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INSTITUTO «JAIME FERRAN», DE MICROBIOLOGIA
SECCION DE SANTIAGO DE COMPOSTELA

ESTUDIOS SOBRE EL METABOLISMO
DE LOS ACIDOS NUCLEICOS EN LAS BACTERIAS

IV. Influencia de algunos factores sobre la actividad enzimitica

de filtrados de bacterias en el icido ribonucleico (ARN)

POR
Ramona VAAMONDE FERNANDEZ y Benito REGUEIRO VARELA

INTRODUCCION

Si se aflade una bacteria a un medio de cultivo apto para su desarro-
llo, éste pasa por una serie de fases que se pueden representar grafica-
mente como una “curva de crecimiento”. Asi lo hicieron R. Vaamonde
y B. Regueiro (1) con Escherichia coli y Sarcina lutea, para después de-
terminar, por una modificacién original del método de Schmidt y Thann-
hauser, el contenido de &4cidos nucleicos (ARN y ADN) en cada una
de las diferentes fases de la curva de crecimiento y establecer relaciones
de biosintesis. ‘ .

Sabiendo que los componentes celulares de una. bacteria se originan
a partir de los elementos presentes en el medio de cultivo, R. Vaamonde
v B. Regueiro (2), estudian la formacién de los 4cidos nucleicos del
Escherichia coli en un medio sintético, para observar la influencia
que los componentes del mismo tienen en dicha biosintesis, demostrando
que el magnesio, en el caso del ARN y ADN, y el hierro, en el caso
del ARN, juegan un papel fundamental, seguramente por formar: parte
de la molécula de algunas enzimas que toman parte en la biosintesis d
los citados acidos nucleicos. Durante las fases de crecimiento de las
bacterias, y al tiempo que ocurre la biosintesis de los acidos nucleicos,
existe una degradacién de los mismos por intermedio de una serie de
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enzimas hidrolizantes. R. Vaamonde y B. Regueiro (3) estudian estas
enzimas en su formacién durante las fases de crecimiento, y mis ade-
lante (4), la influencia que ejerce la composicién de un medio de cultivo
sintético en la formacién de estas enzimas por el Escherichia coli.

Diferentes factores fisicos, quimicos y bioldgicos influyen en la acti-
vidad de las enzimas anteriores. Los auteres tratan de estudiar en este
trabajo la influencia del tiempo de accion, de la cantidad de enzima,
pH, magnesio y hierro en la actividad de diversos filtrados bacteria-
nos sobre el cido ribonucleico (ARN); la actividad que se mide es la
fosfatasa y la ribonucleasa (RN-asa).

METODOS

Se utilizan en este trabajo cultivos en medio sintético y caldo comin
del Escherichia coli, y sblo en caldo comtin de la Sarcina lutea. Medios
y condiciones de crecimiento fueron dados en trabajo anterior (I).
Para determinar la actividad enzimitica de los filtrados se utiliza la
técnica modificada de P. W. Muggleton y M. Webb (5), dada en
detalle en trabajo anterior (3) y que, en resumen, consiste en lo siguien-
te: en un tubo se coloca ribonucleato sédico (substrato) y filtrado de
cultivo (enzima) con “buffer’ veronal y cloruro sédico; se pone a 37° C.
durante dos horas; después de enfriar se precipita el ARN no hidroli-
zado con reactivo MacFadyen y en el liquido se determina el fésforo in-
organico y total por el método de Fiske y Subbarow (6), y la ribosa por
el método de Mejbaum (7). Como testigo se utiliza una mezcla idéntica,
pero calentada previamente a 60° C. durante diez minutos para inactivar
las enzimas. La diferencia entre las dos determinaciones nos da la ac-
tividad enzimatica.

RESULTADOS

Utilizando los métodos. antes sefialados, vamos a determinar la in-
fluencia de los factores siguientes:

a) Influencia del tiempo de accion.
b) Influencia de la cantidad de enzima.

2



Metabolismo de los dcidos nucleicos en las bacterias. IV 3

c) Influencia del pH.
d) Influencia del magnesio.
e) Influencia del hierro.

En todas las determinaciones se utiliza 4cido ribonucleico (Schwarz
Inc.) como substrato y filtrado de cultivos en caldo comtn y medio sin-
tético como enzimas. El medio sintético (glucosa-sulfato amoénico-fosfa-
to monopotasico-fosfato dipotasico-sulfato de magnesio-sulfato de hierro)
se utiliza completo o sin alguno de los elementos no imprescindibles,
que son todos, a excepcion de la glucosa y sulfato amonico; segiin esto,
reciben las denominaciones siguientes: a), medio completo; b), medio sin
fosfato monopotdsico; c), medio sin fosfato dipotdsico; d), medio sin
inagnesio; e), medio sin hierro. Otras veces se usa como testigo una
ribonucleasa comercial pancreatica.

En todos los factores estudiados se mide la actividad fosfatasica (de-
terminaciones de fésforo inorgédnico) y la actividad ribonucledsica (de-
terminaciones de fésforo total y de ribosa); los resultados se expresan
en v/cm? liberadas por la enzima.

a) Influencia del tiempo de accidn

¥

En pruebas preliminares se habia observado que una RN-asa co-
mercial aumentaba su actividad con el tiempo de contacto con un subs-
trato especifico (ARN); interesaba conocer si las enzimas de filtrados
bacterianos eran también influidas por el tiempo de contacto con el
substrato. En todos los casos utilizamos ribonucleato sodico como subs-
trato y los filtrados indicados anteriormente (en el caso que se indica
coli, es cultivo de éste en caldo comin).

Los resultados obtenidos para actividad fosfatdsica se indican en la
figura 1. En la primera media hora se nota uma menor actividad de
los filtrados de medio sintético sin fosfatos o sin magnesio, pero a las
cuatro horas el maximo de actividad lo alcanzan los filtrados sin mag-
nesio, sin hierro o el caldo comnin.

Los resultados obtenidos para actividad ribonucledsica se indican en
la figura 2 en términos de fésforo total liberado, y en la 3, en términos
de ARN liberado. Suelen existir diferencias entre ambos resultados.

De acuerdo con el fésforo total, la actividad ribonucledsica aumenta
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en todos los casos hasta la primera media hora, permaneciendo después
estacionaria, a no ser en el caso de filtrados de medio sintético completo
que sigue subiendo hasta las dos horas. De acuerdo con el ARN liberado,
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se observa aumento de actividad a partir de la hora, en los casos de
filtrados de caldo comiin y de medio sintético sin magnesio o sin hierro.

b) Influencia de la cantidad de enzima

En pruebas preliminares se habia observado que la cantidad de
RN-asa comercial influia sobre su accién en el substrato especifico; ha-
biéndose en este caso fijado como Optimo 0,006 mg. de enzima para
1,0 mg. de substrato, interesaba conocer la cantidad éptima de filtrado
(enzima) que actuaba sobre la misma cantidad de substrato.

Los resultados obtenidos para activided fosfatdsica se indican en la
figura 4. Como es légico, cuanta mas cantidad de filtrado, mayor ac-
tividad se obtiene en todos los casos, a excepcion de los filtrados de

5
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caldo comtin de E. coli y S. lutea que, a su vez, dan menos actividad
que los filtrados de medios sintéticos.

Los resultados obtenidos para actiwidad ribonucledsica se indican en
la figura 5 en términos de fésforo total liberado, y en la 6 en términos
de ARN liberado. Existen diferencias entre ambos resultados.

De acuerdo con el fésforo total, la actividad ribonucledsica de todos

ARN /cm?

Figura 6

los filtrados de medio sintético es igual, aumentando hasta 0,5 cm®.
En cambio, la de los filtrados de caldo comtin de E. coli vy S. lutea, asi
como de un testigo de RN-asa comercial, aumenta, a medida que au-
menta la cantidad, siendo mucho mas bajas que las de medio smtetlco
sobre todo en el caso de E. coli.

De acuerdo con el ARN liberado, se observa aumento en todos los

casos a medida que aumenta la cantidad de filtrado (enzima), a excep-
cién del filtrado de caldo comin de E. coli.
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c) Influencia del pH

El pH es uno de los factores mis importantes que influyen en la
actividad de las enzimas. El pH puede variar durante la reaccién enzi-
ma-substrato; nosotros lo determinamos al principio y al final de la
reaccién, no observando diferencias importantes. Utilizamos para el
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pH 6, un “buffer” de ftalato acido de potasio M/5 con NaOH M/
y para los restantes pH, un “buffer” de veronal sédico 0,1M con CIH
0,IM. Los resultados obtenidos para la: actividad fosfatdsica se indican
en la figura 7. Se observa que la actividad fosfatisica de los filtrados
de caldo comtn de E. coli y S. lutea no se afectan por el pH de la reac-
cién, asi como los filtrados de medio sintético sin alguno de los fosfatos.
La actividad fosfatisica de un filtrado de medio sintético completo del

8
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coli tiene un 6ptimo de actividad a pH 7; el filtrado del medio sin mag-
nesio tiene un 6ptimo a pH 6 y sin hierro no se afecta entre 6 y $.
Los resultados obtenidos para actiwvidad ribonucledsica se indican en
la figura 8 en términos de foésforo total liberado, y en la g, en términos
de ARN liberado. Existen diferencias cuantitativas entre ambos resulta-
dos, pero en los dos casos se sefiala un 6ptimo de actividad a pH 7.

d) Influencia del ion magnesio

Ciertos iones pueden influir en la reaccidn enzima-substrato; nos
interesa conocer la influencia del magnesio y del hierro por considerar-
los importantes en los tipos de actividad enzimatica que estudiamos. Se
utiliza el método general sefialado, pero en este caso se afiade a la mez-
cla enzima-substrato 1 cm® de una solucién de sulfato de magnesio, que
equivale a 700 ¥ de SOsMg.

Los resultados finales de actividad, medidos en y/cm?, se recogen en
el cuadro 1.

Cuadro 1
Enzima - substrato ! a b c d e 1>E. coli | 8. lutea | RN-asa
P inor.: fosfatasa (sin Mg) ... 30 30 30 30 30 Lo 1,0
P inor.: fosfatasa (con Mg.) ... 20 40 20 30 40 L0 1,0
P total: RN-asa (sin Mg.) ... 80 80 8o 80 8o o0 o 30
P total: RIN-asa (con Mg.) ... 80 80 100 100 100 1,0 1,0
ARN, %: RN-asa (sin Mg.) ... 56,0 40,0 40,0 520 40,0 8,0 80 80

ARN, %: RiN-asa (con Mg)... o960 840 880 840 o920 160 120 80

En los resultados obtenidos para medir la actividad fosfatdsica son
tan ligeras las variaciones sefialadas que puede afirmarse que el magne-
sio no toma parte en la reacciéon enzima-substrato.

En cuanto a los resultados que se obtienen y que expresan la acti-
vidad ribonucledsica en fésforo total liberado, no se sefialan diferencias
que estén fuera del error de la determinacién; en cambio, si hay dife-
rencias cuando los resultados se expresan en ARN liberado. Se observa
un aumento general de actividad en todos los casos de filtrados, pero no
cuando se trata de RN-asa comercial.

10
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) Influencia del ion hierro

Las consideraciones que se hacian para el magnesio pueden aplicarse
para el hierro. Se utilizan los mismos métedos y se aflade a la mezcla
substrato-enzima 1 cm?® de una solucién de sulfato de hierro, que equi-
vale a 30 ¥ de SO4Fe.

Los resultados finales de actividad medidos en v/cm?® son los recogi-
gos en el cuadro 2. ‘

Cuadro 2
Enzima - substrato a b c d e |E.coli|S.lutea| RN-asa
I’ inor.: fosfatasa (sin Fe) ... ... 30 30 30 30 30 10 1,0
P inor.: fosfatasa (con Fe)... ... 20 30 20 20 30 Lo 1,0
P total: RN-asa (sin Fe)... ... 80 80 80 80 8o o0 1,0 3.0
P total: RN-asa (con Fe) ... ... 60 80 120 120 80 1,0 40 2,0
ARN, %: RN-asa (con Fe) ... 56,0 40,0 40,0 520 40,0 80 80 80

ARN, %: RN-asa (con Fe) ... 60,0 56,0 56,0 38,0 60,0 160 16,0 200

De los resultados obtenidos para medir la actividad fosfatdsica se de-
duce que las variaciones son tan ligeras que puede afirmarse que el hie-
rro no toma parte en esta reaccién de enzima-substrato.

En cuanto a los resultados obtenidos para medir la actividad ribonu-
cledsice en fosforo total liberado, la- diferencia mas importante aparece
en el caso de la RN-asa de §. lutea en caldo comin, en el que aumenta
la actividad. En los resultados que se expresan en ARN liberado, hay
un aumento general de actividad en todos los casos y aun en la actividad
de una RN-asa comercial.

DISCUSION

Tanto en la biosintesis como en la degradacion del acido ribonucleico
(ARN) intervienen una serie de enzimas que acttian sobre diferentes
fases de dichos procesos. Nosotros estamos interesados en aquellos que
dan lugar a la degradaciéon o hidrdlisis del ARN. Especificamente nos
referimos a la ribonucleasa (RN-asa), que hidroliza el polinucledtido

11
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a mononucleétidos, y la fosfatasa, que pasa los mononucledtidos a mononu-
cledsidos.

Los componentes celulares de una bacteria se forman a partir de
elementos presentes en el medio de cultivo. Este principio general pue-
de aplicarse a la biosintesis de los 4cidos nucleicos, asi como a las
enzimas especificas de un metabolismo de degradacién. En todo meta-
bolismo se desarrolla una serie de reacciones en cadena que dan lugar
a determinados productos. Cualquier variacion original o durante el
transcurse de su desarrollo puede dar lugar a cambios en la naturaleza
de los productos finales. Variaciones originales pueden realizarse supri-
miendo determinadas sustancias en un medio de cultivo sintético y
pueden producirse cambios haciendo intervenir determinados factores
fisicos, quimicos o biolégicos.

M. Holden y N. W. Pirie (8) encuentran diferencias en la activi-
dad de una RN-asa pancreatica y otra obtenida de hojas vegetales, ob-
servando variaciones en el efecto de agentes inhibidores, pH &ptimo
y termoestabilidad.

Nosotros tratamos de ver si RN-asas formadas en el cultivo de
bacterias difieren en su actividad, segiin cambia la composicién del
medio de cultivo, y si esta actividad es afectada por algunos factores,
cualitativa y cuantitativamente.

Los factores que se estudian son: el tiempo de accidn del filtrado
sobre el substrato (ARN), la cantidad de filtrado que actiia, el pH,
magnesio y hierro. 4

Actividad fosfatdsica. Se utiliza como substrato el ARN, sobre el
que actia la enzima o filtrado, separando fosfato inorganico. En filtra-
dos de E. coli en medio sintético sin magnesio o hierro y en caldo co-
mun, se obtiene el maximo de actividad a las cuatro horas. Cuanta mads
cantidad de filtrado se pone, mayor actividad de enzima se obtiene en
todos los casos, a excepcién de los filtrados de caldo comun de E. coli
v S. lutea que, a su vez, dan menos actividad que los filtrados de medios
sintéticos. Estos tltimos filtrados no se afectan por el pH a que se des-
arrolla la reaccién, lo cual también le ocurre a los filtrados procedentes
del crecimiento en medio sintético del E. coli sin fosfato mono o dipo-
tasico. El filtrado procedente de medio sintético completo tiene un pH
6ptimo de actividad a 7; el que carece de magnesio, a 6, y el que no
tiene hierro, entre 6 y 8. :

12
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La actividad fosfatdsica de todos los medios probados no se afecta
por la presencia de magnesio o de hierro, pudiendo, pues, afirmarse que
estos dos metales no son activadores ni inhibidores de la reaccion.

Actividad ribonucledsica. Aunque en la parte de resultados hemos
visto la actividad ribonucledsica por los métodos de determinaciéon, nos
parecen mucho mas reales los resultados obtenidos por determinacién de
ribosa (ARN, %) por ser reaccion mucho més especifica. Segtin esto, se
nota un aumento de actividad a partir de una hora de contacto de enzima
y substrato, para los casos de filtrados procedentes de caldo comiin o de
medio sintético sin magnesio o hierro. En todos los casos se observa
aumento de actividad de enzima, a medida que aumenta la cantidad de
filtrado, a excepcién del filtrado de caldo comin de E. coli. En todos
los casos, el 6ptimo de actividad enzimatica se encuentra a pH 7,0.

El magnesio y el hierro presentes en la mezcla enzima-substrato
tienden a aumentar la actividad enzimdtica en todos los casos, a excep-
cién del magnesio con una RN-asa comercial. '

De todo esto se deduce que en presencia de un mismo substrato, exis-
ten diferencias en las enzimas fosfatasa y RN-asa formadas en diferen-
tes medios de cultivo (natural y sintético) para E. coli y S. lutea. Estas
diferencias se aprecian estudiando la influencia de algunos factores, como:
tiempo de accién, cantidad de enzima, pH, magnesio y hierro.

RESUMEN

Se estudian las actividades fosfatasica y ribonucleasica de filtrados
de Escherichia coli en caldo comin y medios sintéticos y de Sarcina lutes
en caldo comiin, sobre acido ribonucleico (ARN) como substrato. Se
observan diferencias cualitativas y cuantitativas de actividad enzimatica
cuando se estudia la influencia de algunos factores, como: tiempo de ac-
¢ion, cantidad de enzima, pH, magnesio y hierro. Con esto se demuestra
que la composicién del medio de cultivo afecta a la especificidad de las
enzimas de que se trata.

13
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SUMMARY

Phosphatase and ribonuclease activities of Escherichia coli filtrates
in broth and synthetic media and these of Sarcina lutea filtrates in broth,
using RNA as substratum, have been studied. Qualitative and quantita-
rive differences in enzymatic activity due to the influence of some fac-
tors, such as acting time, enzyme quantity, ph, magnesium and iron,
were observed. This shows that the composition of the culture media
influences enzyme specificity.
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INTRODUCCION

Otero y Regueiro (1) iniciaban en un trabajo anterior el estudio
del metabolismo enzimatico del Streptomyces griseus, productor de la es-
treptomicina, para demostrar la relacidn existente entre la nutricion del
microorganismo y la produccién de enzimas.

Sabemos que la formacion de estreptomicina por el Streptomyces gri-
seus es consecuencia de un proceso metabdlico, en el que intervienen de-
terminadas enzimas. Estas pueden ser influidas por una gran variedad de
factores, que, en consecuencia, afectan a su vez al metabolismo de pro- -
duccién del antibidtico. '

Entre los factores que afectan a la actividad enzimatica, tenemos: .
la concentracién de la enzima, pues existe una relacién enzima/substrato,
que suele ser Optima para cada tipo de enzima. También existe un pH
6ptimo para cada enzima, que debe de estudiarse. Por ultimo, nos inte-
resa investigar la influencia que algunos iones metalicos juegan en estos
procesos metabdlicos, bien por inactivacion, bien por activacién de las
reacciones enzimaticas.

En el trabajo anterior se estudi6 la actividad a-glucosidasica del Strep-
tomyces griseus,; aqui vamos a estudiar la a-manosidésiéa, que considera-
mos de gran importancia en el metabolismo de formacién de la estrep-
tomicina. :

Microbiol. Espaii., vol. 13. 1960. 1
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Formacion de antibidticos por el Streptomyces griseus.

Schatz, Bugie y Waksman (2), de un caldo del cultivo del St. griseus,
aislan una sustancia activa, sobre todo, contra gérmenes Gram-nega-
tivos, a la que llamaron estreptomicina. Se trata de un compuesto basico,
soluble en agua y que por accién de los acidos da dos compuestos: estrep-
tidina y estreptobiosamina. Por hidrolisis alcalina, la estreptomicina pro-
duce un derivado, que se llama maltol, el cual se utiliza para su determi-
naciéon quimica, al dar un color violeta en presencia de, cloruro férrico,
como realizaron Schenk y Spielman (3).

Titus y Friend (4) encuentran que preparaciones impuras de es-
treptomicina contienen otra sustancia, que, purificada y analizada, result6
ser una manodsido-estreptomicina o estreptomicina B. Los investigadores de
Squibb demuestran que ésta es la estreptomicina natural que se produce
al principio de la fermentacién, pero que a medida que se desarrolla se
va convirtiendo en estreptomicina activa, por acciéon enzimatica.

a-manosidasa de wmicroorganismos

La enzima capaz de convertir la manodsido-estreptomicina en manosa
y estreptomicina se denomina o-manosidasa, y pertenece al grupo gene-
ral de las glucosidasas. Es una enzima de tipo adaptativo, es decir, que
se forma como respuesta a la presencia en el medio de un substrato espe-
cifico. Al ser de tipo hidrolitico, su biosintesis consume energia, por lo
que venenos respiratorios inhiben su produccion.

La accién manosidasica fué observada por primera vez, en relacion
con la produccién de estreptomicina, por Langlykke y Perlman (5), viendo
que un cultivo viejo de St. griseus pasaba la mandsido-estreptomicina a
estreptomicina cuando se afiadia a un cultivo joven.

Quiza el trabajo mas interesante realizado sobre esta enzima es el de
Hockenhull y sus colaboradores (6), de los laboratorios Glaxo, de In-
glaterra, en sus estudios sobre el metabolismo de los Actynomices. La ac-
tividad enzimatica la miden por la intensidad de hidrolisis que produce la
enzima sobre a-fenil-D-manésido. La liberacidn del fenol de este compues-
to se mide més facilmente que la de la estreptomicina de la manésido-
estreptomicina, teniendo en cuenta que los resultados en ambos casos son
correlativos.
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Los autores anteriores encuentran que algunos azticares, como: mal-
tosa, celcbiosa, manosa y metil-manosa, tienen efecto inhibidor de la en-
zima ; también el cobre y el hierro reducen su actividad ; el magnesio y el
calcio no tienen efecto alguno sobre la enzima.

Como deciamos al principio, esta enzima debe ser de tipo adapta-
tivo; Perlman y Langlykke (7) han aislado manosa del medio de estrep-
tomicina, y piensan que este azticar debe ser una reserva del St. griseus,
que se libera cuando se acaba la glucosa del medio.

Es de interés conocer los factores que favorecen la formacion de
esta enzima y, por lo tanto, la produccién de estreptomicina. Nosotros los
reducimos a los siguientes:

a) Activacién de Jos mecanismos de formacién de la manosidasa.

b) Inhibicién del metabolismo formador de la estrepto-manosidasa.
¢) Disminucién de la cantidad de azficar.

d) Presencia de sustancias organicas complejas.

e) (Cultivos viejos de St. griseus.

f) pH, aireacion y temperatura apropiada.

g) Compuestos activadores, como arseniato (veneno respiratorio).

METODOS

Los detalles de los métodos seguidos en este trabajo pueden revisar-
se en el anterior de Otero y Regueiro (1), en cuanto a la conservacion,
esporulacion y fermentacién del Streptomyces griseus en medios natu-
ral y sintético, cuyas férmulas son también alli resefiadas.

Para la determinacion de la actividad a-manosidasica se utilizan como
fuentes de enzima, micelios y filtrados de los caldos de fermentacion. El
micelio se lava varias veces y deseca después por adicion de acetona y
éter frios, evaporandose a continuacion en desecador de vacio con silica-gel.
El polvo de micelio obtenido sirve de fuente de enzima. - ' '

Para determinar la actividad o-manosidasica se utiliza la técnica mo-
dificada de Hockenhull y colaboradores (6), que se funda en la deter-
minacion de fenol liberado por la enzima por el método de Gottlied y
Marsch (8); dicho fenol, en presencia de 4-aminoantipirina, da color
que puede medirse. Como substrato de enzima utilizamos el a-fenil-D-ma-
nésido, preparado por el Prof. Ribas en el laboratorio de Quimica Orga-
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nica de la Facultad de Ciencias, de Santiago de Compostela, a quien agra-
decemos su valiosa ayuda.

‘Como enzima se utilizan 100 mg. de micelio desecado 6 5 cm?® de fi'-
trado. Se afiade fosfato “buffer” (pH : 7,6) y a-fenil-D-mandsido en
- unos matraces especiales descritos en el trabajo anterior. Se ponen ¢n
agitacién, y a las cinco horas se afiade etanol, filtra la mezcla y determina
el fenol liberado en una cantidad dada de muestra. A ésta se le afiade
“buffer” glicocola, solucién de ferricianuro potéasico y solucién de 4-ami-
no-antipirina ; se produce una coloracién, que se mide en fotocolorimetro
Kipp (filtro 55), comparando con una curva patrén de fenol.

RESULTADOS

En el trabajo presente los autores estudian el metabolismo general del
Streptomyces griseus en medio natural y en medio sintético, y lo rela-
cionan con la produccién de a-manosidasa. A continuacion se dan los re-
sultados de las experiencias realizadas sobre dicha actividad enzimética
y factores que en ella influyen.

a) Actividad a-manosiddsica exo e intracelular del St. griseus

Esta actividad se expresa, en general, en la diferencia de fenol libe-
rado por una muestra activa y otra inactiva por el calor a 100° C. duran-
te quince minutos. Como ninguna muestra inactiva da liberacién de fenol,
los resultados se expresan por el fenol total liberado por la muestra activa.-

En la figura 1 se expresa la actividad a-manosidasica intracelular (mi-
celio) del St. griseus, crecido en medio natural y en medio sintético, a
diferentes horas de crecimiento. En los dos casos se observa una rapida
subida de actividad a partir de las sesenta horas, y que dura hasta las
noventa y seis horas. En el medio natural se mantiene este nivel, pero en
el medio sintético se inactiva enzima a partir de la {ltima hora sefialada.

Se investiga también la actividad o-manosidasica exocelular en me-
dio sintético. Los resultados expresados en gammas de fenol total libera-
do por la accién enzimatica, en el cuadro 1.
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Cuadro 1
Horas ... ... ... ... 24 48 72 96 120 144 168

Actividad ... ... ... 9 90 00 150 195

La enzima se empieza a producir a partir de las cuarenta y ocho-
setenta vy dos horas, subiendo rapidamente a partir de las ciento veinte
horas hasta el final de la fermentacién. Se encuentra, pues, una correla-
cidén entre la enzima exo y endocelular, en cuanto a su produccién, aun-
que en cuanto a la cantidad es mucho ‘mayor la intracelular. A partir de
las noventa y seis horas, la a-manosidasa intracelular se destruye o baja,

mientras que la exocelular aumenta, quizd, como consccuencia de autoli-
sis 0 excrecion.

b) Influencia de la relacion enzima/substrato en la actividad
a-manosiddsica
Determinamos la llamada constante de Michaelis, es decir, la can-

tidad de substrato necesaria para que la enzima dé mas del 50 por 100
de su actividad. Experimentalmente, se hace con micelio desecado de
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ochenta y cuatro horas de edad (medio natural) y de ciento ocho horas
(medio sintético), que poseen una gran actividad a-manosidasica. Los re-

sultados obtenidos se recogen en el cuadro 2.

Cuadro 2
Medio natural Medio sintético
Substrato Fenol teérico
Fenol total | Porcentaje Fenol total l Porcentaje

250 [o1 153 100.0 153 100,0
1250 455 510 100,0 480 100,0
2500 910 780 85,7 720 79,1
6250 2275 975 43,0 660 29,0
12500 4550 915 20,1 615 13,5

Estos resultados se expresan graficamente en la figura 2, de la que se
desprende que la constante de Michaelis corresponde a una cantidad de
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substrato de 6,0 mg. en el caso de la enzima del medio natural y de
4,0 mg. en el caso de la enzima del medio sintético.
¢) Influencia del pH en la actividad o-manosiddsica

Existe un pH Optimo para cada enzima; interesa aqui conocer el
que corresponde a la a-manosidasa intracelular del St. griseus, crecide

30+
O Natural
o Sintético
[)
20 |+
L]
§
=
3
c
o
10+
0 2 1 1 i i
6 7 8 9 10
pH
Figura 3

-en medio natural o sintético. Se prepéran soluciones “buffer” de fosfato
para los pH de 6,0, 7,0 y 8,0 y de “buffer” de glicocola para pH de g.0.
Los resultados obtenidos se expresan en la figura 3.

Observamos que el pH 6ptimo para a-manosidasa es de 7,0 en los
dos casos, disminuyendo rdpidamente la actividad por debajo y por enci-
ma de 6,5 y 7,5. La actividad es casi igual en los dos casos.
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-

d) Influencia de los iones metdlicos en la actividad a-manosiddsica

Los iones metalicos influyen en la actividad enzimatica, inhibiendo
o activando dicha actividad. Interesa conocer la accién de los que inter-
vienen en la actividad a-manosidasica y que incluyen magnesio, hierro,
zinc y manganeso.

Se sigue el método general de determinacién de actividad enzima-
tica, con la sola diferencia de adicionar cantidades variables de los an-
teriores iones metdlicos en forma de sulfatos (1 cm?). Como en casos
anteriores, los testigos de enzima inactivada no dan liberacion de fenol
Los resultados se dan en las figuras 4-7.

En dichas figuras se observa que el magnesio no influye en la acti-
vidad de la a-manosidasa procedente de micelio crecido en medio sintéti-
co; en cambio, en la procedente de medio natural, disminuye la actividad
enzimdtica a partir de una concentracion 1 X 102 M en un 20 por I00.

La influencia del hierro es equivalente en la o-manosidasa proceden-
te de micelios de medio natural y sintético. A partir de una concentra-
traciéon de 1 X 10 M, baja la actividad enzimdtica, siendo ésta nula
cuando la concentracion se hace 1 M.

El zinc también influye en la actividad enzimatica de los dos tipos de
micelios procedentes de medio natural y de medio sintético, a partir de
la concentracién de 1 X 103 M, siendo dicha actividad nula a la con-
centracion 1 M.

También influye el manganeso en la actividad enzimatica de los mi-
celios de medios natural y sintético, a partir de la concentracién
de 1 X 10! M, disminuyendo dicha actividad en un 50 por 100 en la
manosidasa de medio sintético, y en un 25 por 100 en la de medio natu-
ral, cuando la concentracion se hace 1 M.

Observando las graficas y las cifras obtenidas en las experiencias
anteriores se deduce que las concentraciones minimas de iones metalicos
que actiian sobre la actividad o-manosidésica son las representadas en el
cuadro 3



Fenol, f/cm’

Fenol,y/cm3

30

T

N
o

10 r

O Natural
® Sintético

1 Il - L 1

30

N
o
T

10 -

- - - - -1
1x10° 1x10% 1x10° 1x10° 110" 1
S04,Mg, molaridad

Figura 4

- O Natural

® Sintetico

n 1 1 I A N

-5 -4 -3 -2 -1
1x10 1x10  1x10  1<10  1x10 1
SO4F0, molaridad

Figura 5



30

Fenol,y/cm?

Fonol,r/cm3

~nN
o

10

O Natural

® Sintetico

1 " 2 " n

107 1:10% 13102 14107 <10 1
S0, Zn,molaridad

Figura 6

30

N
o

10

+

O Natural.

e Sintetico

" N A " —_ N

-5 - ~3 ~ - '
110° 110 1x10° 12107 110" 9
S0, Mn,molaridad

Figura 7



Metabolismo enzimdtico del St. griseus. 1T 2

L5

Cuadro 3
Ion Micelio (m. natural) Micelio (m. sintético)
Magnesio ... ... ... ... ... .. 1 X102 M
Hierro ... ... ... ... ... ... .. 1X 102 M 1 X103 M
ZinC... ... ... oo sii e i .. IX 108 M 1X 103 M
Manganeso ... ... ... ... ... ... 1 X 1001 M 1 X101 M

En todos los casos anteriores se ha trabajado con micelios desecados
de St. griseus, de veinticuatro horas (medio natural) y doce horas (me-
dio sintético). En general, se observa que, al igual que en el caso de la
a-glucosidasica, el zinc es el metal que mas influye en la actividad a-mano-
sidasica, aunque en este caso algo menos, y también, aunque en menor
proporcién, el hierro, en el caso de enzima de medio sintético.

e) Influencia de los componentes del medio sintético en la actividad
a-manosiddsica

Esta parte experimental hay que realizarla con los componentes del
medio que permiten crecimiento del micelio para poder utilizar éste
como fuente de enzima. Se utiliza micelio desecado y filtrado del me-
dio, después de doce dias de fermentacion, y los resultados en gammas
de fenol liberado se recogen en el cuadro 4.

Cuadro 4
|
Medio | Filtrado Micelio
Normal ... ... ... ... ... ... .. .. 17,0
+ N -mitad de nitrato sédico ... ... 3,5 13,0
N - nitrato sédico ... ... ... ... ... 155
N - mitad de “corn steep”... ... ... 21,5
N - “corn steep”... ... ... ... ... ... 6,0 23,5
N - mitad de magnesio ... ... ... .. 13,0
N - mitad de hierro... ... ... ... ... 16,0 20,5

N - mitad de manganeso ... ... ... 24,0 30,0

11



26 R. Otero y B. Regueiro

Se observa que, en general, la actividad enzimatica se encuentra al
final de la fermentacidn en el micelio y que la disminucién del “corn
steep” del hierro y del manganeso aumentan su cantidad. También la
disminucién de hierro y manganeso hace aumentar la actividad enzimati-
ca en el filtrado. :

Por el contrario, la disminucion de nitrato sédico o de magnesio
hace disminuir la actividad enzimatica del micelio.

f) Influencia de los componentes del medio sintético en la actividad
a-manosiddsica sobre mandsido-estreptomicina

En esta experiencia se trata de ver qué influencia tienen los compo-
nentes del medio de cultivo en la accién de una a-manosidasa (micelio
de medio sintético) sobre un substrato de mandsido-estreptomicina (se uti-
liza una estreptomicina con 672 U./mg. y con un 17 por 100 de manésido-
estreptomicina). Se realiza por la técnica usual, pero al final se valora la
estreptomicina B por el método dado por Grove y Randall (g), aplicado a
caldos de fermentacion.

Los resultados obtenidos son los recogidos en el cuadro s.

Cuadro 5
Medio Estreptom;cina Estreptom;clna Estreptomici'na B
U./cm! U./cm Porcentaje
Normal ... ... .. ... .. .. ... 654 318 11,08
N - mitad de nitrato sédico... ... ... 601 242 15,42
N - nitrato sédico ... ... ... ... .. 601 242 15,42 ‘
N - mitad de “corn steep™ ... ... ... 654 318 11,08
N - “corn steep” ... ... ... ... ... ... 654 350 9,84
N - mitad de magnesio... ... ... ... 636 359 9,84
N - magnesio... ... ... ... ... ... .. . 630 350 9,84
N - mitad de hierro ... ... ... ... ... 636 350 0,84
N - hierro... ... ... ... ... ... ... .. 636 350 9,84
N - mitad de zinc ... ... ... ... ... 636 359 0,84
N-zinc ... ... ... ..o o 630 350 9,84
N - mitad de manganeso ... ... ... 636 359 9,84
N - manganeso ... ... ... ... .. ... 636 350 0,84
Normal (enzima inact) ... ... ... 636 350 16,10

12
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Interesan las potencias primeras que corresponden a la potencia total
y el porcentaje de manosido-estreptomicina. Se observa que la potencia
total en estreptomicina disminuye en el caso de que en el medio falte o dis-
minuya el nitrato sodico. Los demds estan dentro del error del método.

En cuanto al contenido en manosido-estreptomicina, se observa la in-
fluencia de todos los iones metalicos y del “corn steep” que, al disminuir
o faltar, aumentan la actividad enzimdtica, y, por lo tanto, aumenta la hi-
droélisis de mandsido-estreptomicina.

DISCUSION

En la sistematica general de estos trabajos orientados a demostrar la
relaciéon entre la nutricion del Streptomyces griseus y la produccion de
antibidticos, sabemos que la biosintesis de enzimas estd relacionada con
ambos extremos.

En trabajo anterior se ha estudiado la actividad a-glucosidasica de los
cultivos; en el presente trabajo se estudia la actividad a-manosidésica,
cuyo contenido, como el anterior, varia con el crecimiento del St. griseus
en medio natural y sintético.

Estudiamos las enzimas que se encuentran en el medio filtrado (exo-
enzimas) -y las que sz encuentran en el micelio (endoenzimas). Determi-
nadas a diferentes edades, se puede deducir el proceso de su formacion,
cuando ademas se introducen variables en el medio de crecimiento.

En los medios naturales, la a-manosidasa intracelular empieza a for-
marse a partir de las sesenta horas, quiza debido a respuesta de la forma-
cion de mandsido-estreptomicina, manteniéndose al mismo nivel a partir
de las noventa y seis horas; parece que esto es correlativo al consumo
de la glucosa. En medios sintéticos, la a-manosidasa intracelular sigue
la misma marcha que en el caso anterior, pero al final hay destruccion
de la misma, quizd debido a alteraciones del metabolismo nitrogenado.

En cuanto a la produccién de la a-manosidasa exocelular, se estudia
ia producida en medio sintético, observandose existe en muy pequefia
proporcién si se compara con la intracelular, lo cual parece indicar la
naturaleza de la enzima.

La a-manosidasa, enzima muy importante en la biosintesis de la es-
treptomicina, puede ser afectada en su formacion o degradaciéon por una
serie de factores, alguno de los cuales estudiamos en este lugar.
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La constante de Michaelis para la manosidasa corresponde a 6,0 mg. de
substrato para el caso de la enzima intracelular de micelio desarrollado en
medio natural, y a 4,0 mg. para el caso del desarrollado en medio sintético.

Todas las enzimas tienen un Optimo de actividad a un determina-
do pH; el de la a-manosidasa intracelular de micelio desarrollado en
medio natural y medio sintético corresponde a 7,0, es decir, un pH apro-
ximadamente neutro.

La presencia de iones metalicos influye en la actividad enzimatica, en
general. Su efecto es activar o inhibir la accién de la enzima sobre el
substrato. Por otro lado, dichos iones metéalicos son necesarios para el cre-
cimiento y la produccién de estreptomicina. Los metales mds importantes
en todos estos casos son: magnesio, hierro, zinc y manganeso.

Las concentraciones minimas a las que act@ian los metales menciona-
dos sobre la actividad o-manosidasica intracelular de micelios crecidos en
medios natural y sintético, son las siguientes: 1 X 10-2 M para el mag-
nesio, 1 X 10-* M para el hierro, 1 X 10®* M paraelzincy 1 X 10-' M
para el manganeso. Como vemos, el hierro y el zinc son los metales que
influyen a mds baja concentracion; es decir, son los que presentan una
mayor. actividad.

A partir de las concentraciones anteriores, el magnesio disminuye la
actividad enzimatica en un 50 por 100; el hierro, en un 100 por 100; el
zing, en un 100 por 100, y el manganeso, en un 50 por 100. Esto corro-
bora los trabajos de otros autores, que encontraron también alguna de es-
tas acciones.

Observando la relacion entre los componentes del medio de cultivo
sintético y la actividad a-manosidasica, se observa que la disminucién de
hierro, manganeso o “corn steep’” aumenta la cantidad de enzima intra-
celular y exocelular, sobre todo en el caso del manganeso. Efecto contra-
rio hace la disminucién del nitrato sédico o del magnesio.

También' se estudia la influencia de los componentes del medio sinté-
tico sobre la actividad a-manosidasica, pero actuando sobre el substrato na-
tural -(mandsido-estreptomicina), en vez del usado en todo este trabajo
(fenil-manésido). Como fuente de enzima usamos micelio de medio na-
tural, observiandose que al disminuir o faltar los metales o el “corn steep”,
aumenta la hidrélisis de la mandsido-estreptomicina, es decir, aumenta la
actividad a-manosidasica, lo cual se corresponde con la experiencia an-
terior.

14
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CONCLUSIONES

1> En el micelio del St. griseus se forma a-manosidasa cuando crece
en medio natural o sintético, a partir de las sesenta horas hasta las no-
venta y seis horas, permaneciendo constante en los micelios crecidos en
medio natural y disminuyendo en los crecidos en medio sintético.

2 La constante de Michaelis para la a-manosidasa del micelio del
St. griseus corresponde a 6,0 mg. de substrato cuando ha crecido en me-
dio natural, y a 4,0 mg. cuando ha crecido en medio sintético.

3.* El pH 6ptimo de actividad a-manosidasica de micelio de St. gri-
seus crecido en medio natural o sintético es de 7,0.

4.* Las concentraciones minimas a las que actiian algunos metales
sobre la a-manosidasa del micelio de St. griseus crecido en medio na-
tural o sintético, son las siguientes: 1 X 102 M para el magnesio,
1 X 10> M para el hierro, 1 X 10> M para el zinc y 1 X 107 M
para el manganeso. A partir de estas concentraciones, el magnesio y el
manganeso disminuyen la actividad en un 50 por 100 y el hierro y el
zinc en un I00 por I100.

5.2 La actividad de la a-manosidasa del micelio de St. griseus cre-
cido en medio natural sobre fenil-manésido y mandsido-estreptomicina,
es equivalente. El descenso en la cantidad de metales o de “corn steep”.
produce aumento de actividad enzimatica.

RESUMEN

En esta serie de trabajos en que se trata de establecer la relacion en-
tre la nutricion general del Streptomyces griseus, su crecimiento y la
produccién de antibidtico, estudiamos en particular las actividades ante-
riores en relacion con la actividad a-manosidasica.

Se determina la actividad a-manosidasica (en este caso, estreptomano-
sidasica) del micelio del Streptomyces griseus, crecido en medio natural
v sintético. Se observa actividad equivalente sobre o-fenil-D-mandsido
que sobre mandsidoestreptomicina.

Se estudian los principales factores que actian sobre la enzima, como:
su constante de Michaelis, el pH 6ptimo y la accion de varios iones me-
talicos, como magnesio, zinc, hierro y manganeso, en varias concentra-
ciones.
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SUMMARY

In the present paper we try to establish a relationship between the
production and characters of a-manosidase (or streptomanosidase) on
Streptomyces griseus and the biosynthesis or degradation of manoside-
streptomycin.

The most important factors having influence on the activity of the
enzime are beeing studied, such as: Michaelis’s constant, optimun pH
and action of some metallic ions such as magnesium, zinc, iron and man-
ganese.

The enzimatic activity on the fenilmanoside and on manoside-strep-
tomycin is equivalent.
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Excepto los llamados grandes virus por su mayor tamafic y comple-
jidad, el resto de los virus todavia permanscen practicamente inatacables
por la quimioterapia. A los primeros, que son los pertenecientes al grupo
psitacosis-linfogranuloma venéreo, algunos autores no los reconocen
como verdaderos virus.

Para ensayar la accidn de una sustancia sobre un virus deben te-
nerse en cuenta las siguientes indicaciones:

Suele haber escasa corr:lacion entre los efectos in witro e in vivo;
por ejemplo, el mepacrine en una dosis oral de 10 mg. protege a casi
todos los ratones inoculados veinticuatro horas después con virus de la
encefalitis equina. Pero i witro no ejerce ninguna acciéon sobre el virus.
La inactivacién fisica o qu'mica i witro tiene interés para la desinfec-
cién de material contaminado y para inactivar el virus en la obtencién
de vacunas. Parece ser que tampoco existe correlacion entre los resul-
tados obtenidos en embrién de pollo y los obtenidos en ratén. Este es
el caso del mepacrine, que presenta actividad frente a la encefalitis equi-
na Este en ratén, pero no actfia frente al mismo virus en embrién de
pollo.

El resultado puede estar influ‘do por la via de inoculacién del virus
y por las caracteristicas particulares de la cepa utilizada.

A veces, el crecimiento del virus en los animales tratados queda in-
hibido parcialmente y pueden aparecer sintomas de la enfermedad du-

Microbiol. Espafi., vol. 13. 1960. 1
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rante el periodo de tratamiento o después de él. Muchos autores creen
que el virus puede persistir durante un afio o mas en los tejidos de los
animales recuperados clinicamente.

Jones y colaboradores y Rake consideran que consiguiendo altos ui-
veles medios de droga al iniciarse la infeccion y manteniéndolos después
mediante una terapia continuada, se rebaja la cantidad del virus en el
animal.

Muchas veces lo que actia principalmente sobre el virus es la in-
munidad engendrada durante el periodo de tratamiento. '

Generalmente, las sustancias activas en alguna forma sobre algunos
virus son también activas frente a bacterias; pero en algunos casos,
sustancias activas frente a virus no lo son sobre bacterias ni in wvitro,
ni m vivo.

En las infecciones de tipo cerebral hay sustancias que pueden ser
activas sobre el virus, pero por su especial composicion, pH, etc., no
son capaces de atravesar la ‘“barrera” sangre-cerebro, como ocurre con
la penicilina. Si en vez de inocular el virus por via intracerebral se hace
por via intraperitoneal, la accién de la droga en algunos casos puede ser
francamente positiva, mientras que de la otra forma no lo seria.

Es muy interesante conocer, en primer lugar, la maxima tolerancia
del animal frente a la sustancia por las diferentes vias.

El tratamiento simultineo con méas de una sustancia activa no es
ventajoso en todos los casos.

Se han realizado numerosos trabajos ensayando muchas y muy di-
versas sustancias sobre virus, pero nosotros citaremos solo aquellos que
-lengan alguna relacién con nuestro trabajo, bien por los virus ensaya-
dos, o bien por las sustancias utilizadas.

Loggeshall y Maier (1) ensayaron 67 sustancias contra el virus de
la poliomielitis adaptado al ratén e inoculado intracerebralmente, con re-
sultado negativo.

Van Den Ende y colaboradores (2) probaron 74 sustancias contra el
virus vacunal # witro, sin resultado.

Kramer y colaboradores (3), 190 sustancias contra el virus de la
poliomielitis adaptado al ratén inoculado intracerebralmente, como tam-
bién contra el virus de la encefalitis de San Luis, sin obtener resulta-
dos esencialmente positivos. ‘

Cutting y colaboradores (4) utilizaron 150 sustancias frente al virus
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de la neurovacuna inoculado intracerebralmente a ratones, y a la vacu-
na comercial adaptada a embrién de pollo inoculado en saco vitelino o
en membrana corioalantoidea. Con sélo 4 sustancias, que son la 3-metil-
alantoina, 3-etilalantoina, 1,3-dimetiluracilo y etil-n-metilcarbamato, con-
siguieron nicamente alargar el promedio de vida de los embriones por
una fraccién de dia.

Francis y colaboradores (5) administraron fluoroacetato por via in-
travenosa simultineamente a la inyeccién por via subcutinea del virus
de la poliomielitis a monos, acortdndose mucho el estado de viremia y
reduciéndose los casos de paralisis.

Thompson y colaboradores (6-11) evitan la multiplicacién del vi-
rus vacunal en cultivo de tejidos afiadiendo una pequefia cantidad de
benzaldehido-tiosemicarbazona, protegiendo también a una buena pro-
porcién de ratones infectados intracerebralmente, a los que se obligd
a ingerir dicha droga. Tiosemicarbazonas conteniendo grupos tiofeno, piri-
dina, quinolina o isatina, también ejercen acciéon contra los virus de la
vacuna y la viruela, aunque si los resultados clinicamente son buenos, el
titulo en virus de los cerebros de los animales tratados es poco diferen-
te al de los testigos. Las tiosemicarbazonas no protegen a los conejos
frente a la vacuna. También han notado estos autores que algunos 5-feno-
xitiouracilos poseen un pequefio poder inhibidor del virus vacunal en
cultivo de tejidos, protegiendo a ratones inoculados intracerebralmente.
Pero obtienen resultados mas favorables con el 5-(2,4-diclorofenoxi)-4-hi-
droxi-z-mercaptopirimidina, introducido oralmente o por via parenteral.
Aunque, si la medicacién comienza poco después de la infeccién, no pre-
viene los sintomas de enfermedad, muchos animales tratados se recupe-
ran y en su cerebro hay una cantidad menor de virus equivalente a un
logaritmo con respecto a los testigos. Este compuesto no ejerce accion
sobre el virus vacunal i vitro, ni sobre el virus de la gripe, herpes, en-
cefalitis de San Luis y fiebre del Valle del Rif, en ratones.

Segtin Schabel y colaboradores (12), el antibidtico netropsin admi-
nistrado en 2 dosis diarias por via intraperitoneal, comenzando una hora
después de la inoculacién intracerebral con pequefias dosis de virus va-
cunal, 1DLgo a 1DLygo, es capaz de proteger a la mayoria de los ratones
infectados. Pero no ejerce acciéon sobre este mismo virus en conejo ni
sobre los virus de la gripe A, encefalitis equina Oeste y poliomielitis
adaptada a raton.
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Sulkin y colaboradores (13) inoculan ratones intracerebralmente con
dosis pequefias de las encefalitis equinas Este y Oeste y de San Luis,
sometiéndolos luego, durante el periodo de incubacion de la enfermedad,
a anestesia con éter 2 6 3 veces, reduciendo la mortalidad en los ratones.
Esto no sucede con rabia ni con poliomielitis adaptada a ratém.

Hurst y colaboradores (15 y 15) utilizan rojo tripan por via intraperi-
Toneal, que protege a ratones inoculados por la misma via con encefalitis
equina Este. _

‘Thompson y colaboradores (16) dicen que contra el virus vacunal
inoculado intracerebralmente son dtiles el 2,6-dicloro-7-metil purina, el
benzimidazol y el 2,6-diaminopurina.

Brown y colaboradores (17) indican que el benzimidazol reduce la
mortalidad de los ratones infectados intracerebralmente con virus de la
poliomielitis adaptado a ratén. , ,

Powell y colaboradores (18) citan la accién de un producto elaborado
por Penicillium stoloniferum que es activo en ratones de 12 g. inocula-
dos por via periférica con poliomielitis adaptada al ratén.

También se ha determinado que el 2,4-diclorofenoxiacético inhibe el
crecimiento i vitro de bacterias, la germinacién de esporas de bacterias
como asimismo de mohos (Stevenson y Mitchell (19), Johnson y Col-
mer (20), etc.).

Por otra parte, se ha encontrado que sustancias iguales o del mismo
tipo a las que nosotros utilizamos (fitohormonas o sustancias regulado-
ras del crecimiento vegetal, sintéticas) acttian sobre los virus vegetales.
Entre ellas citamos las siguientes. ‘

El 2-metil-4-clorofenoxiacético, segtin Limasset y colaboradores (21),
ejerce un efecto inhibitorio temporal sobre el desarrollo de los virus
X e Y de la patata, en plantas de tabaco, siendo los efectos mas mar-
cados cuando el compuesto se aplica con el indculo.

Limasset y Cormet (22) sugieren que el hecho de que se encuentre
una concentracién muy baja del virus del mosaico del tabaco en los me-
ristemos de dichas plantas, puede tener como causa la alta concentra-
cién de auxina (fitohormona natural) existente en dicho tejido.

Locke (23) indica que el 2,4-diclorofenoxiacético enmascara los sin-
tomas del enrollamiento de la hoja de la patata. Y también considera
que reduce la concentracién del virus.

Augier de Montgremier y Morel (24) obtienen resultados que sugie-
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ren que se desarrolla menos virus del mosaico del tabaco en tejidos de
dicha planta con un alto contenido de naftalenacético.

Kutsky y Rawlins (25) utilizando tejidos del tallo del tabaco culti-
vado sobre agar, establecen que el naftalenacético al 10-* por 100 en
el medio, reduce las cantidades de virus del mosaico del tabaco produ-
cidas a las tres-cuatro semanas, en un 20-40 por 100 respecto a las
de los testigos. a ‘ "

Nickell (26) dice que concentraciones entre 0,001 a 1 p.p.m. de indol-
‘acético_, 2,4-diclorofenoxiacético o naftoxiacético estimulan el crecimien-
to del virus de los tumores de Rumex acetosa L. A concentraciones de
I p.p.m. y superiores, estos compuestos inhiben su crecimiento. El 2,3,5-
triyodobenzoico inhibe el crecimiento en todas las concentraciones en-
sayadas.

Kutsky (27), utilizando los mismos métodos que Kutsky y Rawlins,
encuentra que el indolbutirico reduce la cantidad de virus en el mo-
saico del tabaco.

Nichols (28), pulverizando plantas de tabaco infectadas con virus
del mosaico del tabaco, diariamente, con naftalenacético e indolbutirico
en la proporcién de 100 mg./l., retarda el desarrollo de sintomas y hace
decrecer la gravedad de la enfermedad. .

Y finalmente, escasos autores han ensayado fitohormonas sobre vi-
rus animales.

Citamos a Wooley y colaboradores (29), los cuales prueban ¢8 pro-
ductos en ratones infectados intracerebralmente con 1DL.s de virus de
la poliomielitis adaptado a ratéon. Cuatro productos tinicamente y que
son 2,4-diclorofenoxiacético, 3,4-diclorofenoxiacético, 2,4-diclorofenoxi-
propidnico y 2,5-diclorofenoxiacético, dan unos largos periodos de
incubacion de la enfermedad y menos muertes, pero los efectos no son
muy marcados, no excluyendo los autores un efecto inespecifico de la
droga sobre los animales. Ninguno de estos compuestos ejercen accion
sobre el virus de la encefalitis de San Luis, ni contra el de la gripe A.

Takemoto y colaboradores (30) publican una lista de fenoxiacéticos
sustituidos que no fueron efectivos sobre el virus de la gripe cultivado
en embrién de pollo. '
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MATERIAL Y METODOS

1. Sustancia utilizada

Utilizamos la sal sodica del 2,4-diclorofenoxiacético, procedente de
“L. Light and Co. Ltd. Poyle Colnbrcok Bucks” (Inglaterra). Se di-
suelve en solucién salina estéril. Su pH es 6,9. Se conserva en frasco
estéril tapado con tapén de goma y a la temperatura ambiente.

2. Cepas de virus
a) Virus rdbico

Se emplea una cepa que se conserva en cerebro de conejo colocado
en glicerina fosfatada estéril de pH 8, a una temperatura de 20° C. Se
obtiene un pase reciente en conejo mediante inoculacion intracerebral,
sacrificindolo cuando estid agonizante y paralitico y extrayendo aséptica-
mente el cerebro. Este se tritura asépticamente en un mortero, sin abra-
sivo, haciéndose una suspension al 1/5 en solucion salina estéril. Se
comprueba si durante estas manipulaciones ha ocurrido alguna contami-
nacién de! material, en cuyo caso se desecha. Si no se contamind, se re-
parte en tubos pequefios de centrifuga, despreciando el sedimento, y se
conserva a -20° C.

D) Virus vacunal

El virus procede de pulpa dérmica de ternera rica en virus a la que
se ha sometido, para librarla de bacterias, a una filtraciéon a través de
bujia Mandler de poro regular. Para ello, la pulpa se tritura en mor-
tero, con abrasivo (arena de cuarzo estéril) y se hace una suspension
al 4 por 100 en caldo glucosado (glucosa al 1 por 100) con pH 8, cen-
trifugado y desechindose el sedimento. Ahora se filtra, recogiéndose el
filtrado, se comprueba si éste estd libre de bacterias, se liofiliza y se
guarda a -20° C.

¢) Virus poliomielitico

Utilizamos la cepa SK (New Haven) adaptada al ratén por Jun-
geblut, conservada en cerebro de ratén colocado en glicerina fosfatada
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pH 8 a -20° C. Se obtiene un pase reciente por inoculacién intracerebral
a ratones. Se extraen los cerebros cuando los ratones estan paraliticos
y agonizantes. Se comprueba que no estin contaminados con bacterias,
se trituran asépticamente y se mezclan, Se prepara una supension al 1/10
en agua destilada estéril con 2 por 100 de suero de conejo y se reparte
en tubos pequefios de centrifuga. Se conserva a -20° C.

d) Virus de la encefalitis equina Oeste

La cepa empleada fue aislada por el Dr. Howitt de un cerebro de ca-
ballo en California. Se conserva en cerebros de raton liofilizados y a
-20° C. Obtenemos un pase reciente por inoculacién intracerebral. Mez-
clamos todos los cerebros obtenidos, tras de haberlos triturado. Hacemos
una suspension al 1/I0 en solucién salina y se liofiliza, conservandolo
a -20° C.

Todas las cepas se conservan en la Seccién de Virus del Instituto
“Jaime Ferran”, de Microbiologia.

3. Animales empleddos

Ratones blancos de 18 a 22 g. de peso, libres de enfermedad, pro-
cedentes del criadero del Centro de Investigaciones Biolégicas del Comn-
sejo Superior de Investigaciones Cientificas. Conejos jovenes, someti-
dos a cuarentena antes de su utilizacién y de peso semejante todos.

L

4. Titulacion de los virus

El virus de la rabia se ha titulado sobre conejo, haciendo diluciones
dobles del material virulento e inoculando intracerebralmente un conejo
por dilucién. El virus vacunal se titulé haciendo diluciones decimales
del material e inoculandolas por puncién intradérmica en lomo afeitado
de conejo, segiin la técnica de Groth (31). Los virus poliomielitico y
encefalitico se titulan sobre ratones seglin el método de Reed y Muench
(32), calculandose la dosis que mata al 50 por 100 de los ratones (DLsp).
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5. Pruebas de la toxicidad de la sustancia

Ratones. Los animales inyectados de una a 6 veces con 2,4-D 1/100
por las vias subcutdnea e intraperitonal en la cantidad de 0,25 cm® no
representan ninguna anormalidad. Si se hace la misma prueba con la
sustancia diluida al 1/50 tampoco ataca a los ratones. Pero al 1/25 mata
a casi todos. La sustancia diluida al 1/50, inyectada en la cantidad
de 0,03 cm?® intracerebralmente, no es toxica.

Conejos. No presentan ninguna reaccién tras una inyeccion sub-°
cutanea de 6 cm3, como tampoco tras 7 dosis de 2 cm® con intervalos
de veinticuatro horas entre cada dosis. También reciben normalmente
inyecciones intravenosas de 1 cm® durante siete dias consecutivos, como
asimismo inyecciones intracerebrales de o,15 cm®. Tampoco presentan
reaccién inoculando 0,20 ¢cm® en forma de punturas intradérmicas. en
lomo afeitado de conejo. Todo ello estando la sustancia diluida al 1/50.

ENSAYOS PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD DE LA
SUSTANCIA FRENTE A LOS DIVERSOS VIRUS

a) Virus rdbsco
In vitro

Tomamos en un tubo voltimenes iguales de suspension virulenta
de cerebro de conejo al 1/5 y de solucién de 2,4-D al 1/25, las cuales al
mezclarlas quedan diluidas al 1/10 y al 1/50, respectivamente. Esta
mezcla se agita y se coloca en nevera a 4° C. durante cinco horas.
Para utilizarlo como testigo de la resistencia del virus a esta tempe-
ratura, colocamos en las mismas condiciones otro tubo con una mezcla
de volimenes iguales de suspension de virus al 1/g5 y solucidén salina
estéril. También se prepara una mezcla de 2,4-D 1/25 y solucién sa-
lina en volimenes iguales, para utilizarla también como testigo. Con
cada una de estas mezclas se inocula un conejo intracerebralmente en
la cantidad de o,15 cm®. El conejo testigo de virus muere presentan-
do paralisis. El conejo mezcla de virus y 2,4-D muere treinta y seis horas
mas tarde que el testigo, presentando paralisis. El conejo testigo de
2,4-D queda normal.
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In vivo

Se inoculan 2 conejos con suspensién al 1/10 de cerebro virulen-
to de conejo. Uno de ellos permanece sin transitar testigo de virus.
El otro, cinco horas después, recibe 2 cm? de solucién de 2,4-D al
1/50 por via subcutinea, lo mismo que otro conejo que no ha sido
inoculado con virus y que nos serviri de testigo de toxicidad de la
sustancia. Estas inyecciones se repiten cada veinticuatro horas a la
misma dosis, haciéndose en total 7 inyecciones. El conejo testigo de
2,4-D permanece normal. El conejo testigo de virus muere tras de pre-
sentar parilisis. Y el conejo inoculado con virus y tratado con 2,4-D
muere cuarenta horas mas tarde que el testigo de virus, presentando
paralisis.

Se hace el mismo experimento, pero inyectando al conejo en trata-
miento el 2,4-D por via intravenosa a la dilucién de 1/100 y en la canti-
dad de 1 cm® cada vez. Este conejo muere treinta y seis horas después
que el testigo de virus, presentando paralisis.

b) Virus vacunal

In wvitro

1) Mezclamos voltumenes iguales de suspension de virus al 1/25
v 2,4D al 1/25, quedando ambas al 1/50 en la mezcla. También
mezclamos voliimenes iguales de virus 1/25 y solucién salina estéril
quedando el virus diluido al 1/50; y 2,4-D 1/25 con el mismo volu-
men de solucién salina. Estas tres mezclas se colocan a 5° C. durante
cinco horas. Después se hacen punturas intradérmicas de 0,20 cm3 cada
una en lomo afeitado de conejo con cada mezcla, Se hace la lectura a
los cinco dias de la inoculacién, obteniéndose el resultado que se indica
en la figura 1. La accién del 2,4-D es francamente positiva. '

Por otra parte, realizamos los experimentos siguientes:

2) Con la pulpa de ternera triturada y usando como diluyente una
solucién de 2-4-diéiorofenoxiacético al 1/100, hacemos las siguientes
suspensiones de virus: 1/100, 1/1.000, 1/10.000, 1/100.000 y I/1.000.000.

" Hacemos también las mismas suspensiones de virus utilizando como di-
luyente solucién salina, con objeto de utilizarlas como testigo. Se incuban
ambas durante veinticuatro horas a 4° C. Y con estas dos series se hacen 2
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filas paralelas de punturas intradérmicas, inoculando 0,20 ¢cm3 de cada
suspension en lomo afeitado de conejo, segiin la técnica de Groth. Cinco
dias después de la inoculacién se miden las lesiones producidas, con un
calibrador, obteniéndose los resultados que se indican en la figura 2.

Puede observarse una marcada diferencia entre las dos series de pun-
turas. Las producidas por la mezcla de virus y 2,4-D son inferiores en
diametro a las producidas por el virus con solucién salina en la cantidad
de 4, 3, 3, 20 y 16 mm,, respectivamente

3) Preparamos una suspension de pulpa vacunal al 1/100 en solu-
cién salina, y manteniendo ésta constante, la mezclamos a volimenes
iguales con diluciones decimales progresivas de 2,4-D (1/100, 1/1.000,
1/10.000, 1/100.000 y 1/1.000.000). Hacemos también una mezcla a par-
tes iguales de la suspensién de virus 1/100 con solucién salina para
que nos sirva como testigo. Mantenemos estas mezclas durante veinti-
cuatro horas a 4° C. Después, con cada una de ellas inoculamos 0,20 cm?®
por puntura intradérmica a un conejo, obteniéndose los resultados que
se presentan en la figura 3, al medir las lesiones cinco dias después de
la inoculacion.

Entre la puntura testigo de virus y las nestantes se observan dife-
rencias de tamafio, siendo éstas inferiores en 10, 7, 7, 3 ¥y 1 mm. com-
paradas con aquél.

In wvivo

Preparamos suspensiones de virus en solucién salina al 1/50, 1/500.
1/5.000, 1/50.000 y 1/500.000. De cada una de ellas hacemos una
puntura, 0,20 cm® en el lomo afeitado de 2 conejos. Uno de #stos
queda sin tratamiento posterior, como testigo. El otro, cinco horas
después, recibe 2 cm?® de 2-4-D 1/25 subcutaneamente, dosis que se
repite cada veinticuatro horas, hasta un total de 5 inyecciones. Se hace
la lectura de los 2 conejos a los cinco dias de la inoculacion del virus,
obteniéndose los resultados que indican las figuras 4 (conejo tratado)
y 5 (conejo testigo).

Se observan unas diferencias en el diametro de las lesiones, siendo
menores las del conejo tratado. Estas diferencias son de 8, 7, 7 y 8 mm.
para cada lesion, respectivamente.

11
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c) Virus poliomielitico -

In vivo

Se prepara una suspension de cerebro virulento de ratén de forma
que en 0,03 cm® de dicha suspension haya 200 dosis letales 50 por 100
para ratén del virus en cuestion (200 RDLso). El material virulento
se diluye en agua destilada estéril con un 2 por 100 de suero de
conejo. Con esta suspensién se hace una mezcla a voliimenes iguales
con 2,4-D 1/25 quedando éste al 1/50 y el virus a 100 DLs en
cada 0,03 cm®. También se mezcla la suspensién de virus con otro volu-
men igual de agua destilada estéril con 2z por 100 de suero de conejo,
para utilizarlo como testigo de virus, quedando 100 DLs, del virus en
cada 0,03 cm®. Por otra parte, se hace otra mezcla de 2,4-D 1/25 con
agua destilada con 2 por 100 de suero de conejo a voliimenes iguales,
quedando el 2,4~-D al 1/50. Con cada una de estas mezclas se inocula
un grupo de ratones. El grupo de ratones testigos de 2,4-D permanece
normal. Los ratones de los grupos de testigos de virus y virus con 2,4-D
mueren todos y en las mismas fechas.

En el cuadro 1 se registran los resultados obtenidos en ratones in
witro e in vivo con los virus poliomielitico y encefalitico equino Oeste,
expresindose en porcentajes.

In vivo

Se prepara una suspensién de material virulento de forma que
contenga en 0,03 cm3® 100 DLj, del virus. Con ella inoculamos 3
grupos de ratones. Cinco horas después, a los ratones de un grupo se
les inyectan 0,25 cm® de solucion de 2,4-D por via subcutanea, y a
otro grupo la misma cantidad y dilucién de 2,4-D, pero por via intraperi-
toneal. El grupo de ratones restante queda sin tratar como testigo de vi-
rus. Veinticuatro horas después se repite el tratamiento. Un 75 por 100
de los animales tratados mueren en las mismas fechas que los testigos
y un 25 por 100, de veinticuatro a cuarenta y ocho horas mas tarde.

d)Virus de la encefalitis equing Oeste
In vitro

Se mezcla un volumen de la soluciéon de 2,4-D al 1/25 con otro
volumen igual de suspensién de virus, de forma que en la mezcla
quede el 2,4-D diluido al 1/50 v en 0,03 cm® que es el volumen que

12
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Cuadro 1. Quimioterapia con 2,4-D.

Ratones

Dias tras la infeccién

— e Porcentajes
Virus P) 3{ 4 | 5| 6 ’7 Js 9 | 10 11}12!13)14!l&t!S‘ﬂ'lB’lQ totales
| i i .
Supervi-
Porcentaje de muertes Muertos |~ 0700
Polio ... ... 50 50 100 0
IS Testigo 50 50 100 0
]
& | Encef. O.. 12 6 6 6 30 70
Testigo 34 30 24 6 100 0
[ Polio ... ... 25 50 13 12 100 0
S Testigo ..... 50 50 100 o
s
= | Encef. O.. 8 24 8 8 16 72 28
Testigo ..... 75 25 100 0

SN2 24905 -F‘¢ ]2 uoo sokvsug
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se inocula a cada ratén, 100 DLjo. También se prepara una solucion de
2,4-D al 1/50 para emplearla como testigo del 2,4-D. Y otra mezcla de
virus y solucién salina, quedando 100 DLj del virus por cada 0,03 cm?
para utilizarla como testigo de virus. Las mezclas se incuban a 4° C. du-
rante cinco horas y se inyectan intracerebralmente a grupos de ratones
en la cantidad de 0,03 cm® Se hace otro experimento semejante, pero
sometiendo las mezclas a dieciocho horas de incubacién a 4° C. Y otro
sometiendo las mezclas a la misma temperatura durante veinticuatro ho-
ras. Los ratones inoculados con el 2,4-D permanecen normales. Los ra-
tones inoculados con testigo de virus mueren todos, presentando pari-
lisis. Sin embargo, los ratones inoculados con las mezclas de virus y
2,4-D, sobreviven en la proporcién de un 70 por 100 y los que mueren
(un 30 por 100) lo hacen en su mayor parte de uno a cuatro dias mas
tarde que los testigos. No hay diferencias grandes derivadas de los dife-
rentes periodos de incubacién.

Estos ratones supervivientes se reinoculan con 100 DLy, del mismo
virus y, salvo un ratén, resisten esta nueva inoculacion.

In vivo

Con 100 DLso del virus, se inoculan intracerebralmente 4 grupos’
de ratones. Un grupo queda sin tratamiento posterior, como testigo de
virus. Otro grupo se inyecta cinco horas después con 0,25 cm? de la
solucién 1/50 de 2,4-D por via subcutanea. Otro grupo se inyecta lo
mismo, pero dieciocho horas después de la infeccién. Y el otro, vein-
dicuatro horas después de la infeccion. Los ratones testigos mueren to-
dos. Pero los tratados, en un 72 por 100, mueren de dos a catorce dias
mas tarde que los testigos, habiendo un 28 por 100 de supervivientes,
Estos supervivientes se reinoculan con 100 DLso de virus y sobreviven,
menos uno que muere diez dias después. No se observan grandes dife-
rencias entre los 3 grupos de ratones tratados.

RESULTADOS
Virus rdbico. Tanto in vitro como in vivo, el 2,4-D prolonga la vida
de los animales por un corto espacio de tiempo (hasta un dia y medio),

periodo aue no consideramos significativo y lo damos como negativo.
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Virus vacunal. In vitro, gran diferencia de tamafio en las lesiones
con respecto al testigo; francamente positivo. In wvivo, diferencias de
7 a 8 mm. en el didmetro de las lesiones con respecto al testigo; positivo.

Vigus poliomielitico. In vitro, negativo. In %wo, prolonga la vida de
ios ratones de uno a dos dias, pero este periodo no lo consideramos signi-
ficativo; por tanto, negativo.

Virus encefalitico equino Oeste. In vitro, inactiva parcialmente el vi-
s; da una elevada proporcién de supervivientes (70 por 100) que re-
sisten la reinoculacién; positivo. In wivo, los ratones prolongan su vida
de dos a diecinueve dias mas que los testigos y hay cierta proporcién de
supervivientes (28 por 100), los cuales resisten la reinoculacion ; positivo.,
Por tanto, accién francamente positiva del 2,4-D sobre los virus en-
cefalitico equino Oeste y vacunal; y puede considerarse negativa sobre los
virus rabico y poliomielitico.

DISCUSION

La accién positiva se ejerce sobre virus tan dispares como el vacunal,
dermotropo, de gran tamafio (225 mm.) y complejidad; y el encefalitico
equino Oeste, neurotropo, de pequefio tamafio (50 mm.) y mas simple.

La accién ejercida por la sustancia sobre los virus parece ser de in-
activacion parcial, ya que no todos los ratones sobreviven, y ademas los
supervivientes poseen inmunidad, lo que parece indicar que han sopor-
tado dosis subletales del virus.

El 24-D inactiva parcialmente el virus vacunal. El grado de inacti-
vacién es inversamente proporcional a la cantidad de virus, y directa-
mente proporcional a la cantidad de z,4-diclorofenoxiacético. Esto puede
deducirse facilmente de los resultados obtenidos en conejos, i vitro (ex-
perimentos 2 y 3).

Por otra parte, aunque con notable diferencia, parece que su accioa
se extiende a todos los virus ensayados, lo que nos podria indicar que la
accién de la sustancia no es especifica, como ocurre cuando actia sobre
los vegetales.

En los vegetales el 2,4-D actia sobre varios procesos enzimaticos,
entre los que destacan algunos respiratorios. Carecemos de base para
determinar su forma de actuar en el caso que nos ocupa, pero pudiera

15
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ser que esta sustancia mas que actuar sobre los virus directamente lo hi-
ciera sobre las células, introduciendo un factor que alterara en alguna
forma la biosintesis de las particulas viricas.

Hay autores que indican que se deben buscar sustancias que interven-
gan en el metabolismo de la célula huésped. Katsilabros (33) utiliza con
éxito colchicina v un derivado de ésta sobre algunos virus, achacando los
resultados.a su accion antimitotica mds que a una posible accion directa
sobre el virus. '

Es interesante destacar que se inoculan siempre 100 DLj¢ a cada ra-
16n, dosis elevada, por lo cual los resultados deben considerarse bastante
significativos. Ademas, las vias de inoculacién de los virus son muy di-
rectas (via intracerebral), lo que da atin mayor valor a los resultados, ya
que probablemente la actividad de la sustancia seria mayor si el virus se
inyectara por otras vias menos directas que, por otra parte, son las de
infecciéon natural.

RESUMEN

El 2,4-diclorofenoxiacético inactiva parcialmente in vitro e in vivo a
los virus vacunal y encefalitico equino Oeste.

SUMMARY

The 2-4 diclorophenoxyacetic acid partially inactives i vitro and in
viwo the vaccinia and western equine encephalitis viruses.
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ENSAYOS CON EL INDOL-3-ACETICO SOBRE LOS

VIRUS RABICO FHJO, POLIOMIELITICO, VACUNAL

Y ENCEFALITICO EQUINO OESTE, IN VITRO
' E IN VIVO

POR
Axcer P. GARCIA - GANCEDO, M.2 Luisa. ALONSO y Ebuarpo GALLARDO

En un trabajo anterior (1) hacemos algunas consideraciones sobre
la quimioterapia de los virus. También damos cuenta de unos ensayos
realizados con una fitohormona o sustancia reguladora del crecimiento
vegetal, que es el 24-diclorofenoxiacético (2,4-D), para determinar su
posible actividad sobre los mismos virus que son objeto de este tra-
bajo. Los resultados obtenidos parecian apoyar la hipotesis de que dicha
sustancia actia de forma inespecifica, de manera semejante a como lo
hace sobre los vegetales. Para aportar nuevos datos que contribuyan a
aclarar dicha cuestion realizamos el presente estudio utilizando otra fi-
tohormona (auxina natural), el indol-3-acético, empleando los mismos
materiales v métodos que en el anterior trabajo. Siendo por tanto validas
para éste las citas bibliograficas que se indican en aquél.

MATERIAL Y METODOS

1. Sustancia utilizade

Se emplea el indol-3-acético procedente de la casa Merck de Darms-
tadt. Se disuelve dificilmente en solucion salina estéril. Ajustamos el
pH a 7. Se conserva a la temperatura ambiente en un matraz cerrado
<on tapén de goma.

Microbiol. Espaifi., vol. 13. 1960. 1
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2. Cepas de virus

Virus rabico fijo, vacunal de tipo dérmico, poliomielitico adaptado a
ratén y encefalitico equino este, cuyo origen, caracteristicas, forma de
conservacion, etc., se indican en el citado trabajo anterior. Todas ellas se
conservan en la Seccién de Virus del Instituto ““Jaime Ferran”, de Mi-
crobiologia. De todas ellas se obtienen pases recientes a partir de los
cuales se realizan todos los experimentos utilizando siempre virus pro-
cedente del mismo lote.

3. Animales empleados

Ratones blancos de 18 a 22 g. de peso, procedentes del criadero del
Centro de Investigaciones Biolbgicas del C.S.I.C. Conejos jovenes,
sometidos a cuarentena antes de utilizarlos, siendo todos de un peso
semejante.

4. Titulacién de los virus

El rabico se titula inoculando 0,15 cm?, intracerebralmente, de dilucio-
nes dobles de la suspension virulenta de cerebro de conejo, a 1 conejo
por cada dilucién. El virus vacunal, mediante punturas intradérmicas en
lomo. de conejo, segiin la técnica de Groth (2) de diluciones decimales.
de la suspension del virus, inyectado 0,20 cm® por puntura de cada
dilucion. Los virus encefalitico equino Oeste y poliomielitico los titula-
mos intracerebralmente, en ratones, aplicando el método de Reed v
Muench (3), calculando asi la dosis letal 50 por 100 (DLso).

5. Pruebas de la toxicidad de la sustancia

Ratones. A un lote se le inyecta 0,25 cmP, por vias subcutinea e in-
traperitoneal, de la solucién de indol-3-acético al 1/100, cada veinticuatro
horas durante tres dias, sin que les produzca ningtin efecto. También
permanecen normales los inoculados intracerebralmente con 0,03 cm® de
la sustancia a la dilucién indicada.

Conejo. Por via subcutinea se les inyecta 2z cm® diariamente hasta.
un total de 7 veces, con la sustancia diluida al 1/100, sin observarse:

2
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ninguna manifestacion anormal. Asimismo, punturas intradérmicas de
0,20 cm® de la sustancia a la misma dilucién indicada anteriormente no
producen ninguna reaccién en los conejos ensayados.

ENSAYOS REALIZADOS PARA DETERMINAR LA
ACTIVIDAD DE LA SUSTANCIA FRENTE A LOS
DIVERSOS VIRUS

a) Virus rdbico

In wvitro

Se mezclan por partes iguales una suspension de virus al 1/5 con
solucién de la sustancia al 1/50, quedando entonces al 1/10 el virus
y al 1/100 la sustancia. Hacemos otra mezcla de suspension de virus
al 1/5 con solucién salina a volimenes iguales, quedando también el
virus al 1/10, para utilizarle como testigo de virus. Y finalmente, prepa-
ramos una solucién 1/100 de la sustancia, como testigo también. Estas
mezclas se colocan durnate cinco horas a 4° C., y después se inoculan 3
conejos, uno con cada mezcla, por via intracerebral, en la cantidad de
0,15 cm?. El conejo inyectado con el indol-3-acético permanece normat.
El conejo inoculado con la mezcla de virus y sustancia muere siete horas
mas tarde que el testigo y ambos presentando paralisis.

In vivo

Se inyectan 2 conejos por via intracerebral con 0,15 cm?® de Ia
suspensién al 1/10 del virus. Uno de ellos, cinco horas mas tarde, con
2 cm? de la solucion 1/100 de la sustancia por via subcutidnea. Al mismo
tiempo y en la misma forma, se inyecta la misma dosis de sustancia a
otro conejo, que nos servird de testigo de toxicidad de dicha sustancia.
En ambos conejos se repiten estas inyecciones cada veinticuatro horas,
poniéndose en total 7 inyecciones a cada uno. También se ha inoculado
un conejo como testigo de virus, el cual permanece sin tratamiento. El
conejo inyectado con-indol-3-acético permanece normal. El conejo inocula-
do con virus y tratado con indol-3-acético muere siete horas mas tarde
que el conejo testigo de virus, presentando paralisis ambos.

Se hace el mismo tratamiento indicado anteriormente a otro coneio
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infectado, pero inyectando 1 cm?® de la sustancia por via intravenosa, y
este conejo muere doce horas después que el testigo.

b) Virus wacunal
In wvitro

Se prepara una suspension de virus al 1/25 en solucién salina, que
al mezclarse con el mismo volumen de indol-3-acético o de solucién sa-
lina estéril queda al 1/50. Mezclamos aquella con indol-3-acético al
1/50, quedando éste al 1/100. También hacemos otra mezcla a voltime-
nes iguales de virus con solucién salina estéril, para usarla como testigo
de virus. Y se prepara una solucién de sustancia al 1/100 para utilizarla

Testigo virus |Virus+indol-3-
24 mm. acetico 20 mm.
Testigo indol-3- acético

0 mm.

Figura 1

como testigo de indol-3-acético. Estas tres mezclas se colocan a la tem-
peratura de 4° C. durante cinco horas. Con cada una de ellas se hace
entonces una puntura intradérmica de 0,20 cm® en el lomo afeitado dal
mismo conejo. Se miden las lesiones a los cinco dias de la inoculacion,
obteniéndose los resultados que indica la figura 1. La lesion producida
por la mezcla de virus y sustancia es 4 mm. menor que la lesion testigo
de virus. Este resultado es poco significativo.

In vivo

Se preparan suspensiones de virus en solucion salina al 1/50, 1/500,
1/5.000, 1/50.000 v 1/500.000. Con cada suspension se hace una puntu-
ra de 0,20 cm® a 2 conejos. Uno de ellos queda sin someterse a poste-
rior tratamiento, como testigo de virus. El otro conejo recibe después
de cinco horas una dosis de 2 cm?® de indol-3-acético por via subcutinea,
dosis que se repite cada veinticuatro horas hasta alcanzar un total de
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5 inyecciones. A los cinco dias de la inoculacion del virus se hace la lec-
tura en los dos conejos, con los resultados que indican las figuras 2 (co-
nejo testigo) y 3 (conejo tratado).

1/50
22 mm

1/500
19mm

1/50.000 1/500.600
0 mm

8 mm

Figura 2

1/50
24 mm.

1/50.000 1/500.000
16 mm. be

1/500
21 mm.

Figura 3

Se observa que las lesiones del conejo tratado son algo mayores que
las del conejo testigo de virus. Estas diferencias son de 2, 2, 7 y 8 mm.
para cada dilucién, repectivamente.

c) Virus poliomielitico
In wvitro

Se hace una suspensién de material virulento en agua destilada es-
téril con 2 por 100 de suero de conejo, de forma que en 0,03 cm?® de
dicha suspensiéon haya 200 DLs, del virus. Partiendo de esta suspen-
sién se hace una mezcla por partes iguales con indol-3-acético diluida
al 1/50, quedando en la mezcla éste al 1/100 y el virus a 100 DL;) en
cada 0,03 cm3. Se hace, por otra parte, una dilucién del virus en agua
destilada estéril con 2 por 100 de suero de conejo de manera que queda
100 DL;, del virus en cada 0,03 cm® para utilizarla como testigo de
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virus. También se prepara una solucién de la sustancia al 1/100 para
utilizafla como testigo del indol-3-acético. Con cada una de estas tres
mezclas o diluciones se inocula un grupo de ratones por via intracerebral,
en la cantidad de 0,03 cm?® a cada uno, después de haber estado aquéllas
durante cinco horas a la temperatura de 4° C. y habiéndose comprobado
que no ha habido contaminacién con gérmenes extrafios. Los ratones
inoculados con el testigo de indol-3-acético no presentan anormalidad
alguna. Los ratones inoculados con la mezcla de virus e indol-3-acético
mueren todos, el 50 por 100 en las mismas fechas que los testigos y el
otro 50 por 100 uno a dos dias mas tarde.

En el cuadro 1 se indican los resultados obtenidos sobre los virus po-
liomielitico y - encefalitico equino Oeste in witro e in wivo, expresados
en porcentajes.

In vivo

Se inoculan 3 grupos de ratones con 100 DL;o. A las cinco horas de
dicha inoculacién se trata un grupo con 0,25 cm?® de indol-3-acético,
por via subcutinea, y otro grupo con la misma dosis, pero por via
intraperitoneal. Se repite en ambos grupos el tratamiento veinticuatro
horas mas tarde. El grupo restante queda sin tratar, como testigo de
virus. Tanto los ratones tratados como los testigos de virus mueren en
las mismas fechas.

Cuadro 1. Quimioterapia con indol-3-acético en ratones

Dias tras la infeccién IPorcentajes
Virus 2 l 3|45 ’ 617|890 12 ' 13 l 1415 __'io_tile_s_ 7
Porcentaje de muertes fu;:;?. sv"a'i'.’.':f{
s Polio ... ... 50 25 25 100 O
X ) Testigo ... ... 50 50 100 0
S
< ) Encef. O 6 6 6 18 82
= Testigo ... ... 34 42 12 12 100 0
Polio ... ... ... 50 50 100 ©
§ Testigo ... ... 50 50 100
)
<« | Encef. O 8 8 16 8 8 24 § 8 =20
= Testigo ... ... 25 50 25 100 0
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d) Virus de la encefalitis equina Qeste

In vitro

Preparamos una mezcla, a voliimenes iguales, de solucién de indol-
3-acético al 1/50 con suspension de virus que contenga 200 DL;, en
0,03 cm®, para que la dilucién final del virus sea de 100 DLy, per
cada 0,03 cm® y la de la sustancia del 1/100. Se coloca la mezcla en
nevera a 4° C. Una parte de esta mezcla se inocula, después de cinco
horas a 4° C., a un grupo de ratones por via intracerebral, en la cantidad
de 0,03 cm?® a cada uno. .

Otra parte de la mezcla citada al principio se inocula de la misma
forma a otro grupo de ratones, después de dieciocho horas de incubacion

"a 4° C. Y otra parte de dicha mezcla se inocula a otro grupo de rato-
nes, a las veinticuatro horas de incubacién a 4° C. Casi todos los ratones
sobreviven (un 82 por 100). Estos se reinoculan con 100 DL;, del
virus por via intracerebra] y sobreviven de nuevo. En cada experimento
se han inoculado el mismo ntimero de ratones testigos con 100 DLjso
del virus, habiéndose sometido éste a la misma permanencia en nevera
a 4° C, muriendo todos los ratones entre tres y seis dias. Y también se
han inyectado ratones por la misma via que los anteriores y en la misma
cantidad con la solucién 1/100 del indol-3-acético, sin que éstos mani-
festaran ningtin sintoma anormal. No se observan diferencias entre los
diversos tiempos de incubacion.

In vivo

Se inoculan intracerebralmente 4 grupos de ratones con 100 DLsg
de virus. Un grupo queda sin posterior tratamiento para utilizarlo como
testigo de virus. Otro grupo, cinco horas después de la infeccibn, se
inyecta con 0,25 cm?® de solucién al 1/100 de indol-3-acético, por via
subcutanea. Otro grupo se trata de la misma forma dieciocho horas des-
pués de la infeccién. Y el grupo restante recibe el mismo tratamiento
veinticuatro horas mas tarde de la infeccién. Los ratones testigos mueren
todos. De los ratones tratados sobrevive un 20 por 100 vy los que mueren
(80 por 100) lo hacen mis tarde que los testigos de virus (alguno hasta
diez dias més tarde). Los ratones supervivientes se reinoculan por via in-
tracerebral con 100 DLj, del virus y resisten esta segunda infeccion.
No se han encontrado diferencias significativas debidas a los diferentes
intervalos de tratamiento.
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RESULTADOS

Virus rdbico. Tanto i vitro como in wiwo, mueren los animales tra-
tados y los testigos, con una diferencia de tiempo tan escasa (siete «
doce horas) que puede considerarse que lo hacen al mismo tiempo, es-
timandose los resultados como negativos.

Virus wvacunal. Tanto in vitro como in vivo, también se considera
negativo.

Virus poliomielitico. Aunque un 50 por 100 de los ratones perte-
necientes a los experimentos realizados i wivo mueren de uno a dos
dias mas tarde que los testigos, consideramos esto poco significativo y
damos como negativos todos los resultddos obtenidos, tanto in vitro como
" VIYO.

Virus encefalitico equino Oeste, In vitro, resulta una inactivacion
parcial del virus, obteniéndose una elevada proporcion de ratones su-
pervivientes (82 por 100); resultado positivo. In wivo, quedan escasos
supervivientes (20 por 100), pero la gran mayoria de los ratones que
mueren lo hacen bastante mas tarde que los testigos, pudiendo darse
este resultado como medianamente positivo. Todos los ratones supervi-
vientes presentan inmunidad, resistiendo la reinoculacién.

DISCUSION

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos y asociandolos a otros
trabajos anteriores, puede decirse que la cepa empleada del virus ence-
falitico Oeste es particularmente sensible a la accién de dos fitohormo-
nas, el 24-diclorofenoxiacético y el indol-3-acético. El modo de accién
de ambas sustancias parece que es semejante. Sin embargo, es diferen-
te a la accién sobre este virus in witro por la fenacina - a- carboxi-
lamida.

Nosotros pensamos que, a elevada concentracion, estas sustancias
2,4—diclor0feno§ciacétic0 e indol-3-acético) son capaces de provocar una
disminucién en la cantidad de acidos nucleicos en los tejidos, como in-
dican Silberger v colaboradores (5). También deben influir en la divi-
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sién celular, como Louis (6) encuentra en cultivo de corazén de embrion
de pollo, reduciéndose fuertemente el niimero de mitosis al emplearse
altas concentraciones de indol-3-acético. Todo ello repercute indudable-
mente en la multiplicacién de las particulas viricas inyectadas.

Es interesante citar que Apffel (), empleando ésteres de los acidos
2,4-diclorofénoxiacético y 2, 4, 5-triclorofenoxiacético, consigui6 la cu-
racion de diversos tumores en animales.

RESUMEN

El indol-3-acético inactiva parcialmente in vitro e in vivo, el virus
encefalitico equino Oeste:

SUMMARY

The acid indolyl-3-acetic partially inactives i vitro and in vivo the
western equine encephalitis virus.
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INTRODUQCION

El género Azotobacter fue descrito por Beijerinck (5) en el afio 1go1.
Anteriormente, Winogradsky (117), en 1895, habia descubierto la fija-
cién anaerobia; por consiguiente, el género Azotobacter fue la primera
bacteria aerobia fijadora del nitrégeno. Es muy posible que fuese co-
nocida desde mas antiguo, debido a su gran tamafio y abundancia, y
que el propio Leeuwenhoek la observase en los canales de Delft. Su
hallazgo e identificacion no fue facil, pues desde el primer momento
tropezaron con diversidad de formas y variabilidad de su dotacién en-
zimdtica, que le hacian incluso perder su principal cualidad, la de
fijar el nitroégeno, y que le hicieron dudar al propio Beijerinck sobre
esta propiedad fijadora del nitrégeno.

Desde su descubrimiento se ha trabajado muy intensamente sobre
esta bacteria por su gran interés cientifico y practico. Nosotros, en el pre-
sente trabajo, nos propusimos estudiar su distribucion en los suelos y
aguas espafioles, las relaciones que pudiera tener la presencia de esta
bacteria con el pH, cantidad de calcio y materia organica de estos suelos
como igualmente de las aguas. Asimismo, creimos oportuno realizar una
. comprobacién y posible ampliacion de los numerosos estudios existentes
sobre su citologia, actividades bioquimicas y sistematica. Donde mds
nos hemos detenido y creemos haber conseguido mas fruto en nuestras
modestas aportaciones es en lo que se refiere a sus formas y ciclos
bioldgicos, por ser precisamente donde reinaba mas confusion, pues entre

Microbiol. Espai., vol. 13. 1960. . 1
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otras cosas sobre la biologia de este género, existen dos interpretaciones
opuestas defendidas por sus correspondientes escuelas; de una parte,
las ideas pleomorfistas mantenidas especialmente por Lohnis y algunos
autores mas modernos, como Bisset, los cuales son partidarios de multi-
tud de formas, y por otra parte, Winogradsky, al que también siguen
algunos autores modernos, como Eisenstark, que es partidario incondi-
cional del monomorfismo para esta bacteria o admite muy pocas formas.
apoyandose en lo que él llama el “principio ecolégico” y que consiste
esencialmente en usar medios de cultivo muy pobres en sales y materia
nutritiva.

Para aclarar la biologia del Azotobacter y ver hasta donde pueden
admitirse las teorias pleomorfistas o monomorfistas, nos propusimos
buscar las formas y ciclos L de esta bacteria. Las formas L han sido
estudiadas por numerosos autores en estos ultimos afios; en Espafia son
notables los trabajos del Dr. Rubio Huertos (g6), pero no conocemos
ningun trabajo sobre formas L del Asotobacter. En este trabajo noso-
tros describimos las formas y los ciclos L correspondientes al género
Azotobacter; algunas de estas formas, por pura coincidencia, pueden
corresponder con alguna de las formas descritas por los pleomorfistas,
pues las formas descritas por éstos son tan numerosas que 1no es raro se
produzcan estas coincidencias; pero desde luego, en ningtn caso, ni los
métodos ni la interpretacion de estas formas coincide con los ideas de
los pleomorfistas. Por otra parte, existen muchas formas descritas por
los pleomorfistas, como las formas esporuladas, que no hemos podido
encontrar en nuestro laboratorio. .

Los estudios efectuados sobre las formas L y sus ciclos permiten
dar correcta interpretacion a numerosas formas del Azofobacter, deli-
mitar perfectamente el monomorfismo y pleomorfismo de esta bacteria,
y también interpretar un ciclo biolégico normal en el suelo.

MUESTRAS ENSAYADAS

Las muestras de suelos utilizadas para este trabajo han sido facilita-
das, en parte, por el Instituto de Edafologia del C.S.1. C., y se eligieron
de la coleccién de forma que estuvieran representados los diversos tipos
de suelos, tales como suelos de pH basico, 4cido o neutro; suelos sa-
linos, con abundante sulfato calcico, con gran cantidad de materia or-
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ganica, unos de ellos, y otros, por el contrario, con materia organica
cscasa, etc. Dentro de estas caracteristicas se eligieron, unos con las
particulas finas; otros, gruesas, etc. De estas muestras, algunas eran
Lastante antiguas y otras de recoleccion mas moderna. De igual forma
recogimos nosotros mismos numerosas muestras de suelos, que, junto
con las que nos enviaron directamente, fueron estudiadas inmediata-
mente después de su recoleccion, sin que hubieran sufrido desecacion
o alteracion. ~

Anélogamente estudiamos aguas de distintos lugares de Madrid,
acequias y estanques de riego, fuentes publicas, lago de la Casa de
Campo, charcos de la misma Casa de Campo, Jardin Botanico, Jardi-
nes del Retiro, Jardines del Museo de Ciencias Naturales, etc. Las
dguas eran recogidas en frascos estériles y sembradas en un plazo de
dos o tres horas después de su recogida.

En las muestras de suelos, facilitadas por el Instituto de Edafologia
nos dieron amablemente también a conocer el pH, cantidad de materia
organica y cantidad de calcio de las mismas; en las muestras de suelos
recolectadas por nosotros y en las aguas, estos datos fueron deter-
minados en nuestro laboratorio. 4

Medios de cultivo

Para el aislamiento, purificacion y estudio de estas bacterias utili-
zamos 3 medios de cultivo, fundamentalmente, que designamos por
medio A, medio B y medio C, respectivamente: en los 3 medios uti-
lizamos la solucion basal de Winogradsky, compuesta por las sales
siguientes :

Fosfato dipdtésico 0,5 g.
Sulfato magnésico ... ... ... ... ... ... 0,2 g.
Cloruro sédico ... ... ... ... ... ... .. .. 0,5 g.
Sulfato de manganeso ... ... ... Indicios
Cloruro férrico ... ... ... ... ... oo con n L Indicios
Agua destilada ... ... ... ... ... ... ... ... I1.ooo cm?
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A partir de esta solucidn obteniamos los siguientes medios: .

Medio A
Benzoato sédico al 1 % ... ... ... ... ... 20 cm®
Acetato calcico al 10 % ... ... ... ... ... 20 c¢m?
Alcohol absoluto ... ... ... ... ... .. .. 8 cm®
Solucién base ... ... ... ... ... ... e e 952 cm?

Las soluciones se preparaban por separado, se esterilizaban al auto-
clave a 115° C. durante veinte minutos y después se ponian en las can-
tidades indicadas, asépticamente, junto con el alcohol.

Medio B
Manitol al 10 % ... ... «e. oo o weo .. 20 cmB
Benzoato sédico al 1 % ... ... ... ... ... 20 cm?
Alcohol absoluto ... ... ... ... ... L 8 cm?d
Solucién base ... ... ... ... ... ... e e 952 cm?®

La confeccién del presente medio la efectuabamos de igual forma
que en el anterior.

Medio C
Manitol al 10 % ... ... ... ... ceo o ... 20 cm®
Glucosa al 10 % ... ... ... ... oo ee ... 20 cmB
“Alcohol absoluto ... ... ... ... ... .. ... 8 cm?
Extracto de suelo ... ... ... .. ... ... ... 100 cm?
Solucidon base ... ... ... ... ... ... ... vee v.. 832 cm?

Utilizamos también, en menor escala, el medio Ashby, que confec-
ciondbamos segiin las indicaciones de Salle (99).

En algunos casos también sustitulamos unas sustancias carbonadas.
por otras, en las proporciones que se indican.

El extracto de suelo lo preparamos segun las indicaciones de
Allen (4), como sigue:

“El extracto de suelo se prepara por calentamiento de 1.000 g. de
tierra de jardin con 1.000 cm?® de agua corriente, en el autoclave, a 120° C.
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.

durante media hora. Se adiciona una pequefia cantidad de carbonato y
lJa suspension de suelo se filtra a través de papel de {iltro doble. Ei
filtrado, si es turbio, serd purificado volviéndolo a filtrar hasta que
llegue a estar completamente claro. Se envasa y esteriliza este extracto
en cantidades de 100 cmd.

Nosotros, ademas de las indicaciones de Allen, ajustibamos el pH
después de la primera filtracion a 7,2, si la solucion de suelo fil-
trada diferia de esta cifra. '

Cuando el extracto de suelo iba a ser empleado para medios solidi-
ficados con agar-agar, no filtrabamos hasta una transparencia com-
pleta de este extracto.

‘Cuando utilizamos medios sélidos agregamos agar-agar en la can-
tidad del 2 por 100. En los medios con penicilina, que posteriormente
describiremos cuando nos ocupemos de la obtencién de las formas I,
agregabamos tan solo el 1,5 por 100 de agar-agar. La penicilina la agre-
gabamos de una solucién previamente preparada en agua estéril y de
ésta tomibamos una cantidad suficiente para alcanzar la concentracién
de penicilina deseada para cada placa. Después de fundidos los tubos
v enfriados a 45° C. afiadiamos la penicilina y vertiamos rapidamente
sobre las placas, agitibamos y enfridbamos éstas lo mis rapidamente po-
sible para evitar la alteracién de la penicilina.

No utilizamos el gel de silice para el aislamiento y purificaciéon del
Azotobacter, como propone Winogradsky, pues no presenta ninguna ven-
iaja especial sobre el agar-agar y, por el contrario, es muy engorrosa

~ su preparacién. Este mismo autor recurre a los medios de agar-agar,
para realizar una perfecta purificaciéon del Azotobacter.

Como fuente de carbono utilizamos las tres sustancias descritas para
cada medio. El utilizar varias fuentes de carbono tiene por objeto ais-
lar un mayor ntmero de razas de Azotobacter, pues como han demos-
trado Winogradsky (117), Jensen (47), y otros autores y hemos com-
probado nosotros, hay razas que no metabolizan un determinado com-
puesto de carbono y no serian aisladas si casualmente fuese ésta la
fuente de carbono utilizada en el medio como fuente de energia. Estamos.
de acuerdo con las ideas de Winogradsky de que en ‘el suelo las sus-
tancias que sirven de alimento al Azotobacter se encuentran muy dilui-
das y que, por consiguiente, un medio que imite las condiciones natu-
rales debe reunir tal requisito, pero en cambio nos parece inadecuado

5
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usar una sola sustancia carbonada como fuente de energia, como pre-
coniza este autor, pues en el suelo, aunque muy diluidas, existen nume-
rosas sustancias carbonadas, a la vez, que pueden ser utilizadas por el
Azotobacter. A pesar de usar varias fuentes de carbono simultinea-
mente, no pensamos decir con ello que aislamos todas las estirpes de
Azotobacter existentes en el suelo, pues incluso hay algunas que son
incapaces de fijar el nitrégeno, como han demostrado Wyss (118) y
otros autores.

No hemos utilizado para el aislamiento sustancias como la glucosa,
manita, maltosa, etc., por ser éstas ficilmente utilizables por los mohos
y otros microorganismos y de esta forma resultaria un medio menos
selectivo para el Azotobacter, pues aunque este medio selectivo para
este objeto no contiene nitrogeno, pueden desarrollarse algunos microor-
ganismos al adquirir el nitrégeno combinado de diversas formas, tales
como que el medio contenga algo de nitrégeno combinado con impurezas,
que ciertos mohos puedan sintetizarlo (Morales (77) vy, ademas, pequefias
cantidades de nitrégeno combinado son liberadas cuando se desarrolla e!
Azotobacter, y estas sustancias pueden ser aprovechadas por otros mi-
croorganismos. Por todo lo cual utilizdbamos el medio A, que hemos
descrito anteriormente, para efectuar los aislamientos.

Técnica de siembra

Para realizar el recuento partiamos de 1 g. de tierra. Como la mues-
tra de suelo estaba htimeda, mas atin en las muestras recién recolecta-
das, se averiguaba la pérdida de peso por desecacién en otra porcion
de suelo hamedo y después referiamos la cantidad de Azotobacter equi-
valente a 1 g. de suelo seco. . -

El gramo de suelo después de tamizado, era suspendido en 10 cm®
de agua estéril, en un tubo de ensayo. Se sustituye el tapon de algodén
por uno de goma estéril, se agita el tubo y se deja en contacto el suelo
con el agua durante diez minutos, para que se verifique una perfecta
hidratacién y suspension del mismo. Después de este tiempo se volvia a
agitar, se dejaba reposar treinta segundos para que se depositasen las
particulas més gruesas y se destapaba y se tomaba 0,5 cm® con una pi-
peta graduada de 1 6 2 cm® de capacidad, pasando los 0,5 cm® a un
tubo con 9,5 cm?® de agua estéril, con lo que conseguiamos una- dilucién

6
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al 1/20. Este tubo se tapaba con un tapén de goma como el anterior,
se agitaba, y después de treinta segundos se pasaban o,5 cm® a otro tercer
tubo con 9,5 cm® de agua estéril y se conseguia una dilucién de 1/400,
y de forma analoga conseguiamos otro tubo con una dilucién 1/8.000.
Con estas diluciones, sembradas como luego describiremos, se conseguia
normalmente contar las colonias y aislar las distintas especies y varieda-
des: en los casos en que esto no era posible efectudbamos diluciones su-
periores. Las pipetas no eran enjuagadas en los liquidos de las dilucio-
nes, solo eran vertidas. No utilizamos la técnica de Pochon (8g) para
preparar diluciones de tierra, porque cuando ¢él la publicé nosotros te-
niamos muy avanzado el trabajo; difiere de la nuestra en que emplea
primeramente un mortero donde hace previamente una disgregacién del
suelo y después pasa esta solucién a un tubo, realizando una técnica para
obtener las diluciones muy parecida a la nuestra.

La disgregacién del suelo es muy posible que sea mas completa por
este procedimiento, pero quedan adheridas en el mortero numerosas bac-
terias, que se evitan o aminoran por el procedimiento nuestro. Nosotros
hemos comparado las dos técnicas y nos dieron resultados paralelos.

También hay que tener en cuenta que las paredes de las pipetas pue-
den retener numerosas bacterias por adherencia, pues segiin Levergne (57)
este valor puede oscilar entre un 5 y un 50 por 100 del valor total; nos-
otros, en este caso del Azotobacter, comprobamos un término medio de
un 10 por I100.

Una vez conseguidas las diluciones como indicamos, las placas eran
sembradas tomando con una pipeta de 1 cm?, 0,15 cm?® de la dilucidén a
sembrar, que se depositaba en la placa correspondiente que contenia el
medio que hemos designado por A. Seguidamente, con una pipeta Pas-
teur doblada en angulo recto a modo de espatula de Drigalsky, extendia-
‘mos esta suspension por la superficie de la placa. Este procedimiento per-
mite que todas las colonias se desarrollen en la superficie y puedan dis-
tinguirse perfectamente unas de otras. En cambio, si se mezcla la dilu-
<ién con el medio fundido a 45° C., por ejemplo, segiin el procedimiento
usual, resulta dificil distinguir las colonias del interior de! medio de im-
purezas, de colonias de mohos o de otros microorganismos, como igual-
mente es muy dificil contar las colonias cuando éstas se encuentran en
«listintos planos o unas encima de otras.

Cuando se trataba de aislar y purificar el Azotobacter de estas prime-
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_ras placas, tomabamos con el asa parte de una colonia y la suspendiamos

en agua destilada estéril. De esta suspension, pulverizdbamos, con tna

_pipeta Pasteur o un pulverizador, sobre una placa del mismo medio o de

los otros medios que hemos descrito, procédimiento descrito por Wino-

-gradsky para la purificacion. Este procedimiento refne las dos técnicas

de ajslamiento clisicas en la Bacteriologia, el procedimiento de los me-
dios sélidos y el procedimiento de las diluciones.

Las placas las incubdbamos normalmente a 27° C., algunas a la tem-

-peratura ambiente, pues segtin Petschenko (86), estas bacterias no dege-

neran a estas temperaturas, y de esta forma comparabamos los resultados.
El recuento de las colonias lo efectudbamos sobre una cuadricula,
'como puede apreciarse en la figura 5, que contiene unos cuadros de

‘0,5 cm. y fondo negro, para de esta forma apreciar mejor las colonias,

“tidos.

que suelen ser en un principio transparentes, aunque luego se vuelvan

-oscuras por la formacion de pigmento. El recuento se hacia observando

con el binocular a 30 aumentos.

La lectura se efectuaba a los ocho o dlez dias de hecha la siembra:
un tiempo menor no permitia el desarrollo de todas las colonias, y ma-
yor, tenia el inconveniente de que se podian desarrollar los mohos a ex-
pensas del nitrégeno fijado por estas bacterias y dificultar el recuento.
Los experimentos que presentaron resultados dudosos fueron repe-

Las aguas se analizaron tomando directamente de las muestras con-

“tenidas en frascos estériles 0,25 c¢m® y depositandolos en una placa con
‘el’ medio: A. Seglin los casos, sembribamos’ igualmente placas con
0,25 cm?® de diluciones al 1/10, 1/100, etc., segin el porcenta]e de Azo-

‘tobacter que nosotros calculabamos podia tener.

Para hacer el recuento en estas placas sembradas de aguas, conviene
iluminar por la parte inferior y de esta forma aprovechar la fluorescen-
cia de las colonias y aumentar su visibilidad, ya que de otra forma esta
‘muy limitada por la transparencia y delgadez de estas colonias.

La purificacién y aislamiento de las estirpes se efectiia de forma analo-
ga a las sembradas con muestras de tierras.

“En las muestras de aguas analizadas, cuando existia 4. agilis, no se
encontraban normalmente mohos, lo que nos hizo pensar en una antibio-
sis o algtin factor de transformacién de anilogo efecto a los descritos

por - Socias (107-109), e intentamos su aislamiento, pero a pesar de
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riuestros esfuerzos no logramos tal empefio, dada la complejidad qui-
‘mica y biolégica que representa un medio natural de este tipo.

Junto a las distintas especies de Azotobacter y a pesar de usar un
'medio lo mas selectivo posible para esta bacteria, en las placas soliamos
encontrar colonias de mohos, de actinomicetos y algiin que otro micro-
organismo. ‘

Los mohos eran los mas frecuentes, pero sus colonias en general eran
‘pequefias, blancas y no llegaban en la mayoria de los casos a formar
conidios, y si se las sembraba varias veces sucesivas en estos medios sin
nitrégeno terminaban por no desarrollarse. Colonias de este tipo pueden
verse en las figuras 5, 8 v 11, por ejemplo. Por el contrario, otras colo-
nias de mohos, por lo general muy poco frecuentes, adquirian un gran
desarrollo en estos medios sin nitrégeno, producian conidios abundantes
¥ podian resembrarse varias veces en estos medios, logrindose un cre-
cimiento relativamente abundante. Estos mohos eran mas frecuentes en
las muestras de suelo francamente acidas y con algunos de ellos hicimos
un trabajo sobre fijacién de nitrégeno por estos microorganismos (Mora-
les (77). Este tipo de mohos puede apreciarse en la figura 10.

Entre las actinomicetos, los mas frecuentes eran los pigmentados,
espeaalmente los que producian pigmentos amarillos o violetas; sus colo-
njas eran pequefias y por sucesivas resiembras en estos medios termina-
ban por desaparecer. Algunos de estos actinomicetos tenian un marcado
poder antibidtico contra los mohos, como puede verse en la figura 8.
‘Nosotros intentamos estudiar mas a fondo esta antibiosis, pero nos en-
contramos con que en los medios propios de los Actinomyces perdlan
esta propiedad antibittica y en los medios sin nitrogeno su crecimiento
era muy pequefio, y ademas, en sucesivas resiembras terminaban por
desaparecer, sin que hasta el ‘momento hayamos encontrado un medio
‘adecuado para este fin.

Resultados de los andlisis

Analizamos en total 300 muestras de suelos y 100 muestras de aguas.
Las muestras de suelos fueron elegidas como hemos dicho al principio;
en todas ellas se determin6 el pH en agua, como igualmente la cantidad
de calcio en kilogramos por hectirea y la cantidad de materia orgéanica
en porcentaje. En cada muestra se determiné igualmente el nimero de
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Azotobacter por gramos de tierra desecada, como describimos en las
técnicas. Con todas las muestras de suelos se hicieron dos grupos: un
grupo con todas aquellas muestras de tierra que habian sido recolecta-
das con una anterioridad desde dos meses hasta uno o dos afios antes
de ser analizadas microbioldgicamente por nosotros, aunque las deter-
minaciones quimicas se hicieron a poco de ser recolectadas por el Insti-
tuto de Edafologia, que fue quien nos las facilit; el otro grupo, for-
mado por muestras recolectadas por nosotros o que nos fueron enviadas
rapidamente, fueron sembradas para ser analizadas microbiolégicamente
"y analizadas quimicamente en un tiempo inferior a veinticuatro horas.
En cada uno de estos dos grupos que acabamos de establecer reagru-
pamos los resultados de los anilisis de estas muestras, segiin ciertos in-
tervalos de pH, cantidad de calcio y materia organica. En el cuadro 1 se
recogen los porcentajes de Azotobacter en relacién con el pH de las
muestras recogidas con cierta anterioridad a su analisis microbiolégico.
El cuadro 2 es similar al 1, pero corresponde a las muestras analizadas
inmediatamente después de su recoleccién. De la misma forma, se re-
cogen en el cuadro 3 los porcentajes de Azotobacter en relacién con la
cantidad de calcio existente en el suelo, reunidos en 8 subgrupos;
dicho cuadro corresponde a las muestras recogidas con bastante anterio-
ridad al anilisis); y el cuadro 4 es semejante al 3, solamente que corres-
ponde a las muestras analizadas inmediatamente a su recoleccién, como
hemos dicho repetidamente. De la misma forma, los cuadros 5§ y 6 dan
los porcentajes de Azotobacter en relacién con la materia organica, en
las muestras recogidas y analizadas después de un cierto tiempo, en el
primer caso, y analizadas inmediatamente, en el segundo caso.
Referente a las muestras de aguas, hicimos las mismas determinacio-
nes que con los suelos; todas las muestras fueron recogidas por nosotros
y analizadas inmediatamente en un tiempo inferior a veinticuatro horas.
En las aguas el tnico factor de los determinados que pudiera tener
cierta influencia fue la cantidad de materia orgéanica, cuyos resultados
los exponemos en el cuadro 7. Las oscilaciones de pH de las muestras
recogidas eran pequefias y la influencia que pudieran ejercer sobre el
mayor o menor desarrollo del Azotobacter era muy pequefia y enmas-
carada por otros factores mas importantes. Las cantidades de calcio que
puedan tener las aguas no ejercen una gran influencia al parecer, pues en

10
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Cuadro 1
Nfimero Ntimero de Azotobacter/g. de suelo
pH de muestras

ensayadas Valor medio | Valor minimo | Valor maximo
4,55 - 5,00 21 14.104 800 67.000
5,05 - 5,50 6 148.416 500 744.000
5,55 - 6,00 3 81.666 ! 24.000 173.000
6,05 - 6,50 4 512.400 157.600 664.000
6,60 - 7,00 12 1.775.333 72.000 5.600.000
7,00 - 7,50 18 2,086.111 130.000 6.080.000
7,55 - 8,00 59 907.762 44.000 3.200.000
8,02 - 8,21 27 55.740 15.000 108.000

Cuadro 2
| .
’ Nfimero Ntmero de Azotobacter/g. de suelo
pH de muestras

ensayadas. Valor medio | Valor minimo | Valor maximo
4,50 - 5,00 17 10.304 1.100 80.000
5,10 - 5,50 10 64.580 6.800 186.000
5,60 - 6,00 -3 77.966 3.900 160.000
6,10 - 6,50 4 1.480.225 1.900 2.360.000
6,60 - 7,00 5 3.725.800 125.000 10.800.000
7,10 - 7,50 41 4.103.170 00.000 9.400.000
7,55 - 8,00 63 1.362.666 63.000 8.000.000

8,10 - 815 7 76.714 60.000 90.000

11
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Cuadro. 3
!

Cantidad Ntimero ‘ . Nimero de Azotobacter/g. de suelo
de calcio en ; demuestras -

Kg./Ha. “ ensayadas ! Valor medio :| Valor minimo | Valor maximo

0-1 24 20.341 500 173.000
1,I - 1§ 42 1.338.804 2.800 6.080.000-
15,1 - 30 9 1.726.444 512.000 5.600.000-
30,1 - 45 8 1.076.625 45.000 2.200.000",
45,1 - 60 26 811.961 . 18.000 3.200.000:
60,1 - 75 7 435.428 49.000 1.200.000
75,1 - QO 8 433.625 50.000 1.200.000
90,1 26 500.602 15.000 2.100.000"
Cuadro 4
|

Cantidad Niimero Ndimero de Azotobacter/g. de suelo’
de calcio en | de muestras T

Kg./Ha. 1 ensayadas Valor medio ‘| Valor minimo | Valor miximo

0-1 23 20.020 1.100 186.000

LI - 1§ 43 3.165.202 1.200 10.800.000.
15,1 - 30 13 3.304.230 80.000 0.050.000
30,1 - 45 6 1.716.666 160.000 2.800.000°
45,1 - 60 18 2,032.722 60.000 8.000.000'
60,1 - 75‘ 2 1.877.750 63.000 5.600.000°
751 - 90 8 562.250 90.000 1.500.000
90,1 27 043.185 65.000 3.100.000"
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Cuadro 5

Materia Ntimero Numero de A:zotobacter/g. de suelo
orgénica en de muestras i
porcentaje ensayadas Valor medio | Valor minimo | Valor maximo

0-1 i 28 1.278.310 16.000 3.000.000
1,01 - 2 58 1.002.155 18.000 6.080.000
2,0I - 3 33 708.181 44.000 2.300.000
3,01 - 4 ' 3 1.050.000 500.000 1.600.000
4,01 - § 2 626.833 500 1.512.000
50I - 6 2 5.100 - 3.200 7.000
6,01 - 7 7 21.014 1.200 60.000
7,01 17 18.658 . 8oo 157.000. .

Cuadro 6

Materia N\’xmero' Niimero de Azotobacter/g. de suelo
organica en de muestras l .
porcentaje ensayadas l Valor medio | Valor minimo i Valor maximo

0-1 19 3.104.736 70.000 0.050.000
1,01 - 2 52 2.552.153 85.000 10.800.000
2,01 - 3 25 1.863.760 149.000 4.300.000
3,01 - 4 22 1.182.045 60.000 6.000.000 .
4,01 - § I 1.300.000 . 1.300.000
501 -9 6 1.108.100 1.000 © " '5.600.000
6,01 - 7 5 ross.60 1.800 o 33090.000
7,01 20 142.445 1.100 2,325.600
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Cuadro 7
Materia Niimero Namero de Azotobacter/cm3 de agua

organica en de muestras
porcentaje ensayadas Valor medio Valor minimo l Valor ‘maximo

0 - 0,0045 40 8 o . 180
0,005 - 0,01 13 200 o 320
0,015 - 0,02 5 765 65 3.200
0,025 - 0,03 2 475 150 800
0,035 - 0,04 2 10 0 20
0,045 - 0,05 12 1.433 o 3.200
0,055 - 0,00 7 144 o 650
0,005 - 0,07 12 3.004 o 14.500
0,075 7 3.981 o 12.500

el suelo el calcio puede actuar modificando el pH y ejerce una influencia
indirecta, pero esta accién no es tan manifiesta en las aguas.

Los valores medios de los distintos cuadros han sido representados
en las graficas de las figuras 1-4.

En la figura 1 la linea de puntos representa los valores medios del
cuadro 1 y la linea continua representa los valores medios del cuadro 2.
Las graficas de los dos cuadros se corresponden en general. Los va-
lores del cuadro 2 vienen a ser aproximadamente dobles que los del
cuadro 1, pero guardan la proporcién. La grafica se encuentra un poco
inclinada hacia el lado alcalino y los valores maximos corresponden en-
tre 7,00 y 7,50 en ambos casos. Aunque analizamos muestras de suelos
muy acidos o muy alcalinos, no encontramos en ninglin caso muestras
completamente ausentes de Azotobacter, aun cuando en algunos casos la
proporcion de esta bacteria fuera muy pequefia.

La figura 2 corresponde a los valores medios de los cuadros 3 v 4,
que relacionan el porcentaje de Azotobacter con la cantidad de calcio
existente en el suelo. T.a linea de puntos corresponde al cuadro 3 y la
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linea de trazo continuo corresponde al cuadro 4. Las dos graficas se co-
rresponden, en general. La correspondiente al cuadro 4 tiene dos valo-
res inferiores a la cifra de Azotobacter que tedricamente debia corres-
ponderle, y presenta dos inflexiones, que son el de 30,1 a 45 y el de
75,1 a go Kg/Ha., pero debemos tener en cuenta, si observamos el co-
rrespondiente cuadro, que el niimero de muestras ensayadas es muy pe-

05 "\

Millones de Azotobacter/g. de suelo

1 2 3 4 5 6 7 8
Materia orgdnica, %

Figura 3

‘
#

quefio en estos valores de calcio (6 y 8 muestras, respectivaxﬁente), lo
que puede interpretarse como causa de error por falta del niimero su-
ficiente de datos.

De esta grifica podemos deducir que el calcio se necesita en ciertas
cantidades para un buen desarrollo del Azotobacter; los valores de 1 a
20 Kg/Ha. resultan ser los mas favorables para el desarrollo de este
microorganismo; los valores grandes de ion calcio resultan en cierto
modo contraproducentes, pues estos valores corresponden a suelos alca-
linos o de abundante yeso, con altas presiones osmoticas, que no son
muy favorables para el desarrollo de esta bacteria. Como hemos indica-
do en el comentario de la grafica anterior, los valores correspondientes

16
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al cuadro 4 son aproximadamente dobles que los correspondientes al
cuadro 3. : o

Finalmente, la figura 3 nos muestra la relacién de los valores medios
correspondientes a los cuadros 5 y 6, en las lineas de puntos y trazo con-
tinuo, respectivamente; y que representan las relaciones del porcentaje
de Azotobacter con la cantidad de materia organica. Como en las graficas
anteriores, puede apreciarse que las dos lineas se corresponden en ge-
neral y los valores de la correspondiente al cuadro 6 son muy superio-
res. Los porcentajes de Azotobacter van disminuyendo a medida que va
aumentando la cantidad de materia organica; los valores miximos en el
porcentaje de Azotobacter corresponden al valor minimo de materia or-
ganica y viceversa. ' ,

Debemos tener en cuenta que el calcio, la materia organica y el pH
del suelo guardan entre si ciertas relaciones, que repercuten en los
cuadros y graficas que hemos consignado anteriormente. La materia or-
ganica es muy abundante en los suelos de tipo acido y muy pequefia en
los suelos de tipo neutro, por lo general, con abundancia de Azotobacter -
podemos explicar esta circunstancia, de una parte, porque la materia or-
ganica en abundancia acidifica el suelo por estar en general formando
4cidos, por encontrarse comdiinmente en plena descomposicion de los sa-
profitos ; el Azotobacter, en estos casos, no se desarrolla en abundancia,
por incompatibilidad con la-propia materia organica, por el pH desfa-
vorable y por antagonismo con muchos saprofitos, como hemos podido
comprobar en nuestro laboratorio. En los suelos neutros, el Azotobacter
se desarrolla perfectamente y contribuye a la destruccion de la materia
organica del suelo; como consecuencia de esto, hay abundancia de esta
hacteria y disminucion de materia organica.

Con respecto al calcio, ciertas cantidades de éste neutralizan, el sueio
v favorecen el desarrollo del Azotobacter y disminucién de la- materia
organica, sobre todo las sustancias de tipo acido, que son las consumidas
por este microorganismo. Cantidades grandes de calcio aumentan Ja pre-
si6n osmotica, pues corresponden a suelos salinos o de abundancia de
veso, por ejemplo, que no resultan muy favorables para el desarrollo de
. esta bacteria, ni en general para los microorganismos y plantas. Los sue-
los alcalinos pueden experimentar un cierto aumento de la cantidad de
materia organica por disminucion de la -flora bacteriana, no solo-de Azo-

17



76 J. Morales

tobacter, sino de otros tipos, por las condiciones poco favorables de des-
arrollo de las mismas. Referente a las aguas analizadas por nosotros,
solamente la cantidad de materia orginica parece guardar cierta relacion
con el porcentaje de Azotobacter. En el cuadro 7 consignamos las rela-
ciones de las muestras analizadas de materia orginica y cantidad media
de Azotobacter, como igualmente la muestra que dentro de la misma
cantidad de materia organica di6 un porcentaje maximo y la que le dio
minimo. En la figura 4 podemos apreciar que la cantidad de Azotobacter
en general va aumentando con la cantidad de materia organica, precisa-
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mente al contrario que ocurria con las muestras de suelo, pero hemos
de tener en cuenta que las cantidades maximas de materia organica en-
contradas en las aguas coinciden casi con las cantidades minimas de
materia organica en las muestras analizadas de suelos. En la grafica se
aprecian algunas anomalias muy acusadas, que coinciden con grupos que
tenian un nfimero muy pequefio de muestras para analizar. En el cuadro
también puede apreciarse que existen muchos minimos de cero, y ello
es debido a que en algunas aguas, aunque a primera vista pudiera‘}n con-
tener Azotobacter, éste no existe por diversas razones; por ejemplo,
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nosotros hemos podido comprobar en todos aquellos estanques o charca-
que se encontraban en putrefaccion, que no existia Azotobacter, aunque
el agua contenga materia organica y otras caracteristicas favorables para
el desarrollo de esta bacteria.

Nosotros hemos comprobado, ademas, que el Azotobacter es tanto
mas abundante cuanto mds cerca se encuentra de la superficie del suelo,
llegando a un maximo hacia los 2 ¢cm. de la misma y volviendo luego a
decrecer.

Influye también el grado de aerobiosis del suelo y la humedad en
grado medio.

El Azotobacter agilis era mas abundante en las aguas en que existia
vegetacién de plantas acuaticas, en general.

SOBRE LA DISTRIBUCION DEL AZOTOBACTER EN SUELOS
DE OTROS PAISES

En Ttalia, Perotti (84) estudia la distribucidon de esta bacteria en los
suelos de su pais; De Rosi (20) hace un trabajo sobre este mismo géne-
ro, tratando la fijacion en los distintos suelos italianos. Entre los autores
rusos, Souchkina (110) averigua que los suelos de podsol son nefastos
para el Azotobacter; Michoustine (72) llega a la conclusion en sus tra-
bajos de que deben usarse procedimientos por extension para aislar el
Azotobacter, pues de lo contrario no logra aislarse de los suelos muy po-
bres; Manteifield (70) trata de la distribucion de este organismo en las
estepas rusas, en relacion con la profundidad, concentracion de sales, tem-
peratura y concluye que también depende del estado en que se encuen-
tre la madera caida de los bosques de roble, y, finalmente, Polianske (9z)
se ocupa de la eficacia del Azotobacter en los suelos. En Francia, Duo-
chanfour (30) estudia los suelos forestales y determina el numero de
bacterias, de mohos y de Actinomyces; Pochon (89) trata de la micro-
biologia de las turberas acidas, no encontrando Azotobacter en estos lu-
gares, lo que constituye una auténtica excepcién, pues el Azotobacter
suele encontrarse en la mayoria de los terrenos. Petersen (85), en Dina-
marca, averigua las relaciones de estos gérmenes con el medio ambiente.
Derx (21) determina la distribucién del género Beijerinckia, proximo al

19



78 SRR Morales

Azgotobacier; en los suelos tropicales de la India y Java. El género Azo-
‘tomonas se ha aislado de:cascaras de frutos y de algodon que se encontra-
‘ban en fermentacion. Kluyver (55) hizo notar que el Azotobacter agilis
sOlo se podia aislar de las aguas.

ESPECIES Y VARIEDADES AISLADAS

En todos los suelos estudiados, nosotros hemos encontrado en mayor
‘0 menor proporcion el Azotobacter, no asi en las aguas, como ya hemos
citado anteriormente. También lo aislamos de unas soluciones de tani-
mos, en el curso ds unos trabajos que realizamos sobre estas sustancias
y su bacteriologia (Morales (76). Solamente hemos encontrado una cita
de Pochon (g1), en la que indica que no le ha sido posible el aislar este
género de unos suelos de turberas francamente acidos, en los cuales abun-
‘da preferentemente la desnitrificacion. Blinkov (9 y 10) aisla normal-
mente esta bacteria de suelos acidos y considera que estas estirpes tie-
nen caracteristicas especiales, que les permiten vivir en dichos suelos.

 Para la clasificaciéon hemos consultado el “Bergey’s Manual of De-
terminative Bacteriology” (séptima edicién) (6), que incluye a estos orga-
‘nismos ‘en la clase Esquizomicetos (Nageli), orden Eubacteriales (Bu-
‘cHahan), suborden Eubacterineae (Breed, Murray e Hitchens), familia ITI
Azotobacteridceae, género tinico Azotobacter (Beijerinck), especie tipica
'Asotobacter chroococcum (Beijerinck) y dos especies mas, el Azotobac-
ler agilis (Beijerinck), v el Azotobacter indicum (Starkley y De). In-
‘cluye un apéndice con el género Azotomonas (Stapp), especie tnica
Azotomonas insélita (Stapp). ‘

La clasificacion que hemos seguido realmente es la de Jensen (47),
muy parecida a la del Bergey, que ademés la siguen la mayoria de los
autores modernos. Este autor, en su extenso trabajo sobre el Azotobacter,
‘hace un estudio critico-bibliografico de la taxonomia de Azotobacte-
ﬁ_acea_e."’Admite’ el ‘género Azotobacter, el género Beijerinckia y, en un
apéndice, el género Azotomonas. Para el primer género, este autor des-
cribe 4 especies: Azotobacter chroococcum, Azotobacter agilis, Azoto-
bacter beijerinckii y Azotobacter vinelandii. Para el segundo género
admite ‘dos especies: Beijerinckia indica 'y Beijerinckia lacticégenes, y
‘para el tercero la especie tinica Azotomonas insélita.

20



Estudio biologico del género Azotobacter 70

La. familia- 4zotobacteriaceae, Jensen la describe:

~ “Células de considerable variacién, en tamafio y forma, no forman
‘endosporas, generalmente méviles por medio de flagelos laterales. Gram-
‘negativas, a veces con tendencia a la reaccién positiva. Aerobios obliga-
‘dos, que oxidan numerosos compuestos de carbono, alcoholes y acidos
organicos hasta diéxido de carbono y agua. No se forma gas. Algan gé-
nero forma 4cido de la glucosa. Crecimiento pobre en los medios con pep-
tona y un aztcar. No actividad proteolitica. Crecen mejor sin nitrogeno
en el medio o compuestos simples de nitrogeno en el medio: amoniaco,
urea y, como norma, nitrato.”

El género Azotobacter, le define:

“Bacilo grande, células ovales o cocoides, Considerable pleomorfismo,
particularmente en medios con nitrégeno combinado, frecuentemente cé-
lulas maduras presentan una gruesa pared celular (quistes). Crecimiento
_rapido, con oxidacién del substrato a diéxido de carbono y agua. No cre-
cen sin nitrégeno en el medio por bajo de un pH de 4,5 a 5,0, y rara-
mente por bajo de un pH 6,0.”

A continuacion este autor hace un estudio critico bibliografico de las
especies del gé/nero, que son aproximadamente las del “Bergey”, menos
el Azotobacter indicum. Propone la siguiente clave de especies:

-A) Organismos débilmente méviles ‘o inmoviles, forman pigmen-
tos amarillos insolubles o pardos. Habitantes tipicos del suelo.

a) Movil, pigmento a la luz pardo oscuro: A. chroococcum.

b) Inmoévil, pigmento amarillo o carente: A. beijerinckii.

B) Organismos muy moéviles, formando pigmentos solubles verde-
amarillentos o purpuras. Algunas veces, no. Habitantes tipicos del agua.

a) Células de forma bacilar, formando quistes: A. vinelandii.

b) Células muy grandes, ovales o redondas, no quistes: A. agilis.

Como hemos dicho anteriormente, Jensen admite el género Betjerinc-
kia, con dos especies, la descrita por Starkey y De como Azotobacter
indicum, y la descrita por Kauffman y Toussaint como Azotobacter lac-
ticégenes. El nombre de Beijerinckia fue propuesto por Derx.

- Jensen describe el género:

“Difiere morfologicamente de otros Azotobacter por el pequefio ta-
mafio de sus células (las cuales tienen una inclusién polar grasa), y fisio-
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l6gicamente, por su lento crecimiento y copiosa formacién de una muco-
sidad tenaz, pero particularmente por su habilidad de fijar el nitrégeno
en un margen de pH de 3 a 9. El organismo es mévil por medio de
flagelos laterales, de acuerdo con Hofer (45), pero no forma quistes. Un
pigmento pardo-rojizo insoluble aparece en cultivo de agar, y parece se
forma un 4cido durante su crecimiento. La fijacién del nitrégeno, aun-
que lenta, es muy eficiente y puede exceder de 20 mg./g. de sacarosa
consumida. El amoniaco y el nitrato (este tltimo como acumulacién de
nitrito) son usados en mas alta proporcién que cuando no tiene nitrége-
no en el medio.”

Este autor propone para el presente género la siguiente clave de
especies :

a) Movil, crecimiento sobre agar muy tenaz: B. indica.

b) No mévil, crecimiento en agar pastoso: B. lacticégenes.

Describe la ecologia de este nuevo género en paises tropicales, como
la India, Java, etc. '

El nombre de A4zotomonas fue propuesto por Orla Jensen para sus-
tituir el nombre de Azotobacter, pero el cambio no tuvo fortuna y se
emplea para designar unos microorganismos parecidos, situados en un
apéndice a las Azotobacteridceas. Los Azotomonas fueron descritos por
Stapp, que los aislé de una mezcla de cascaras de arroz y cascaras de
fruto de algoddn. Se diferencian de los Azotobacter y de los Beijerinckia.
Poseen propiedades fermentativas; un flagelo polar produce indol, fer-
mentan muchos carbohidratos con produccion de 4acido y gas. Tienen mu-
chos parecidos con las Pseudomonadaceas, por lo que Jensen propone
-que no deben estar unidos a los Beijerinckia y a los Azotobacter.

No todos los autores estin de acuerdo con la clasificacién anterior;
por ejemplo, Petschenko (86) es partidario de la especie {inica y consi-
dera al Azotobacter agilis como una variedad adaptada al medio acuatico.

De todas las especies establecidas por los distintos autores solamen-
te el Azotobacter chroococcum y el Azotobacter agilis, que fueron ini-
cialmente descritas por Beijerinck, se mantienen claramente distintas;
Jas demads especies que se citan en el “Bergey” y en el trabajo de Jen-
sen se pueden considerar en muchos casos como una’ variante de una de
estas dos especies.
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Nosotros, en el curso de nuestros estudios, como describiremos a
continuacion, hemos podido comprobar que las especies Azotobacter
chroococcum 'y Azotobacter beijerinckia, de una parte, y las especies
Azotobacter agilis y Azotobacter vinelondii, de otra, representan estados
limites de una serie continua de variedades, que tienen caracteres inter-
medios entre estas dos especies.

Tipos de colonias

Las colonias de Azotobacter chroococcum recién aisladas eran lisas,
brillantes, transparentes, de bordes perfectamente lisos, como puede apre-
ciarse en las figuras 11 y 14 e igualmente en la figura 6, correspondien-
ie a una placa, y en algunas figuras siguientes. Estas colonias, por lo
general, no contenian pigmentos, por lo que habia que clasificarlas segin
el “Bergey’s Manual” (6) y Jensen (47) como pertenecientes al A4zoto-
bacter beijerinckii; no obstante, seglin Jensen y otros autores, el A4zoto-
bacter chroococcum no produce pigmento nada mas que cuando esta ex-
puesto a la luz y tiene presente en el medio pequefias cantidades de co
bre que actdan como oligoelemento, y si le cultivamos en el interior de
la estufa se encuentra privado de la luz. Cultivindole a la temperatura
ambiente y en presencia de luz, el niimero de colonias pigmentadas es
mayor, pero no alcanzan el ciento por ciento de las que aparecen: con
estas caracteristicas y otras distintivas de las dos especies; llegamos a la
conclusién de que coexisten estas dos especies en los suelos en mayor
0 menor abundancia cada una de ellas, segiin la muestra que se considere.
Ln la figura 14 se puede apreciar como aparece el pigmento en estas co-
lonias, por la pérdida de transparencia v de la superficie brillante de las
‘mismas.

En la muestra 211 aislamos una’ estirpe que producia un pigmento
verde oscuro, no fluorescente, que no utilizaba la glucosa y tenia otra
serie de caracteristicas particulares que no hémos encontrado descritas
para ninguna variedad. En las muestras 182, 193 v 260 hemos aislado
un microorganismo que, en el medio A, dotide tosotros realizdbamos el
aislamiento, tenia color amarillo rosado muy f@nue, pero cultivado en
agar comin producia un pigmento rojo inténso, fio fluoresecente ni difu-
sible en el medio. Del agar comin, estas bacterias podian resembrarse
en el medio A, y volvian a crecer y a producir el pigmento amarillo te-
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nue, como dijimos al principio. El tamafio es algo mds pequefio que el
del Azotobacter chroococcum. Con esta estirpe hemos obtenido las for-
mas L, por los mismos procedimientos que en las otras especies, como
describimos en los capitulos siguientes.

Nos concretamos a lo expuesto sobre estas variedades no descritas
y no consideramos aqui estas estirpes como nuevas especies, porque dada
la enorme variedad de formas que en el Azotobacter pueden presentarse
hay que tomar muchas precauciones para describir una nueva especie,
pero si debemos consignar, al menos, bqu.e esta variedad no ha sido cita-
da por ningtn autor. :

En los Azotobacter aislados de aguas, los tipos de colonias son mu-
cho més variados. Si las aguas son de acequias de riego, pequefios char-
cos, etc., como es logico se comportan como si fueran suspensiones de
suelo y se aislan el Azotobacter chroococcum y el Azotobacter beijerinc-
kii. Si se trata de aguas estancadas o en putrefaccidn, no se encuentra
ningtin Azétobacter, y si las aguas son de sitios donde la vegetacién acua-
tica es abundante, tanto en algas como en otros vegetales, el Azotobac-
ter agilis y el Azotobacter vinelandii se suelen dar con frecuencia.

Las colonias recién aisladas eran extendidas, -y algunas muy exten-
didas, que alcanzaban en los medios B y C 1 cm. de didmetro en cuatro
o cinco dias; otras eran menos ‘extendidas y mas levantadas sobre el
medio. Las mds extendidas eran finisimas y muy dificiles de ver, a no
ser por la fluorescencia, propiedad que todas las colonias, al aislar, po-
~seen. La fluorescencia ha sido estudiada por Jonstone (48 y 49), quien,
en el tltimo de los trabajos, estudia la posibilidad de una clasificacion
atendiendo a la fluorescencia ; este autor sostiene que cuando las estirpes
o especies de Azotobacter agilis y de Azotobacter vinelandii se iluminar
con una luz de 3.600 A, la primera tiene fluorescencia blanca y la segunda
fluorescencia verde. Estudia también quimicamente dichos pigmentos v
comprueba que estin formados por proteinas y que los dos pigmentos
tienen un aminoacido comtn, que es la lisina.

Nosotros hemos visto que la movilidad, fluorescencia y tamafio de los.
individuos varia gradualmente desde las estirpes tipicas de Azotobacter
agilis hasta las estirpes tipicas de Azotobacter vinelandii. Lo mismo ocu-
rre con los tipos de colonias. La figura 12 muestra dos colonias de
Azotobacter vinelandii sobre medio B, que presentan una intensa fluorgs—
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cencia azul-verdosa por transparencia a la luz natural. La figura 17 re-
presenta dos colonias de Azotobacter agilis, las cuales han sido fotogra-
fiadas muy jOvenes, o sea, al principio de su crecimiento; los hordes de
estas colonias suelen ser casi lisos o mas o menos dentados, la fluores-
cencia’ es azul o azul-verdosa, con muy poca cantidad de verde. En la
misma fotografia se aprecian varios tipos de colonias; las mas levantadas
y redondas corresponden al Azotobacter chroococcum, que no es propia-
mente habitante de las aguas. Las figuras 13, 16, 19 y 20 representan
bordes de distintas colonias, y en ellas puede apreciarse como son gra-
dualmente mas extendidas y finas. Ademas, cuanto menos extendida, la
fluorescencia es mas verde: El borde de las colonias es sumamente irre-
gular. y no. caracteristico, como puede apreciarse en las fotografias ci-
tadas; para una misma colonia, el aspecto del borde puede cambiar
mucho durante su crecimiento, como puede apreciarse en algunas de
dichas fotografias. Las figuras 15 y 18 representan dos colonias jove-
nes de Azotobacter agilis.

Discusion de las especies

-De nuestras observaciones se deduce que, de una parte, existen dos
especies claramente diferentes; son las creadas por Beijerinck en 1901,
"el Azotobacter chroococcum y el Azotobacter agilis, y que son realmente
admitidas por el ‘“Bergey’s Manual”. Otra especie, el Azotobacter ind:i-
cum, nosotros no la hemos aislado ni estudiado por ser propia de suelos
tropicales. Jensen, y con ¢él gran ntimero de los autores modernos, admi-
ten ademas las especies Azotobacter vinelandii y Azotobacter beijerinckii,
que fueron creadas por Lipman en 1903 y 1904, y pueden considerarse
en cierto modo como variedades de Azotobacter agilis y Azotobacter
chroococcum, respectivamente, pues sus diferencias no son claras en las
estirpes intermedias, y solamente en las estirpes muy diferenciadas se
distinguen por el tamafio, produccién de quistes y fluorescencia, aspectos
muy variables todos ellos en este género. A pesar de lo dicho, nosotros
seguiremos hablando de las cuatro especies, por ser una cuestion univer-
salmente admitida y de esta forma poderse entender mas facilmente.

Otras muchas variedades que comenta el “Bergey’s Manual”, como
igualmente otras citadas por Jensen y otros autores, son poco sostenibles.
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Citologia

La citologia la hemos revisado detenidamente y muchas de las formas
que mas o menos confusamente han descrito diversos autores, especial-
mente los pleomorfistas, las citaremos en el capitulo correspondiente a
las formas L de esta bacteria.

Los quistes, descritos por Winogradsky, pueden apreciarse en la fi-
gura 26, asi como también el estado prequistico en la figura 28; en la
figura 23 se aprecian los pequefios quistes, también descritos por Wino-
gradsky, y, finalmente, en la figura 29, se aprecia claramente la cépsula
de algunos momentos del desarrollo; todas estas fotografias correspon-
den al Azotobacter chroococum. Ademas de estas formas, nosotros he-
mos observado otras redondeadas, bacilares, etc., que describiremos al
hablar del ciclo en los medios pobres, de esta bacteria.

Algunos autores, como Bisset (7 y 8), estudian extensamente la cito-
logia de esta bacteria. Este autor describe los gonidios, que observa con
el microscopio electronico, y ve que estan formadas por unos bacilos pe-
quefios con flagelos lofotricos. Para nosotros, son seguramente formas
_intermedias del ciclo L. Se ocupa también de los llamados simplasmas,
que volveremos sobre ello al hablar de las formas L. El presente autor
también estudia la capsula, formas de resistencia y pared celular. Deter-
mina la resistencia del Azotobacter al calor y averigua que estas for-
mas son capaces de sobrevivir cinco minutos a 85° C., lo cual es una
prueba evidente de su resistencia a las altas temperaturas, pues las for-
mas vegetativas no soportan en ningin momento dichas temperaturas.
Otras estirpes llegan a resistir cinco minutos a 95° e incluso 100° C., se-
gin el presente autor. Nosotros hemos comprobado tal extremo, y desde
luego pueden soportar la temperatura de 85° 'C. durante cinco minutos,
pero no hemos encontrado ninguna estirpe que resista mas altas tempe-
raturas. También se ocupa este autor del comportamiento similar de las
endosporas de Bacillaceae con los quistes de Azotobacter, cuando se les
trata con Acido nitrico, el cual hace salir el protoplasma en las esporas
de Bacillaceae y en Azotobacteriaceae, de igual manera. Esto le sirve de
argumento para comparar el parentesco de estas dos familias. En cuan-
to a la pared celular, este autor considera que se origina por crecimiento
hacia el interior, pero las pruebas que presenta no son concluyentes, por-
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que como toda fotografia de una cuestién dudosa y dificilmente obhser-
vable, tiene mucho de interpretacion subjetiva. Estas ideas son contrarias
a las de Knaysi (56) para todas las bacterias, en general, y el Azotobacter
en particular, fundiandose en razonamientos parecidos. Nosotros hemos
repetido estas tinciones y no hemos conseguido imégenes lo suficiente-
mente claras para inclinarlos en un determinado sentido.

El citoplasma de esta bacteria ha llamado, desde los primeros tiem-
pos, la atencién por la gran cantidad de vacuolas, granos de volutina y de
grasa que en ¢l pueden presentarse. Fueron estudiados por Bonazzi (11)
en 1915. Los lipidos los hemos puesto de manifiesto con la técnica de
Burdon (12) y los hemos distinguido de los fosfolipidos utilizando la
técnica de Menschik (71); el contenido en lipidos y fosfolipidos varia
extraordinariamente, segin el momento de desarrollo y el medio de cul-
tivo que se emplee.

El ntacleo en este género fue estudiado por varios autores antiguos
que comenta Floethmann (37). Este autor, en trabajos modernos, con-
sidera que el Azotobacter contiene normalmente 4 corpisculos colo-
reables por el reactivo de Feulgen, cuyos corpiisculos coinciden con los
que se obtienen usando la técnica de Robinow. Utiliza, ademas, una co-
loracién nuclear i vivo, conseguida con el colorante naranja de acridina,
cuya coloracion tiene una etapa previa en la que determina la toxicidad
del colorante para la estirpe estudiada, y posteriormente utiliza concen-
traciones inferiores a las cantidades toxicas. Con este colorante consi-
gue distinguir el autor las bacterias vivas de las muertas, pues las bac-
terias vivas absorben unas 40 veces menos colorante que las muertas. En
sus trabajos cultiva los microorganismos en medio de Asbhy, tomado de
Salle (99).

Eisenstark (32 vy 33) se ha ocupado también modernamente del ni-
cleo, utilizando la coloraciéon de Robinow, el microscopio de fase y el
microscopio electrénico. Como medio de cultivo emplea el de Asbhy. Los
estudios los realiza sobre Azotobacter agilis, a diferencia del autor ante-
rior, que los realiza con el Azotobacter chroococum. Este autor llega a la
conclusién de que el niicleo de esta bacteria, en los primeros estados del
desarrollo, presenta unas masas de gran afinidad por los colorantes nu-
cleares, que se encuentran situadas en los extremos de los bacilos. Las
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mmagenes, segun este autor, coinciden en los tres procedxmlentos por- él
empleados. : : :

Pochon (89g) se ocupa también del niicleo de Azotobacter, que tifie
segtin la técnica de Robinow, y llega a la conclusién de que el nicleo de
estas bacterias se presenta como una forma discreta en el centro de las
mismas. .

De lo anteriormente expuesto, deducimos que no estin de acuerdo
referente al niicleo del Azotobacter. Hay que tener en cuenta las dificul-
tades que presenta este microorganismo para su estudio-nuclear, como
por ejemplo, su pleomorfismo, variabilidad enzimatica, que supone cam_i— i
bios en su composicién protoplasmatica, etc. Nosotros hemos estudiado
el nicleo de algunas de sus formas L, que describimos mas adelante.

" Los flagelos en Azotobacter

Han hido descritos de muy diversas maneras, segun los distintos au-
tores. Beijerinck (5), en 1901, describi6 el 4zotobacter chroococcum como
monotrico con un flagelo polar. Petschenko (86) le describié como peri-
trico en 1930. El Azotobacter agilis le considera Beijerinck, en 19_oi,
como monotrico, y Lohnis y Waterman (65), en 1908, son de la misma
opinién que el anterior. Winogradsky (117), en 1938, le considera pri-
meramente como monotrico y posteriormente como lofotrico. Lohnis y
Smith (69), en 1923, ya le consideran unas veces como monotrico y otras
como peritrico. Jones (50), en 1913, le considera como peritrico y tiene
la misma opinién que tenia Petschenko, y finalmente, Zettow (119), le
ha descrito como lofotrico.

Nosotros hemos coloreado los flagelos con el método de Leifson (60)
y de Fischer (36), ademas de las técnicas corrientes de la coloracién de
flagelos. La tincién de los flagelos siempre es dificil, pero en este caso
las dificultades se acrecentan por el pleomorfismo que presenta la bac-
teria y la labilidad que tienen los flagelos. Esto ha motivado la gran con-
fusién que sobre esta materia han tenido los distintos autores y que sola-
mente el microscopio electronico ha podido resolver, poniendo de mani-
fiesto los flagelos con cierta seguridad.

"Hofer (45) ha estudiado modernamente los flagelos en dlstmtas es-
tirpes de Azotobacter. Emplea la técnica: de coloracion de flagelos de
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Gray, modificada por Hofer y Wilson; el colorante lo filtran por ber-
kefeld, y después por papel. Con este procedimiento los autores demues-
iran que todos los Azotobacter son peritricos. Ademds, estos autores es-
tudian los flagelos de esta bacteria con el microscopio electronico, tnico
procedimiento seguro para conseguir ideas claras, y concluyen que todos
'os Azotobacter son peritricos con un niumero de flagelos que oscila de
30 a 50 por célula, y cuyos flagelos tienen un tamafio de unas 10 mili-
micras por término medio. Terminan haciendo un estudio critico de las
técnicas empleadas por los anteriores investigadores, y concluyen que los
procedimientos de coloracion empleados no eran adecuados para estas
especies.

Bacteriéfago de Azotobacter

Monsour y colaboradores (80) han aislado del suelo un fago que es
capaz_de lisar el Azotobacter vinelandii, pero no es capaz de lisar el
Azotobacter agilis. Este fago presenta todas las caracteristicas de otros
fagos descritos para muchas bacterias y los autores ven en ¢l grandes posi-
bilidades para la clasificacion de especies, estudios de la biologia' de este
género, etc.

No han aislado, por el contrario, ningin fago para el Azotobacter
chroococcum, aunque lo han intentado.

A nosotros nos parece muy extrafio que no se encuentre ningan fago
para el Azotobacter chroococcum, siendo que éste es el habitante normal
de los suelos y, en cambio, exista para el Azotobacter vinelandii, cuyo
medio normal son las aguas. A no ser que la ausencia de 4zotobacter
vinelandii en los suelos sea debida a la existencia de estos fagos. En el
curso de nuestros trabajos no hemos encontrado indicios que nos hagan
sospechar la existencia de fagos para estas bacterias.

Aspecto biofisico

La temperatura de desarrollo es muy amplia en estas bacterias, pueden
crecer desde 10° hasta 40° C., pero esta cifra no quiere decir que sea su
temperatura 6ptima, pues segtin Petschenko (86), las temperaturas mas
bajas producen un crecimiento muy normal en Azotobacter, y no se ori-
ginan las formas que han llamado de involucién y no degenera la ‘espe-
cie por cultivo. ‘

N
o



&8 J. Morales

La presion osmética influye poco sobre esta bacteria. Blinkov (g) ha
demostrado que en los suelos rusos existen estirpes capaces de soportar
las grandes presiones osmoéticas de grandes concentraciones salinas. En
nuestros trabajos hemos aislado el Azotobacter de suelos salinos y yeso-
sos que contenian una gran cantidad de sales, y en el laboratorio se-
guian creciendo estas estirpes, aunque se afiadiese un 2 por 100 de clo-
ruro soédico.

Goucher y colaboradores (39 y 40) averiguan el efecto de la luz sobre
este género y en el ltimo de los trabajos citados se ocupan del efecto de
ia luz ultravioleta.

Shirley (102) observa el efecto de los rayos X sobre el Azotobacter
agilis.

La curva de crecimiento ha sido estudiada en este microorganismo
por Gayney (38), en cuyo trabajo hace un estudio critico de los métodos
indirectos para contar bacterias cuando se aplican a este género. Utiliza
la medida de la turbidez, medida del volumen celular (que obtiene por
centrifugacién de una cierta cantidad de medio de cultivo, recogiendo el
precipitado sobre tubos graduados), incremento del pH, consumo de sa-
les amonicas, fijacion del nitrogeno, etc. Concluye que los métodos indi-
vectos pueden ser aplicables en algunos casos para la determinacion de
Ja curva de crecimiento en esta bacteria, pero no tienen una aplicacion
general, como ocurre en la mayoria de las otras bacterias, debido a la
falta de uniformidad de tamafio de las distintas formas de Azotobacter,
que hace que no den siempre los mismos valores para un mismo niimeroc
de bacterias. También influyen, segiin este autor, las dificultades de cre-
cimiento, que hacen que estas técnicas no sean de aplicacion general

Este autor estudi6 por una técnica parecida la curva de crecimiento
de esta bacteria a pH diferentes. Determina los maximos, minimos y 6p-
timos a que esta bacteria puede desarrollarse. Comenta el trabajo de
Burk (13), que fija el limite de pH entre 3 y 4. También hace referencia
a Starkey (105), que sefiala como limite inferior un pH 3 para una es-
tirpe de Azotobacter indicum o beijerinckii. Otros varios autores que
han estudiado el Azotobacter, opinan que a pH 6 cesa el crecimiento.
Gayney, en el citado trabajo, opina, segiin sus observaciones, que los
Azotobacter a pH 4,5 tienen crecimiento si el medio contiene nitrégeno
fijado. En medios sin nitrégeno, a un pH de 6, la respiracion disminuve
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grandemente. El crecimiento entre pH de 5,5 y 6 suele ser muy corriente
para un gran numero de estirpes. La determinacién del crecimiento la
hace el citado autor averiguando la glucosa consumida, el amoniaco ah-
sorbido, medida de la turbidez y medida del volumen celular, segtn los
casos. Cuando los medios contienen nitrégeno combinado, en una cantidad
pequefia para iniciar el crecimiento en un principio, éste contintia, des-
pués de agotado el nitrégeno, a un pH mas bajo que el que corresponde-
ria a medios desprovistos de nitrdgeno.

Jensen (47) llega igualmente a la conclusion de que el Azotobacter
puede crecer a un pH bajo, pero la fijacion del nitrégeno, por lo menos
en el laboratorio, es entonces muy dudosa.

Blinkov (10) describe que hay estirpes que crecen a pH bajo, hasta
pH 5, y en el laboratorio se desarrollan bien de 27° a 30° C., y la fijacién
del nitrégeno resulta ser intensa.

Fedorov (35) encuentra que el cultivo prolongado en los podsoles,
suelos muy &cidos, termina haciendo perder enzimas a los Azotobacter,
y éstos se vuelven atipicos.

En el curso de nuestro trabajo hemos podido observar que, en efec-
to, en los medios sin nitrégeno y de composicion muy simple, las estir-
pes de este género, por lo general, no se desarrollan a pH bajo. Pero si
el medio no es tan pobre y contiene, por ejemplo, un 10 por 100 de ex-
tracto de suelo, o lo que es lo mismo, contiene algo de nitrégeno com-
binado y algunas sustancias y oligoelementos indispensables para esta
bacteria, el crecimiento y fijacién se logran a pH 5 perfectamente. En
las muestras de suelos de pH 5 y menos, hemos aislado el Azotobacter
en todos los casos, aunque sea en menor proporcion que en los suelos
neutros. También hemos de tener en cuenta que las experiencias del la-
boratorio no pueden aplicarse de una manera sistematica a lo que debe
de ocurrir en el suelo; por ejemplo, Hely (44) averigua que la fijacion
del nitrégeno aumenta en algunos casos cuando el Azotobacter crece en
simbiosis con ciertos Actinomyces. Por otra parte, las formas L de esta
hacteria, como ocurre con todas las formas L en general, son mas resis-
tentes que las formas normales para ciertos pH y otras condiciones, y
pueden desarrollarse y fijar el nitrogeno en aquellos sitios en que las
formas normales no puedan desarrollarse.
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Aspecto bioquimico

La actividad bioquimica de este género ha preocupado desde el pri-
‘mer momento a muchos investigadores. Existen numerosos estudios so-
bre la capacidad de utilizar diversas sustancias como fuente de energia
v han llegado a la conclusién de que puede utilizar sustancias muy diver-
sas, como alcoholes, acidos organicos, sales de estos acidos, glicidos, entre
los que se encuentran monosacaridos, disaciridos y polisacaridos; com-
puestos ciclicos, como el icido benzoico y salicilico, entre otras sustan-
cias. Pero hay determinadas estirpes que no.fermentan algunas de estas
sustancias, ‘aunque ellas muy frecuentemente sean fermentadas por otras,
incluso es frecuente que estirpes que fermentan perfectamente una sus-
tancia pierdan esta propiedad de subito en el laboratorio. El Azotobacter
chroococcum, como ha determinado Winogradsky, no crece a veces sobre
el acetato o bhenzoato, etc. Smith (104) encuentra estirpes de Azotobacter
chroococcum, que no fermentan, o sea, no utilizan el manitol. El 4zoto-
bacter chroococcum tiene, como ha demostrado Harris (43), manitol-des-
hidrogenasa, y la pérdida de esta enzima puede motivar el no poder
atilizar esa sustancia.

El poder enzimatico del Azotobacter es muy grande y ha sido muy
estudiado, especialmente en el Azotobacter vinelandii. Wilson (116) estu-
dia el poder de 6xido-reduccion del Azotobacter vinelandis. Williams (115)
estudia la adaptacion del Azotobacter a los medios con acido tricarboxi-
lico por esta bacteria. Repaske (g4) obtiene por didlisis un fermento, la
succino-deshidrogenasa, del Azotobacter vinelandii. Alexander (3) estudia
las enzimas de la fermentacion del acido tricarboxilico. Daste (16) ave-
rigua la accién simultanea del almidén y la colofonia sobre este género.
Mortenson (78) estudia la disimilacién de los compuestos fosforados en
los primeros estados de la utilizacion de los carbohidratos. Goucher (39 'y
40) averigua la fotorreactivacion del Azotobacter en relacién con la reac-
tividad de estas bacterias frente a diversos compuestos.

Por el contrario, tienen muy poca actividad proteolitica, y altas con-
centraciones de aminoacidos inactivan estos microorganismos. -De todas
maneras, parece ser que existen también excepciones en este caso, y asi
Linbimov (63) describe ciertas estirpes de Azotebacter que poseen argi-

nasa y ureasa.
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Lla oxidacion de los compuestos organicos suele ser completa y, por
lo general, no producen 4cidos libres. Los productos intermedios, segtin
Harris (43), parecen ser: glucosa, gluconato, lactato, piruvato y acetato.
El manitol utiliza el camino de la fructosa.

Las fuentes de nitrégeno, aparte del nitrégeno libre de la atmdsfera,
suelen ser los compuestos inorgéanicos sencillos, especialmente el amonia-
co, los nitritos; también puede utilizar urea y ciertos aminodcidos, como
la adenina, asparagina, acido glutamico, acido aspartico v, en menor
proporcion, la alantoina, el uracilo y la citosina. El amoniaco tiene una
marcada accién inhibitoria sobre la fijacion del nitrégeno y se considera
como el primer producto de la fijacién. Se supone que reacciona con el
acido glutarico, para dar el acido glutdmico, como primer aminoacido
primario.

Mozén (80) encuentra que el 6xido nitroso inhibe la fijacion del ni-
trégeno molecular para el Aszotobacter vinelandii, mas no la utilizacion
del amoniaco. '

La fijacién del nitrogeno atmosiérico es una propiedad que poseen
casi todas las variedades de todas las especies, aunque con una intensi-
dad variable, pero existen algunos mutantes que no poseen tal propiedad.
Wyss (118) obtiene por cultivo sobre gas hidrogeno mutantes que no son
capaces de realizar las demas reacciones enzimaticas y poseen las demas
caracteristicas del género. Green (42) encuentra mutantes igualmente
incapaces de fijar el nitrégeno. La cantidad de nitrégeno fijada por una
cierta cantidad de sustancia carbonada consumida suele variar con las
estirpes, medio de cultivo, presion de oxigeno, etc. Se suele tomar como
término de comparacion la glucosa consumida y oscila de 8 a 15 mg. de
nitrégeno fijado /g. de glucosa consumida. Winogradsky (117), Burk
(13), Parker (81 y 82), por ejemplo, han demostrado en sus investiga-
ciones que el Azotobacter es capaz de fijar el nitrdgeno, incluso con poca
tensién de oxigeno. Del efecto de la composicién del medio sobre la fija-
ci6n influyen: la' fuente de carbono empleada, las sales minerales y espe-
cialmente ciertos cationes, como el molibdeno y el vanadio. El vanadio
se puede sustituir por el molibdeno. Son elementos imprescindibles para
la fijacion y el crecimiento, el magnesio, calcio, fésforo y azufre. El azu-
fre parece ser que no le utiliza nada mis que en forma de sulfato. El
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hierro, en forma coloidal, o sea, el hidréxido férrico, ejerce un efecto
heneficioso sobre el crecimiento y fijacion del nitrégeno, y también se ha
demostrado que ejercen este efecto beneficioso otras muchas sustancias
coloidales, como el humus, agar-agar en poca concentracion, extractos de
plantas, etc. La utilizacién del nitrato es semejante a la de las bacterias
desnitrificantes, los hongos y plantas superiores.

Ciertos cambios meteorologicos ejercen determinada influencia sobre
la fijacion del nitrégeno. La presion atmosférica ejerce su influencia so-
bre la presion parcial del nitrégeno y del oxigeno que se encuentran en
contacto con la bacteria y, por consiguiente, influyen en la fijacién. La
mayor o menor sequedad del ambiente influye también sobre el estado
v forma de encontrarse el Azotobacter en el suelo.

Durante la fijaciéon se ha demostrado que elimina ciertas sustancias
nitrogenadas, como el amoniaco. Winogradsky ha comprobado que la
fijacién del nitrégeno sigue un curso paralelo a la proliferaciéon celular,
hasta tal punto que se puede medir una de ellas y calcular la otra.

Producen infinidad de polisaciridos, facilmente hidrolizables, y en
cuyos hidrolizados pueden demostrarse la glucosa y los acidos glucuré-
nicos. Producen también estas bacterias, en algunos casos, pigmentos: el
Azotobacter chroococcum produce un pigmento de color negro o pardo
del tipo de las melaninas; la composicién exacta no es conocida; es muy
notable que éste se produce en la presencia de la luz y pequefiisimas can-
tidades de cobre. Topley (112) opina que para la produccién del pigmen-
to se necesita la presencia del oxigeno. Ademas, existen otros pigmentos
azul-verdosos, fluorescentes y amarillos, los cuales se encuentran en ma-
yor o menor proporcion en muchas cepas. Johnstone (48 y 49) describe
unas especies que producen un pigmento especial fluorescente, las cuales
tienen una cierta habilidad especial para la sintesis de ciertos aminoaci-
dos; en el altimo de los trabajos opina que los pigmentos se pueden apli-
car ‘para la clasificacion de las especies, como va comentamos en otro
lugar.

" Los Azotobacter son capaces de producir auxinas, que pueden esti-
mular o inhibir el crecimiento de raices y coleoptilos, y que es posible
que tengan trascendencia en el desarrollo de las raices de las plantas.

(Concluird)
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RECENT PROGRESS IN MICROBIOLOGY. 1959. Almqwst and Wiksell,
Estocolmo. 453 paginas.

Con el titulo citado se recogen los seis simposios que, patrocinados
por la Asociacion Internacional de las Sociedades de Microbiologia y la
Sociedad de Microbiologia Sueca, formaron parte destacada del VII Con-
greso Internacional de Microbiologia celebrado en Estocolmo, en 1958.

Abre el libro un prologo del Dr. Tunevall, Director de la publicacion,
seguido de los discursos pronunciados por los Profs. Gard. y Mudd,
—Presidentes del Congreso v de la A. 1. S. M., respectivamente— en el
banquete celebrado en el Ayuntamiento de la capital sueca. En un apéndi-
ce final, el Dr. C-G.Hedén, Secretario general de la A. 1. S. M., ha reco-
gido la estructura y funcionamiento de esta Asociacion.

A continuacion se exponen los comentarios que cada simposio ha su-
gerido a los autores de este articulo. Se insertan los autores y titulos de
las comunicaciones, antes de los comentarios respectivos.

Simposio 1. Los mecanisinos de la recombinaciéon en las bacterias

F. Jacob y E. L. Wollman: La relacién entre el profago y el cromosoma bac-
teriano en las bacterias lisogénicas.

B. A. D. Stocker: La transducciébn por intermedio del fago.

L. L. Cavalli-Sforza: La recombinacién en las bacterias.

H. Ephrussi-Taylor: El mecanismo de las transformaciones inducidas por el
“acido. desoxirribonucleico.

Se puede decir que, en la actualidad, los problemas de recombinacion,
transduccion, transformacion y lisogenia en las bacterias, junto con el
estudio de la estructura quimica y multxphcacnon de los virus, constitu-

yen los temas de mayor interés e importancia en Microbiologia y, aun po-
demos decir, en Biologia.

Los trabajos que componen este simposio, con abundantes datos ex-
perimentales, dan una clara idea del estado actual de estos problemas,
demostrando terminantemente la sexualidad en las bacterias y las curio-
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sas interacciones entre genes bacterianos, virus, y sustancias citoplasmi-
ticas e incluso capsulares, que pueden influir en la herencia bacteriana.

Todos los trabajos de este simposio son de gran interés y estin docu-
mentados extensamente con numerosas referencias.

Simposio 11. El papel de la proteina en la sintesis del dcido nucleico
v el papel del dcido nucleico en la sintesis proteinica

S. Spiegelman: La sintesis de la proteina y del 4cido nucleico en las fraccio-
nes subcelulares de las células bacterianas.

E. F.-Gale: Los factores de la incorporacién, la incorporacion de los amino-
acidos vy la sintesis de los acidos nucleicos.

S. Ochoa: La biosintesis del acido ribonucleico.

S. Zamenhof: Estudios sobre la correlacién entre el cambio en la estructura
y el cambio en la funcién de los acidos desoxirribonucleicos.

En los altimos tiempos, muchos bioquimicos han encontrado en la
Microbiologia un campo apropiado para sus trabajos, amplidndose de
esta manera, también, las perspectivas y competencia de esta ciencia. Asi,
este simposio —lo mismo que el primero— es claramente bioquimico en
cuanto a la Genética, por los temas que abarca y procedencia de sus
componentes, aunque han sido realmente bacterias los substratos emplea-
dos en todos estos trabajos.

Descuella, entre las comunicaciones de este simposio, la presentada
por nuestro compatriota Ochoa, resumen de su labor sobre la sintesis
del acido ribonucleico (anunciada en 1955) y que le ha valido en este ul-
timo afio el premio Nobel en compafifa de Kornberg (éste por la sinte-
sis del ADN). La sintesis llevada a cabo por Ochoa se realizé6 con una
enzima, polinucledtidofosforilasa, a partir de nucledsidos-5-difosfatos,
produciéndose polirribonucledtidos por la uniéon de mononucledtidos a’
través de esteres-3-fosforibosa. La enzima empleada por Ochoa ha sido
aislada a partir del Azotobacter vinelandii, pero su distribucién no estd
restringida a esta bacteria, sino que se presenta de un modo general.

Ultimmente, los trabajos de Ochoa estin encaminados a esclarecer
el mecanismo de esta sintesis y el efecto de adicion de oligonucleétidos
0 pequefios polirribonucledtidos, en la reacciéon con enzima purificada, los
cuales parecen actuar como un modelo previo; con ellos se formaria un
nticleo y, por adiciéon, una cadena de mononucleétidos; tal modelo de sin-
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tesis apoyaria la teoria llamada del “Guia”, postulada para estos poli-
meros. '

Los trabajos de Spiegelman y Gale estin dedicados principalmente
a la incorporacién de aminoacidos en fragmentos bacterianos (obteni-
dos a partir de protoplastos, por el primero, v de células rotas, por el
segundo) y que nos proporcionan informacién en el mecanismo de sinte-
sis de proteinas y 4cidos nucleicos.

La comunicacion de Zamenhof estd dedicada a los cambios que se
pueden realizar mediante diferentes agentes en el ADN (principalmente,
sustitucidn de timina por bromouracilo) y las posibles consecuencias enr
la modificacién de los caracteres hereditarios.

Stmposio I1I. Los anticuerpos especificos de los tejidos

R. R. A. Coombs: La reaccién de los anticuerpos especificos de los tejidos
con sus correspondientes antigenos.

0. Ouchterlony: Los métodos de difusién en gel para el anilisis de los sis-
temas inmunes precipitantes de gran complejidad.

‘P. Grabar: La autoantigenicidad.

L. Brent y P. B. Medawar: La tolerancia y los fenémenos de autoinmunidad.

Los anticuerpos especificos de tejidos, primeramente demostrados por
Witebsky, principalmente sobre tiroides, constituyen un tipo de anti-
cuerpos diferentes a los clasicos o heteroanticuerpos, que se pueden di-
divir en isoanticuerpos y autoanticuerpos. Estos altimos encajarian den-
tro del anticuerpo que Ehrlich no crefa posible con su concepto del
horror autotéxicus. Sin embargo, actualmente, los estudios de transfu-
siones de sangre e injertos de tejidos han demostrado la existencia de
grupos y atn de antigenos individuales especificos.

Las dos primeras comunicaciones estin -dedicadas al estudio de téc-
nicas. Entre éstas podemos sefialar modificaciones de las técnicas clasi-
cas de fijacion del complemento, de precipitacion, etc., y las nuevas téc-
nicas de difusién en gel de agar, incluso con ayuda de electroforesis.

Las otras dos comunicaciones estudian ampliamente el concepto de
autoanticuerpos, a que nos hemos referido, y de tolerancia como un me-
dio de defensa natural contra el peligro de que células formando anti-
cuerpos puedan reaccionar sobre constituyentes del cuerpo del cual for-
man parte.
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Simposio IV. Las infecciones enmascaradas vy latentes producidas
por los virus

A. Lwoff: La latencia al nivel celular y el problema tripartito.

C. W. Bennett: Las infecciones enmascaradas debidas a los virus de plantas.

K. Maramorosch: Las infecciones latentes producidas por los virus en los
artrépodos.

R. E. Shope: Las infecciones latentes producidas por los virus en los animales.

Lin este simposio se trata de un problema general que se presenta en
las infecciones producidas por virus, sean éstos de la clase que sean.

En el primer trabajo, Lwoff se refiere a los problemas de latencia,
en general, con ejemplos de bacteriofagos; lisogenia, virus de plantas v
animales e incluso del cancer. Tanto Lwoff como los demas autores,
ya en sus estudios especializados, tratan, sobre todo, de la influencia de
los factores externos (temperatura, radiaciones ultravioleta y X, condi-
ciones o tipo del huésped e incluso el paso del virus a través de parésitos
vectores) sobre la produccion del estado de infeccion latente y su vuelta
al estado de infeccién aparente. Es de sentir que, en casi todos los tra-
bajos, se trate el problema como interaccién entre factores externos, or-
ganismos y virus, sin dar la debida imp’ortanéia a la relacion célula-virus,
que es donde creemos se puede encontrar la clave que pueda explicar
debidamente los fendémenos de latencia.

De todos estos trabajos, es de destacar el de Maramorosch sobre
virus deartropodos, pues es en ellos donde estos fendmenos se presen-
tan con mayor constancia y caracteristicas mdas interesantes, si excep-
tuamos el fenémeno de lisogenia en el bacteriéfago. Ia discusion de
este trabajo, en la que toman parte gran numero de especialistas, es
también de gran interés.

Samposio V. Los animales libres de gérmenes

J. A. Reyniers: El Programa sobre los animales libres de gérmenes del Ins-
tituto Lobund de la Universidad de “Notre Dame”: recapitulacién del perio-
do 1928-1958.

P. Gyérgy: Observaciones sobre los animales libres de gérmenes en el Ins-
tituto “Walter Reed”, de investigacién, del Ejército, de Washington (EE. UU.).

M. Miyakawa: Informe sobre las investigaciones en animales libres de gér-
menes llevadas a acabo en el Departamento de Patologia de la Universidad de
Nagoya (Japén) y observaciones sobre cicatrizacién de heridas, trasplante e in-
flamacidén producida por cuerpos extrafios en cobayos libres de gérmenes.
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W. H. Wright, B. P. Phillips y 1. L. Newton: Investigaciones sobre anima-
les libres de gérmenes en los Institutos Nacionales de Sanidad.

B. Gustafsson: Investigaciones scbre los animales libres de gérmenes en el Ins-
tituto de Histologia de la Universidad de Lund.

H. A. Gordon y B. S. Wostmann: Respuestas del animal-huésped a los cam-
bios en el medio ambiente bacteriano: transicién de la rata albina del estado libre
de gérmenes al estado de contaminacién corriente.

T. D. Luckey: Modos de accién de los antibiéticos en la estimulacién del cre-
cimiento. :

T. G. Ward: Las virosis en los animales libres de gérmenes.

La cuestion, que ya en 1885 propuso Pasteur, de si la presencia de
gérmenes no patdgenos en los organismos es perjudicial, beneficiosa o
hasta indispensable, parece ser que ahora puede ser elucidada con las
nuevas técnicas que permiten la cria durante varias generaciones de ani-
males superiores libres de gérmenes. Desde entonces hasta el presente
se han realizado diversos intentos de conseguir la cria de animales de
faboratorio libres de gérmenes, no habiéndose conseguido hasta hace
poco tiempo. Las dificultades han residido, principalmente, en idear y fa-
Iiricar los aparatos y técnicas necesarios para tal fin, dando idea de esta
dificultad el que en los EE. UU., habiendo empezado hace treinta
_ afios un plan de investigacion en este sentido, hayan empezado a obtener
buenos resultados hace unos seis afios, nada mads. Actualmente, toda-
via existen algunas dificultades en conseguir que los alimentos, una
vez esterilizados, posean los factores necesarios para el normal desarro-
llo de los animales, ya que se ha encontrado que al esterilizar por el
calor ciertos alimentos los animales no pueden reproducirse, se vuelven
estériles.

Si es importante el estudio de los animales libres de gérmenes en
si mismos: su anatomia, bioquimica, nutricidén, fisiolog’a y serologia.
aun lo es mas si los consideramos como campos de ensayo ideales para
estudiar la infeccién, la virulencia, los factores coadyuvantes que pode-
mos modificar a nuestro gusto, infecciones mixtas, influencia de mi-
croorganismos no patogenos, etc. Esta importancia ha sido reconocida
por la U.N.E.S.C.O. en su dltimo plan trianual, recomendando el estu-
dio y difusién de las investigaciones sobre animales asépticos.

En este simposio la mayoria de los trabajos tratan de la descripcion
de instalaciones y aparatos, técnicas, razas de animales y organizacién
técnica de los laboratorios. Solamente en dos trabajos se trata de in-
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vestigaciones sobre la conducta biolégica de los animales estériles frente
a 1nicroorganismos y sus reacciones antigénicas ante materiales inertes,
como, por ejemplo, agar, con lo que se ha demostrado la casi nula
formacién de defensa (fagocitosis, principalmente), ante las materias ex-
trafias, de los animales asépticos comparados con los normales.

En un futuro proximo es de esperar que, una vez resueltos los
problemas técnicos de cria y manejo de animales asépticos, todos o la
mayoria de los trabajos en un simposio sobre este tema estarian dedica-
dos a las investigaciones sobre la conducta hiolégica de estos animales.

Simposio VI. Los métodos de cultivo continuo y su aplicacion

1. Bryson: Aplicacién del cultivo continuo a la seleccién microbiana.
D. Herbert: Principios del cultivo continuo.

M. J. Johnson: La aportacién de oxigeno en el cultivo continuo.

2l. Novick: Experimentacién con el quimiostato.

En estos ultimos afios, la invencién de los aparatos quimiostato y tur-
bidostato para el cultivo automdtico continuo de microorganismos, el
primero hasado en conservar el crecimiento a un mnivel constante por
medio de un factor limitante que se va afiadiendo a velocidad dada,
y el segundo afiadiendo medio de cultivo autométicamente al aumentar
la turbidez del cultivo, ha creado una nueva técnica microbiolégica que
puede tener gran repercusion, tanto en el campo de la investigacion pura
como en el industrial.

En este simposio se han presentado 4 trabajos fundamentales que
abarcan desde la teoria matematica del cultivo continuo, el disefio d=
aparatos y la aplicacién de estas técnicas hasta la solucién de proble-
mas tales como la seleccion de estirpes, consumo de oxigeno por un
cultivo, evolucién de cultivos y cinética de la induccién enzimatica.
En la discusién también se han expuesto algunas experiencias de apli-
cacion a la industria de la fermentacién y la posible aplicacion de esta
técnica al cultivo continuo de células de mamifero, con lo cual se podria
obtener como derivado de un cultivo continuo de virus. En general, Ta
parte de la que se ha tratado mds es la de los principios matematicos de
esta técnica. Se echa en falta en este simposio la poca o, mejor dicho,
casi nula informacién sobre los factores de contaminacidn, que, en la
practica, sabemos que son muchos y uno de los mayores problemas de
esta técnica.

M. Rubio-Huertos y R. Moreno



Bibliografia 99

EDGARD H. RELYVELD: Toxine et antitoxine diphtériques. FEtude
mmunologique. 1959. Actualités scientifiques et industrialles, 1278
Hermann, Paris. 164 paginas.

El autor recoge en el presente libro los resultados de los trabajos
efectuados en el nstituto Pasteur bajo la direccién del Prof. Raynaud.
Ademas, de la parte basica, formado por siete capitulos, consta de
una introduccién, resumen y discusion general, abreviaciones y unida-
des, y bibliografia. Los titulos de dichos capitulos, cada uno de los cuales
se inicia con un resumen histérico del tema tratado, son los siguientes:

I. Plan del trabajo—II. Preparacion de la toxina diftérica—III. Pu-
rificacién de la toxina diftérica.—IV. Analisis inmunolégicos mediante
técnicas de difusion en gelosa—YV. Hiperinmunizacion de los caballos
con la anatoxina diftérica purificada.—VI. Estudio cuantitativo de la
reaccién toxina-antitoxina diftéricas—VTII. Estudio acerca de los grupos
especificos en la antigenicidad de la toxina diftérica y sus anticuerpos
correspondientes.

Las caracteristicas de esta bien pensada obra hacen que su utilidad
se extienda a cualquier otro estudio de proteinas y de sus anticuerpos
especificos.



PRIMER CONGRESO INTERNACIONAL DE HISTOQUIMICA
Y DE CITOQUIMICA

Este Congreso se celebrara en Paris, del 28 de agosto al 3 de sep-
tiembre del afio actual, bajo la presidencia del Prof. Verne. El pro-
grama provisional comprende tres secciones: Problemas fisicos (Presiden-
dente: Prof. Voss); Factores bioquimicos aplicados a la Histoquimica
(Presidente: ‘Prof. Lillie); Histoquimica aplicada (Presidente: Prof.
Seki).

Para toda clase de informacion, las personas interesadas pueden di-
rigirse al Secretario General del Congreso, Dr. R. Wegmann. Institut
d’Histochimie Médicale, 45, rue des Saint-Peres. Paris (6 ) (Francia).
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