece negativa la fermentacién de la leche
tornasol, de la lactosa y de la glicerina. Sélo cuatro cepas llegan a fer-
mentar esta tltima.

Las pruebas de grupo de estreptococos siguen invariablemente po-
sitivas.

Aparecen de nuevo las colonias rugosas en casi todas las placas irra-
diadas. . ) .

En la sexta y ultima irradiacion se estudiaron 158 colonias, 39 de ellas
eran rugosas y otras seis o siete irregulares. La reaccién de Neufeld fué
negativa en 147 colonias y débilmente positiva en 11, dos de ellas ru-
gosas. La insensibilidad en la bilis fué total en todas. La sensibilidad a
la optoquina reaparecié en 11 colonias, tres de ellas rugosas, todas con
reaccién de Neufeld negativa. Con ocho colonias rugosas se hizo la prue-
ba de virulencia, siendo positiva a las veinticuatro horas en dos casos;
a las cuarenta y ocho, en uno; a los cinco dias, en dos, y totalmente ne
gativa en tres.

La fermentaciéon de la inulina, que se hizo negativa tras la primera
irradiacién, positiva en la segunda, negativa de nuevo en la tercera, po-
sitiva en la cuarta, y se conservé positiva en la quinta, excepto en nueve
de las 52 colonias estudiadas, vuelve a hacerse negativa total en 145 co-
lonias, positiva muy débil en 11 y positiva clara en dos.

La lactosa, leche tornasol y glicerina son totalmente negativas des-
de la tercera irradiacién, salvo la glicerina, que es positiva en pocas
colonias de la quinta irradiacién. : ,

La fermentacién de la glucosa y de la sorbita que fué positiva en las
irradiaciones primera y segunda, se hizo negativa en un tercio de las
colonias en la irradiacién tercera, volvié a ser casi totalmente positiva
en la cuarta, se hizo'negativa en un 10 por 100 en la quinta y en un
17 por 100 en la sexfa. La maltosa se conservé positiva a través de to-
das las irradiaciones y la manita negativa hasta la cuarta irradiacién;
se hace positiva en la quinta en un 10 por 100 y en la sexta las colonias
positivas llegan a un 36 por 100. Teniendo en cuenta la variacién espon-
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tdnea de la fermentacién de azdcares en los neumococos, llama la aten-
cién el paso stubito y casi total en una irradiacién de positivo a negativo.
y viceversa, precisamente en la inulina, que de ordinario es fermentada
por estos gérmenes, la constancia con que fermenté la maltosa a través
de todas las irradiaciones y la progresiva fermentacién de la manita, que
ordinariamente no es fermentada. A v

Las pruebas de grupo de estreptococos han sido en todas las colonias
invariablemente positivas, acercidndose a los enterococos. -

En la serie de irradiaciones del tipo 42 se ha ido desarrollando cier-
ta resistencia a la accién de las radiaciones ultravioleta. En la primera
y segunda irradiaciones con 90” se consiguié una mortalidad superior a
‘90 por 100, menos en una colonia, que fué sélo de 74,1 por 100. En ia
tercera las ocho colonias dan el porcentaje deseado sélo a los 110”. En
la cuarta irradiacién hay una baja de resistencia en un 25 por 100 de
colonias. En la quinta recuperan la resistencia un 99 por 100, y en ta
sexta el 100 por 100. ‘ ‘ ‘

Irradiando tipos de neumococos una sola vez en cuatro cepas de cua-
tro tipos distintos, no se observé cambio apreciable en la morfologia
de las colonias, siendo todas, salvo rara excepcién, normales. En cam-
bio, en las irradiaciones en serie del tipo 42, a partir de la segunda irra-
diacién, se observaron gran ntmero de colonias de su superficie granu-
lada o rugosa, llegando a un 40 por 100 en la sexta irradiacién.

Paralelamente se fueron observando otras colonias, aunque menos
numerosas, que, aunque conservaban la superficie lisa, tenfan formas
algo irregulares y eran de tamafio mayor, incluso siéndolo también en
muchos casos las de superficie granulada y rugosa.

Vemos, pues, aumentada casi siempre la vitalidad de las colonias
formadas por los gérmenes que sobreviven a la accién de los rayos ul-
travicleta, aun en los de colonias rugosas. )

En la morfologia individual de los gérmenes que las componen tam-
poco se observan cambios apreciables en los diversos tipos con una sola
irradiacién. En cambio, en las irradiacicnes en serie vemos una ten-
déncia progresiva a la formacién de cadenas muy largas (véase micro-
fotografia final), a partir de la tercera irradiacién. En esta tercera forman
cadenas largas un 18,75 por 100 de las colonias estudiadas; en la cuar-
ta, un 25 por 100; en la quinta, un 13,46, y en la sexta, un 29,68 por 100.
Una cuarta parte de las de la sexta irradiacién forman cadenas muy
largas, como las més largas de los estreptococos. Estas cadenas estan
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formadas por diplos bastante tipicos y envueltas con cépsula bien for-
mada comun, como pueden verse en las microfotografias ntms. 2 y 5.
En algunas de estas cadenas los diplos estdn formados por cocos mas
redondeados al estilo de los estreptococos. '

Ademaés, se han observado en las tultimas irradiaciones de la serie
algunas colonias en que abundan los cocos redondos agrupados al estilo
de los estafilococos. En la sexta irradiacién alcanzan a un 21,7 por 100
de los colonias rugosas.

En el conjunto de las pruebas, las colonias rugosas conservan su vi-
rulencia en un 50 por 100, casi igual que las lisas.

CONCLUSIONES

1. Con una sola irradiacién, apenas cambia la morfologia de los ti-
pos de neumococos; ni en la de la colonia, ni en la de los gérmenes que la
componen observamos cambios apreciables.

2. En irradiaciones seriadas aparecen colonias rugosas y granula-
das que se parecen mucho a las de estreptococos, y ello en proporcién
creciente.

3. En irradiaciones seriadas los neumococos adoptan progresiva-
mente la agrupacién en cadenas largas al estilo de los estreptococos mas
tipicos. Estas cadenas, sin embargo, estdn formadas por diplococos tipi-
cos, envueltos en capsula comtn o toda la cadena. En algunas se redon-
dean notablemente los cocos que las componen. ‘

4. Las colonias rugosas, tras repetidas irradiaciones, forman con
relativa frecuencia cocos redondos agrupados en masas irregulares de
tipo de estafilococo. Pero, aun entonces, forman cédpsula bien desarrolla-
da de ley ordinaria. v

5. La respuesta de los neumococos irradiados a las reacciones ca-
racterisficas y tipicas de los mismos, no siempre es paralela en todas
ellas. Se pueden volver totalmente negativas unas, siguiendo positivas
otras.

6. En particular, hemos comprobado que, contra lo afirmado por
Neufeld y Hendel, neumococos totalmente resistentes a la bilis, e inclu-
so a la optoquina, pueden ser muy virulentos.

7. Desde la primera irradiacién se observa la pérdida constante de
la sensibilidad a la bilis, que no se recupera en irradiaciones seriadas.

10
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8. También se pierde-ripidamente la sensibilidad a la optoquina;
pero ésta ‘se puede recuperar a través de nuevas irradiaciones y perder-
se de nuevo, al igual que la fermentacién de la inulina, volverse a per-
der y volverse a recuperar asi sucesivamente.

9. La virulencia para el ratén, Mus musculus, puede perderse y re-
cuperarse en sucesivag irradiaciones, independientemente de la sensibi-
lidad a la bilis y a la optoquina, y de la variacién de colonias de lisas
a rugosas, y viceversa. El mayor grado de conservacién y recuperaciéon.
de esta virulencia dependerd, naturalmente, también del tipo de neu-
.mococo de que se trate.

10. La reaccién capsular de Neufeld puede exaltarse a través de
irradiaciones, especialmente en el tipo 3; pero, de ordinario, se hace
muy pronto débil y se pierde.

11. Los neumococos que sobreviven a las irradiaciones adquieren
rapidamente resistencia a los agentes a los que antes eran especialmen-
te sensibles, como los sueros capsulares, la bilis y la optoquina. Esto
explica por qué las reacciones tipicas de los neumococos se hacen nega-
tivas. También desarrollan lentamente resistencia a fos mismos rayos
ultravioleta, siendo necesario mayores dosis de irradiaciéon para el mis
mo porcentaje de mortalidad en las mismas condiciones.

12. La progresiva variacién morfolégica de colonias y gérmenes a
través de irradiaciones seriadas camina hacia el tipo morfolégico de los
estreptococos, y las pruebas bioquimicas de grupo de éstos son como las
del grupo enterococo. En estas pruebas bioquimicas observamos una
mutacién permanente a través de cinco irradiaciones y decenas de re-
siembras.

13. En irradiaciones en serie de neumococos hasta seis, no cambia
el poder de fermentar la maltosa; en cambio aparece lentamente la ca-
pacidad de fermentar la manita. En la fermentacién de la inulina se
dan cambios bruscos de positivo a negativo, y viceversa. En otros azu-
cares se observa la variabilidad propia de los neumococos.

14. La eficiencia de las irradiaciones no es proporcional a la dilucién
de las suspensiones. Hay una concentraciéon éptima de gérmenes en las

emulsiones, en la que las dosis de irradiacién obtienen la maéxima efi-
ciencia. ‘

11
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RESUMEN

Sometiendo suspensiones de neumococos, de concentracién inferior
a 1.000 gérmenes por centimetro ciibico, a la accién de la luz ultravic-
leta durante setenta, noventa y ciento diez segundos, se observa que:
Con una sola irradiacién apenas cambia la morfologia de los tipos de
neumococos; se pierde, en cambio, la sensibilidad a la bilis, no presen-
tando una variacién fija las reacciones de hinchamiento capsular y d=
aglutinacién y la sensibilidad a la optoquina.

En irradiaciones seriadas se presentan cada vez mas colonias rugo-
sas y granuladas parecidas a las de estreptococos, y tanto en las lisas
como en las rugosas los neumococos adoptan progresivamente la agru-
pacién en cadenas largas al estilo de aquéllos. Otras colonias rugosas,
tras repetidas irradiaciones, forman cocos redondos agrupados en ma-
sas irregulares de tipo de estafilococos, aunque las pruebas de grupo de
estreptococos parecen sefialar al grupo enterococo.

Las reacciones tipicas de los neumococos en irradiaciones seriadas
van perdiendo sucesivamente la posibilidad, ‘pero no paralelamente.
Mientras se pierde definitivamente la sensibilidad a la -bilis a partir de
la segunda irradiacién, la sensibilidad a la optoquma se plerde para re-
cuperarse y perderse de nuevo.

Tampoco sigue una evolucién fija la virulencia, ya que coloniag lisas:
son avirulentas y rugosas virulentas, independientemente de la sensi-
bilidad a la bilis y a la optoquina.

SUMMARY

In this paper is realized a study of pneumococcus suspensions—in a
lower concentration as 1.000 germs/c. c.—using ultraviolet lamp durmg
60, 90 and 110 seconds of time.

The author uses in this work microorganisms isolated from patho-
logical products and lyophilized pneumococcus and describes the modi-
fications examined in morphology, virulence and characteristic reac-
tions of these germs.

12
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Forto 1.
Aumento 3000. Cepa original. Diploco-
cos aislados caracteristicos.

Foro 2.
Aumento 3000. 4.» irradiacién. Colonia fusiforme.
Cadenas largas de diplococos redondeados.

Foro 3.
Aumento 3000. 5.2 irradiacién. Colonia redonda.
Cadenas muy largas de diplococos redondos.



~Foro 4.
Aumento 2500. 63 irradiacion. Colonia
fusiforme. Cadenas largas de diplo-
COCOS.

Foro 5.
Aumento 3.000. 6.2 irradiacién. Colonia
ovalada. Cadenas largas de diplococos
redondos.



