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INSTITUTO «FAIME FERRAN»>, DE MICROBIOLOGIA (C S I CJ
DEPARTAMENTO DE VIROLOGIA
SECCION DE VIRUS VEGETALES

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TEJIDOS
TUMORALES INDUCIDOS EN PHASEOLUS
VULGARIS POR AGROBACTERIUM TUMEFACIENS

por

M.* Vicroria DIAZ - MUGICA y M. RUBIO - HUERTOS (*)

INTRODUCCION

La formacién de tumores por Agrobacterium tumefaciens ha sido muy
estudiada, principalmente en su aspecto bioquimico y citolégico en el mi-
croscopio normal; por medio de cortes ultrafinos y microscopia electrd-
nica se han estudiado también los tumores formados en el tallo de Datura
stramonium por Hohl (2) y en cultivos de tubérculos de Heliantus tube-
rosus L por Ryter y Manigault (6). La nueva técnica introducida por Lip-
pincott y Heberlein (3), de formacién de tumores en hojas de Phaseolus
vulgaris L., permite la obtencién de tumores de desarrollo muy ripido y
de pequefio tamafio en el nervio medio de las hojas o en las venillas
de las mismas, de forma que constituyen un material muy adecuado para
obtener una buena fijacién y estudio al microscopio electrénico; lo que
constituye el objeto de este trabajo.

(*) Agradecemos a la Fundacién «Juan March» la beca concedida a uno de
los autores para realizar parte de este trabajo.
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2 M.2 Victoria Diaz-Miigica y M. Rubio-Huertos

MATERIAL Y METODOS

La estirpe de Agrobacterium tumefaciens utilizada ha sido la V., muy
virulenta, obtenida por Beltra, de la vid, Vitis vinifera (5).

Las inoculaciones han sido realizadas sobre hojas de plantas jévenes
de Phaseolus vulgaris L., siguiendo el método de Lippincot (3).

Microscopia electronica

Los tumores, muy pequefios y blandos, los hemos partido en dos o
tres trozos de menos de 1 cm? y se fijaron en tetréxido de osmio al
2 %, en tap6n de veronal de Palade, a pH 6,8, durante dos horas, a
4 °C. Los tejidos fueron luego deshidratados en una serie de acetona-agua
y en el pase de acetona al 70 %, saturado con acetato de uranilo, doce
horas. Una vez deshidratados, los tejidos se incluyeron en durcupén. Los
cortes se realizaron con un ultramicrotomo LKB, con cuchilla de vidrio
y se tifieron con citrato de plomo. Las observaciones fueron realizadas con
un microscopio electrénico Siemens Elmiskop I (Servicio de Microscopia
Electrénica del CIB).

OBSERVACIONES

Las células de la excrecencia tumoral aparecen de menor tamafio que
las normales; tienen ribosomas, mitocondrias, plastidios, reticulo endo-
plasmico y aparato de Golgi abundantes, aunque las mitocondrias apa-
recen hinchadas y con una sustancia transparente a los electrones; los
cloroplastos son poco abundantes y deformados, con pocos grana e in-
clusiones de almidén. Los nicleos son muy lobulados y de gran tamafio
(figuras 1-3).

Entre el tipo de células descritos anteriormente aparecen abundantes
meatos o espacios extracelulares, con una gruesa pared, desprovistos de
citoplasma; en ellos se encuentran a veces algunas células bacterianas, pero
donde se encuentran principalmente y de forma muy abundante es en los
vasos (figura 4), donde van acompafiadas por una sustancia grisicea u
oscura que las rodea y en algunos casos parece afectar a la integridad de
la célula bacteriana haciendo que su citoplasma sea mas denso, el nucleoi-
de sea dificilmente distinguible y también existan cambios en la forma
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de la bacteria (figuras 5-7), pareciéndose mdas bien a las formas “bac-
teroides” encontradas en nédulos de especies de Rhizobium.

En general se puede observar bien la forma bacilar de las células bac-
terianas con la pared celular, membrana citopldsmica, ribosomas en el
citoplasma y nucleoide difuso, aunque algunas células aparecen deforma-
das con 16bulos e invaginaciones, y el citoplasma muy oscurecido; los nu-
cleoides parecen quedar como vacuolas.

DISCUSION

Los tejidos tumorales inducidos por Agrobacterium tumefaciens vistos
al microscopio electrénico, se diferencian muy poco histolégicamente de
los producidos al formarse un callo por cicatrizacién de una herida en el
tejido vegetal. Solamente en el caso de los primeros, la produccién de
tejido es mucho mayor y en ellos se encuentran las bacterias inductoras,
especialmente en los tejidos vasculares del floema.

En los resultados obtenidos hemos observado cémo las células bacte-
rianas aparecen rodeadas de una sustancia opaca a los electrones, que
parece afectar a la integridad de dichas células. Este mismo fendémeno lo
hemos observado también en cortes ultrafinos de tumores inducidos por
formas L de Agrobacterium tumefaciens (4); sin embargo, en el trabajo
de Ryter y Manigault (6), no se menciona dicha sustancia ni modifica-
cién en las célula bacterianas, aunque en alguna de las figuras que acom-
pafian al trabajo se observen dichas células completamente oscurecidas.
Hemos pensado que podria tratarse de un artefacto de fijacién, pero,
generalmente, las bacterias deformadas se encuentran en los vasos del
floema y las células contiguas, normales, estin perfectamente preserva-
das por la fijacién; ademds, se pueden encontrar diversos grados de mo-
dificacion de las células bacterianas en un mismo corte, por lo que parece
ser debido a una interaccion bacteria-planta, como pasa en los nédulos
de diversas especies de Rhizobium (1), en que la planta segrega alguna
sustancia que rodea a las células microbianas y hace que se deformen,
dando lugar a las formas llamadas bacteroides.

El papel que en la formacién de los tumores de Agrobacterium tume-
faciens pueda juzgar esta sustancia, probablemente inducida por la infec-
cién, hasta ahora, no se puede juzgar.
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RESUMEN

Se han estudiado por medio de cortes ultrafinos y microscopia electré-
nica los tumores inducidos en hojas de Phaseolus vulgaris por Agrobacte-
rium tumefaciens. El tejido, histolégicamente, sélo difiere del cicatricial
por su mayor abundancia y presencia de vasos desordenadamente coloca-
dos. En este tejido vascular aparecen células bacterianas rodeadas de una
sustancia opaca a los electrones que parece afectar a la integridad de los
microorganismos, modificando su ultraestructura en diferentes grados.

SUMMARY

Leaf tumors induced by Agrobacterium tumefaciens were studied in
ultrathin sections by electron microscospy; the bacterial cells were located
in phloem tissue and they were surrounded by a dark substance which
seems to affect the integrity, shape and ultrastructure of the bacterial cells
in different degrees.
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ESTUDIO COMPARATIVO DE LAS TECNICAS DE
TINCION ARGENTICA EN LA INFRACILIACION DE
PARAMAECIUM AURELIA (*)

por

M.2 Vicrora DIAZ.MUGICA

INTRODUCCION

Durante numerosos afios, los especialistas consagrados a la descrip-
cion de los Ciliados basaban su estudio nicamente en la observacién del
material vivo, con exclusién absoluta de las preparaciones fijadas. Aunque
el estudio in vivo, debido a la movilidad y transparencia de la mayoria de
estos animales, es realmente muy dificil, se debe a él la enorme suma de
conocimientos que son la base de toda la Protistologia. Desde Ehrenberg
hasta Kahl, habiles observadores, ayudados por excelentes dibujantes, han
acumulado descripciones de una asombrosa precision.

Durante mucho tiempo, se ha desconfiado, justamente, de los proce-
dimientos de fijacion, que corren el riesgo de alterar de manera notable
la forma de ciertas especies particularmente delicadas. Desde hace unos
cuarenta afios, muchos investigadores han sentido necesidad de completar
sus observaciones sobre el material vivo con el estudio de preparaciones
definitivas, destinadas, bien a precisar ciertos elementos estructurales, bien

(*) Trabajo realizado en los Laboratorios de la Cétedra de Microbiologia de la
Facultad de Ciencias (Seccién Bioldgicas), de la Universidad de Madrid, bajo la
direccién del Prof. D. Fernandez-Galiano.

Microbiol Espafi., 22 (1969), 9. 1



10 M .2 Victoria Diaz-Miigica

a conservar definitivamente la imagen, ain incompleta, de una especie
rara o nueva.

Las técnicas, desusadas e insuficientes, del carmin y la hematoxilina
han sido sustituidas por otras mas precisas: impregnaciones de plata, reac-
ciones nucleares de Feulgen, etc. Estas nuevas técnicas han permitido en-
focar los problemas de la Sistemética bajo un dngulo nuevo, inclindndose
poco a poco al estudio de los animales en preparaciones fijadas y colorea-
das, renunciando casi por completo a toda observacion in vivo. Ayudada
a su vez por la microscopia electrénica, una nueva Sistemédtica ha venido
a superponerse a la antigua, aunque esta nueva sea también incompleta.

Nuestro propésito es estudiar en individuos de una misma especie,
Paramaeciun aurelia, los efectos de las técnicas més utilizadas hoy, y poner
en evidencia, tanto como nos sea posible, las diferencias entre unas y otras.

MATERIAL Y METODOS

Utilizamos el Paramaecium aurelia, que es un ciliado comin en las
aguas dulces que contienen restos vegetales en putrefaccién. Las mues-
tras han sido recogidas en la Ciudad Universitaria de Madrid.

En la actualidad, todos los métodos de tincién estin basados en el de
Ramén y Cajal (4), de impregnacién argéntica, mediante fijacién por una
soluci6én diluvida de plata, y posterior reduccién de ésta (4cido pirogélico,
hidroquinona, etc.). Nosotros hemos estudiado los métodos de Chatton
y Lwoff (1), de Rio-Hortega (5), modificado por Fernindez-Galiano (3), y
el de Dragesco (2).

RESULTADOS

Método de Chatton y Lwoff

Se tifien, en series longitudinales, grupos de tres granulos, alternando
con los cuales aparecen unos puntos coloreados més débilmente. Uniendo
éstos, aparecen unas lineas, descritas como fibras longitudinales y trans-
versales, puestas en duda por tinciones con carbonato de plata y micros-
copia electrénica.

Los puntos tefiidos méds débilmente corresponden al de salida de los
tricocistos. Los granulos, en grupos de tres, se interpretan considerando

2



Tincién argéntica en la infraciliacién de P. aurelia 11

el central como cinetosoma, y los dos laterales, como unos precipitados
de plata reducida formados en la cimara que hay alrededor del cinetoso-
ma, los cuales han sido observados por microscopia electronica.

No se tifien macro ni microniicleo.

Para facilitar y mejorar los resultados obtenidos mediante este método,
hemos recurrido a las siguientes modificaciones:
1) Utilizando como fijador el de Champy-Da Fano es necesario espe-
rar de dos a tres horas y manipular varias veces con el material. Hemos
observado que se alcanzan los mismos resultados y el proceso se reduce
a cinco minutos, empleando 5 gotas del dialdehido glutdrico al 5 % para
3 cm’® de cultivo.
2) La inclusién en gelatina resulta verdaderamente penosa, por su bajo
punto de fusion y su mala adherencia al portaobjetos. A pesar de traba-
jar a 0 °C, es muy frecuente que se desprenda durante la exposicion a los
rayos ultravioletas. Para salvar este inconveniente:
a) Desengrasamos los portaobjetos utilizando alcohol clorhidrico (9/1,
v/v) lavando después).
b) Tratamos los portaobjetos con la albimina de Mayer. Dejamos
secar. Después colocamos una gota del material fijado e incluimos (con
la albimina, logramos mayor adherencia de la gelatina).

c) Elevamos el punto de fusién de la gelatina, afiadiendo a la férmula
antes citada, 1 g de agar-agar, clarificando después con albiimina de hue-
vo. Trabajando, como consecuencia, a 15 °C.

d) Sustituimos el uso de micropipeta por asa de siembra, logrando asi
una extension fina y homogénea, teniendo la gelatina un espesor aproxi-
mado de 100 y (figuras 1-3).

e) Utilizamos como aclarante el carboxilol.

Método de Ferndndez-Galiano

Aparece impregnado con absoluta exclusividad un solo granulo (un
cinetosoma) en la base de cada cilio; en Paramaecium se tifien, ademas,
con gran precisién las fibras cinetodésmicas que tienen su origen en cada
uno de los cinetosomas. Los tricocistos pueden ser tefiidos solamente en
ciertos casos.

Se observan mejores resultados si la fijacién se hace con formol, con-

3



12 M .2 Victoria Diaz-Miugica

siguiéndose tefiir los cilios, aun a riesgo de alterar la forma de los ejem-
plares.

Los macro y micronicleos se tifien perfectamente, pudiendo incluso
seguirse el proceso de reorganizacién del material nuclear.

Es conveniente que los ejemplares queden, al montarlos, suficiente-
mente aplastados, pero sin romperlos, para lo cual, resulta excelente el
siguiente procedimiento: sobre portaobjetos, bien limpios, ponemos una
gota de ejemplares aclarados, extrayendo con pipeta el exceso de carbo-
xilol, hasta dejarlos casi en seco. Colocamos el cubreobjetos, cuya presién
es suficiente para el aplastamiento. Depositaremos lateralmente el balsa-
mo muy diluido, dejando que penetre por capilaridad (figuras 4-8).

M¢étodo de Dragesco

Los resultados obtenidos en Paramaecium mediante el proteinato de
plata, no son reveladores. Nos encontramos con una marafia de cilios y
tricocistos, donde apenas es posible distinguir nada.

DISCUSION

Utilizando la impregnacion argéntica de Chatton y Lwoff, no se tifien
macro ni microndcleos, siendo necesario para un estudio sistemdtico recu-
Irir a tinciones complementarias (Feulgen, etc.).

Se tifie bien la infraciliacion; sin embargo, la inclusién en gelatina es
enojosa.

Con la impregnacién argéntica de Ferndndez-Galiano, tefiimos macro
y micronicleos, cinetosomas y cilios.

Al hacer las tinciones en masa, es posible disponer de mayor nimero
de ejemplares, con mayor comodidad. Se suprime la inclusién en gela-
tina, lo que hace que sea una técnica mas sencilla.

La impregnacion argéntica de Dragesco fue utilizada por su autor en
Euplotes sp., tifiéndose alli cirros y membranelas, pero no granulos basa-
les. En Paramaecium Gnicamente tefiimos cilios y tricocistos. El método
es demasiado complicado.



Figura 1. Paramaecium aurelia. Impregnacion por ¢l método de Chaton y Lwoff. Citos-
toma, suturas preoral y postoral

Figura 2. P. aurelia. Método de Chatton y Lwoff. Fibras uniendo grdnulos basales, des-
critas como fibras longitudinales



Figura 3. P. aurelia. Método de Chatton y Lwoff. Fibras longitudinales

Figura 4. P. aurelia, Método de Ferndndez-Galiano. Macroniicleo, microniicleos en reor-
ganizacion



Figura 6. P. aurelia. Método de Ferndndez-Galiano. Microniicleo, cuadrulus y peniculo



Figura 8. P. aurelia. Método de Ferndndez-Galiano. Microniicleos en reorganizacién vy ci-
netias. Obsérvese la salida de una cinetodesmia de cada cinetosoma
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RESUMEN

Se han estudiado comparativamente los métodos de Chatton y Lwoff,
de Fernandez-Galiano y de Dragesco, para la impregnacién argéntica de
protozoos. En el Paramaecium aurelia, los mejores resultados se obtuvie-
ron con el método de Ferndndez-Galiano, al que se han hecho algunas
pequefias modificaciones.

SUMMARY

We have studied comparatively the Chatton and Lwoff, Fernidndez-
Galiano and Dragesco methods for the argentic impregnation of Protozoa.
With Paramaecium aurelia the best results were obtained by a slight mo-
dified Fernandez-Galiano method.
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PATRONATO «FUAN DE LA CIERVA» (CSIC)
INSTITUTO DE FERMENTACIONES INDUSTRIALES
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA

ESTUDIO DE BACTERIAS AISLADAS DEL VINO

II. Clasificacién de bacterias licticas (*)

por

B. INIGO, Axa M.2 PLASENCIA y F. BRAVO

INTRODUCCION

Estudios microbioldgicos realizados sobre velos acetificantes y sobre
desarrollos bacterianos que dan lugar a anubados y otras alteraciones or-
ganolépticas del vino sirvieron de precedente a gran nimero de contribu-
ciones sobre el estudio de la fermentacién malolactica (1-3, 5, 10, 13, 19,
23-24 y 29).

El aislamiento de bacterias vinicas responsables de anubados y de la
produccién de 4cido lactico se llevé a cabo en un trabajo previo (14),
estudiando los medios de cultivo apropiados para el aislamiento y con-
servacion.

En orden a conseguir una sistematica dentro de la taxonomia de las
bacterias lacticas, aisladas de diversos substratos naturales, sobresalen
numerosos trabajos que hacen importantes aportaciones dentro de la taxo-
nomia y fisiologia de esta familia de bacterias, asi como una visién critica
de la literatura sobre el tema (6, 20, 26-28 y 30).

En el presente trabajo se aborda la clasificacion de 27 cepas de bacte-
rias aisladas de vinos procedentes de diferentes zonas vinicolas espaiiolas.

(*) Este trabajo forma parte de la tesis doctoral de Ana M.2 Plasencia.

Microbiol. Espafi., 22 (1969), 19. 1
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MATERIAL Y METODOS
Cepas estudiadas

Las aisladas en un trabajo previo (14).

Caracteristicas y pruebas fisiologicas
1. Determinacion de la relacion acidez voldtil/total
A partir de glucosa; anilisis a las dos semanas de inoculado el medio.

2. Asimilacion de nitratos

Bacto-agar, 12 g; extracto de carne Difco, 3 g; bacto-peptona, 5 g; ni-
trato potasico, 1 g; agua destilada, 1 1.

El pH del medio se ajusta a 7,0. Se distribuye en tubos de ensayo y
se esteriliza en autoclave a 121 °C, durante quince minutos. La reduccién
de nitratos fue determinada a las veinticuatro, setenta y dos y noventa y
cuatro horas después de incubacién a 30 °C.

Reactivo empleado: 8 g de é4cido sulfanilico en 1.000 cm® de 4cido
sulfarico diluido (1 : 20); naftilamina, 5 g en 1.000 cm?® de 4cido sulfd-
rico diluido (1 : 125), o bien 6 ml de dimetil-naftilamina en 1.000 cm? de
4cido acético 5 N.

La ausencia de nitritos en un buen crecimiento puede indicar un com-
pleto consumo de nitratos o su descomposicién a un estado mas reducido
que el de nitritos o la no reduccién total. Esta posibilidad se comprueba
afiadiendo polvo de zinc, para reducir el nitrato presente a nitrito, que
darfa el color rosa caracteristico al actuar los reactivos mencionados.

3. Licuacion de gelatina

Los cultivos se inoculan en tubos conteniendo el siguiente medio esté-
ril: extracto de carne, 3 g; peptona Witte, 5 g; gelatina, 120 g; agua des-
tilada, 1 1. El pH del medio se ajusta a 7,0 y se esteriliza en autoclave a
120 °C, durante doce-quince minutos. Después de cuarenta y ocho horas
de incubacién a 30 °C, los cultivos se enfrian para ver si la gelatina ha
sido licuada.

4. Produccion de indol

Medio de cultivo: bacto-triptona Difco, 1 %. Incubacién a 30 °C du-
rante veinticuatro-cuarenta y ocho horas, al cabo de las cuales, a 5 cm?® de

2



Estudio de bacterias aisladas del vino. IT 21

cultivo se afiaden 0,2 a 0,3 cm® del reactivo de Kovacs. Un color rojo en
la superficie libre del medio constituye una respuesta positiva.

5. Produccion de acetilmetilcarbinol (Voges Proskauer)

Medio de cultivo: peptona Witte, 7 g; glucosa, 5 g; fosfato dipotasi-
co, 5 g; agua destilada, 1 1. Se ajusta el pH a 7,0. Incubacién a 30 °C;
segun la cantidad de crecimiento de la cepa en examen, de dos a siete dias,
se realiza el ensayo de determinacién cualitativa de acetilmetilcarbinol:
sobre 1 cm? de cultivo se adicionan 0,6 ml de una solucién al 5 % de
a-naftol en alcohol absoluto y 0,2 ml de solucién al 40 % de hidréxi-
do potésico. Es importante agitar cinco minutos después de la adicién del
reactivo. El desarrollo de un color rojo en la mezcla después de dos a
cuatro horas de haber afiadido los reactivos constituye una respuesta po-
sitiva.

En algunos casos se afiade solucién de creatina al 0,3 %, adicionén-
dola en la solucién de hidréxido potésico al 40 %.

6. Utilizacion de citratos

El medio empleado tiene la composicién siguiente: fosfato monopo-
tasico, 1 g; sulfato magnésico, 0,2 g; Na(NH,),PO,, 1,5 g; citrato sodi-
co, 3,0 g; agua destilada, 1 1. Se emplea para diferenciar los tipos de baci-
los gram-negativos, no esporiformes, que utilizan el citrato como tnica
fuente de carbono.

7. Reaccidn litmus milk

Al hidratar el bacto-skim-milk obtenemos un equivalente de leche fres-
ca desnatada. Disolvemos 100 g en 1 1 de agua destilada fria. Se esteriliza
en autoclave a 1 at durante quince minutos. Se incuban dos series, a 30° y
37 °C, durante un mes, observando la evolucion al cabo de siete, quince
y treinta dias.

8. Produccion de catalasa

Los cultivos se siembran sobre placas Petri conteniendo el me-
dio A (14). Después de cuarenta y ocho horas de incubacién a 30° y

37°C, se adiciona sobre cada placa una solucién de agua oxige-
nada al 10 %.
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9. Utilizacion de NH,H,PO, como tinica fuente de nitrégeno

El medio de cultivo tiene la siguiente composicién: NH,H,PO,, 1,0 g;
KCl, 0,2; MgSO, - 7TH,0, 0,2 g; glucosa, 10,0 g; agua destilada, 1 L
El pH se ajusta a 7,0 con NaOH 1 N. Incubacién a 30 °C durante seis
dias.

10. Fermentacion y crecimiento en carbohidratos y polialcoholes

Empleamos el siguiente medio base: extracto de carne, 3,0 g; peptona
Witte, 5,0 g; extracto de levadura, 4,0 g; agua destilada, 1 1. La sus-
tancia a ensayar se adiciona al 1 %. Se han estudiado: glucosa, sacarosa,
galactosa, fructosa, maltosa, rafinosa, arabinosa, inulina, sorbitol, manitol,
glicerol y eritrita. Previa disolucion al bafio Maria, se filtra. Control de
pH, antes y después de la esterilizacion, a 1 at durante quince minutos;
incubacién, a 30 °C durante dos semanas.

La determinacién cromatografica de azdcares se lleva a cabo por el
método utilizado por Gordon y colaboradores (11).

11. Crecimiento en dcidos

Medio base igual al anterior; el acido ensayado, al 1 %. El pH se
ajusta a 5,6-5,8. Esterilizacion, 1 at durante quince minutos. Se estudian:
tartarico, malico, citrico, lactico y succinico.

RESULTADOS

Los cuadros 1-8 resumen los datos del trabajo taxonémico realizado.
Las 27 cepas aisladas han sido clasificadas en 8 especies diferentes; lle-
viandose a cabo un estudio comparado con los datos proporcionados por
las claves del manual de Bergey (4) y la literatura citada.

DISCUSION

Segiin los antecedentes bibliograficos, las bacterias lacticas aisladas de
vinos pertenecen a los géneros: Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc
y Pediococcus (cuadro 1).

4
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Cuadro 1
Cepa Localidad Muestra Especie
1 Navarra Tinto Pediococcus vini
2 Navarra Tinto P. vini
3 Navarra Tinto Lactobacillus plantarum
4 Navarra Tinto L. plantarum
5 Andalucia (Montilla) Blanco L. brevis
6 Andalucia (Montilla) Blanco L. brevis
7 Andalucia (Montilla) Blanco L. brevis
8 Andalucia (Montilla) Blanco L. brevis
9 Andalucia (Montilla) Blanco L. plantarum
10 Andalucia (Montilla) Blanco L. brevis
11 Andalucia (Montilla) Blanco L. buchneri
12 Andalucia (Montilla) Blanco L. buchneri
13 Andalucia (Montilla) Blanco L. brevis
14 Andalucia (Montilla) Blanco L. brevis
15 Andalucia (Montilla) Blanco L. plantarum
16 Andalucia (Montilla) Blanco L. plantarum
17 Andalucia (Montilla) Blanco Leuconostoc mesenteroides
18 Andalucia (Montilla) Blanco Le. mesenteroides
19 Andalucia (Montilla) Blanco Pediococcus vini
20 Andalucia (Montilla) Blanco Lactobacillus plantarum
21 Andalucia (Montilla) Blanco L. plantarum
22 Andalucia (Montilla) Blanco L. leichmannii
23 Andalucia (Montilla) Blanco L. leichmannii
24 Andalucia (Montilla) Blanco L. casei
25 Andalucia (Montilla) Blanco L. casei
26 Andalucia (Jerez) Blanco L. casei
27 Andalucia (Jerez) Blanco L. plantarum

Lactobacillus plantarum

Ha sido aislado en vinos (2 y 19), existiendo descripciones de esta
especie (30) y estudios comparativos con el Lactobacillus casei, aislados
ambos de quesos (31). Numerosas especies han sido aisladas de forrajes
ensilados (20). El mayor porcentaje de microorganismos aislados de este

fa]
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Gltimo substrato corresponde a L. plantarum. L. plantarum se describe
como bacilos con el extremo redondeado, aislados, a veces en parejas o
en madejas; anaerobios facultativos, gram-positivos y no esporiformes; al-
gunas razas son capaces de reducir nitratos; no licGan la gelatina; la ma-
yoria de los cultivos acidifican y coagulan el litrmus milk; producen 4cido
lactico inactivo; algunas razas son productoras de acetilmetilcarbinol. Es
interesante el efecto que produce el jugo de tomate sobre los cultivos;
actila como estimulante, en la produccién de 4cidos. La prueba de produc-
cién de catalasas puede ser positiva cuando el microorganismo crece en
un medio con baja concentracién de carbohidratos fermentescibles (13),
como es nuestro caso; encontrdndose razas que no producen catalasas.
Temperatura de crecimiento entre 25° y 37 °C. No crece a 45 °C.
Respecto a la reduccién de nitratos, existen trabajos de investigacién que
aclaran algunos datos discordantes (20); se ha podido comprobar que
L. plantarum puede reducir nitratos en medios que contengan un 0,1 %
de agar.

Recientemente se han aislado razas de lactobacilos homofermentativos
semejantes en muchos aspectos a esta especie, excepto en su movilidad
por medio de flagelos en fase precoz de crecimiento, representando estas
razas al Lactobacillus plantarum var. movile, de Harrison y Hansen y la
variedad de L. casei de Deibe y Niven (9, 12 y 17).

En el cuadro 2 resumimos los datos obtenidos para las ocho cepas
clasificadas dentro de esta especie. Cinco atacan el 4cido mélico, produ-
ciendo 4cido lactico; el mismo niimero de cepas crecen a partir de 4cidos
tartaricos, citrico y succinico; en las condiciones ensayadas no consumen
acido lactico.

Lactobacillus casei

Numerosos autores han basado la diferencia entre Lactobacillus plan-
tarum y L. casei en la temperatura limite méxima de crecimiento y a veces
en el poder rotatorio del 4cido lactico producido (inactivo o dextro) (19
30). La morfologia de los bacilos depende del medio de cultivo; no mé-
viles, aislados, en parejas y a veces en cadena; gram-positivos, aunque a
veces se han encontrado cepas gram-negativas (20). Temperaturas de cre-
cimiento, entre 15° y 45 ©C. Algunas especies tienen capacidad de reducir
nitratos; producen acido lactico dextro. Otros autores (25 y 31) establecen
como caracteres distintivos entre L. plantarum y L. casei la capacidad de

6
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fermentar melobiosa y rafinosa el primero, y no el L. casei; ademads, la
reacciéon de Voges Proskauer es negativa en L. plantarum y positiva para
el L. casei. Langston y colaboradores (20) y Rogosa y colaboradores (30)
no estin de acuerdo en lo referente a la fermentacion del manitol por
L. casei.

El cuadro 3 contiene el resumen de nuestros resultados. En las con-
diciones de nuestro trabajo, el Lactobacillus casei crece en dcido mdlico
y citrico, pero no en tartarico, succinico y lictico; produce 4cido lactico a
partir de acido maélico.

Lactobacillus leichmannii

Rogosa y colaboradores (30) hacen un amplio estudio de esta especie.
Segiin el manual de Bergey (4), esta especie es aparentemente similar al
Lactobacillus delbrueckii, pero se diferencia en presentar una temperatu-
ra Optima mas baja. L. delbrueckii ha sido aislado de vinos de Califor-
nia (13). L. leichmannii no fermenta manitol ni galactosa (30); estas dos
pruebas, asi como los demds caracteres comunes, coinciden en las dos
cepas aisladas por nosotros. El cuadro 4 resume los datos obtenidos por
nosotros para las dos cepas mencionadas. Se presentan como bacilos cor-
tos y aislados a veces en cadenas de bajo niimero de individuos. Crecen
en medios que contenga 4cidos tartdrico, maélico, citrico, succinico o lac-
tico; alcalinizando en los dos primeros; el 4cido citrico lo consumen, prac-
ticamente, hasta agotarlo, produciendo pequefias cantidades de lActico,
mélico y tartarico.

Lactobacillus buchneri

Ha sido aislado de vinos (19) con el nombre de Bacterium manito-
poeum y del liquido del rumen de los ovinos (16) empleando el medio
de Rogosa. Pederson (26) lo clasificé con el nombre de Lactobacillus ma-
nitopoeum. Segun el Manual de Bergey (4), razas de esta especie pueden
considerarse intermedias entre L. brevis y L. fermenti; considerando si-
nénimos B. manitopoeum de Miiller-Thurgau, L. manitopoeum.y L. buch-
neri.

Se presentan como bacilos aislados, en parejas y cadenas; no méviles
y gram-positivos. Crecen en medios con acido lactico y citrico, alcalini-
zando el medio.
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En el cuadro 5 se dan los resultados de los ensayos realizados con
las cepas clasificadas dentro de esta especie.

Lactobacillus brevis

A partir de forrajes ensilados (20) han sido aisladas y clasificadas
numerosas cepas de Lactobacillus brevis; descrito como bacilos cortos o
medios con el extremo redondeado, en pares y aislados, produciendo an-
hidrido carbénico a partir de glucosa; se describe una raza atipica, L. bre-
vis var; con sustanciosas variaciones en la morfologia, muy similares a
las observaciones obtenidas por Orla-Jansen (25), que los incluia en el
género Betabacterium. Como resultado de un estudio sobre 300 cepas
de lactobacilos heterofermentativos, Pederson (26) propuso una clasifica-
cién de estos microorganismos en cuatro especies, basdndose en la tem-
peratura de crecimiento y en la accién sobre arabinosa, lactosa, rafinosa
y sacarosa.

De vinos secos de California se han aislado bacilos heterofermentati-
vos identificados como Lactobacillus brevis (13), utilizando el medio de
Rogosa para su aislamiento. También se han aislado del liquido del ru-
men de los dvidos (16). En la mayor parte de las citas bibliograficas se
encuentra que el L. brevis presenta una vigorosa fermentacion de la glu-
cosa, hecho que esta de acuerdo con nuestros resultados (26 y 30).

En el cuadro 6 se dan los resultados para las siete cepas clasificadas
en esta especie. Crecen mas o menos ligeramente sobre malico citrico y
lactico; produciendo 4cido lactico a partir de maélico y citrico; las cepas
13 y 14 producen tartdrico y mdlico a partir de citrico.

Pediococcus vini

Fue descrito por Pasteur y sefialado como el causante de algunas al-
teraciones que sufre la cerveza. Cocos esféricos, en parejas y tétradas,
gram-positivos, no méviles; suelen presentarse en paquetes de cuatro cé-
lulas, aunque también se encuentran aislados y en parejas.

Otros autores (15) lo asocian a un tipo de alteracién de la cerveza,
caracterizada por turbidez, bajo pH y un olor caracteristico debido a la
produccién de diacetilo. Anaerobios facultativos, homofermentativos, pro-
duciendo grandes cantidades de 4cido l4ctico inactivo a partir de carbo-
hidratos. Aunque este género se caracteriz6 como catalasonegativo, re-

11
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Cuadro 6. Lactobacillus brevis
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cientemente (15) se ha visto que produce catalasa al crecer en carbohi-
dratos a bajas concentraciones.

Actualmente, el género Pediococcus se incluye en la familia de las
Lactobacteriaceas, en la tribu Estreptococaceas, con los géneros Diplo-
coccus, Streptococcus y Leuconostoc.

Jensen y colaboradores (15) dan un medio sintético para Pediococcus
en el cual crecen 32 de las 34 cepas estudiadas; dos de ellas necesitaban,
ademds, riboflavina. Hacen notar que todas las razas estudiadas no crecen
o apenas lo hacen en cervezas, incluso después de quitarles el anhidrido
carbonico y neutralizarlas, concluyendo que sélo ciertos tipos de cerve-
zas son apropiados para el desarrollo de estos microorganismos y sélo
algunas razas aptas para crecer en cervezas causando las alteraciones des-
critas.

Pederson (26) estudié 121 cepas del género Pediococcus aisladas de
vegetales en fermentacién. Colonias pequefias, redondas u ovales. Todos
los cultivos producen lactico inactivo con trazas de acidos volétiles y an-
hidrido carbénico. Temperatura optima de crecimiento 20°-30 °C. Pro-
duce doble cantidad de 4cido lactico que otros cocos y esta caracteristica
le distingue de los pertenecientes a los géneros Streptococcus y Leuco-
nostoc.

Bidan (5) los aislé de vinos en fermentacion malolactica y de lias de
vinos que la habian sufrido. Los describe como cocos gruesos agrupados
en parejas y, a veces, en grupos de cuatro, no méviles, no esporiformes,
gram-positivos. Temperatura Sptima, 25°-30 ©C. No ataca la maltosa,
a diferencia del Pediococcus cerevisiae; se ha propuesto la conveniencia
de hacer un grupo con los Pediococcus aislados del vino, que no atacan
la maltosa, didndole el nombre de P. vini, con caracteristicas idénticas al
Micrococcus variococcus (Miiller-Thurgau) y al M. malo-lacticus (Seifert);
todo esto de acuerdo con nuestros resultados.

Langston y colaboradores (20) estudian también los cocos aislados
de forrajes ensilados, 79 cepas, dividiéndolas en cinco grupos. Existe dis-
crepancia en los resultados obtenidos por Pederson en lo referente a la
fermentacién de sacarosa, lactosa y rafinosa, y los de Langston y cola-
boradores, ya que la mayoria de las cepas aisladas por los dltimos auto-
res no fermentan los mencionados aziicares.

Nakagawa y colaboradores (22) llegan a la conclusién de que el Pe-
diococcus que crece en cerveza es completamente diferente al que fer-
menta los vegetales. Dividen el género Pediococcus en cinco especies:

14



Figura 1. Pediococcus vini aislado de Figura 2. Leuconostoc mesenteroides
vino tinto. X 1.300 aislado de vino blanco. X 1.300

Figura 3. Lactobacillus brevis aislado de vino blanco.
x 1.300
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Figura 4. Pediococcus vini aislado de vino tinto. X 4.000

Figura 5. Lactobacillus plantarum aislado de vino blanco. X 4.000
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P. cerevisiae, P. acidilactici, P. pentosaceus, P. halophilus y P. urinae-equi.
Describen un medio de cultivo general. Todos los Pediococcus son anae-
robios facultativos, excepto el P. cerevisiae que es anaerobio “obligado™.

Las cepas nims. 1 y 2, aisladas de vino tinto, y la cepa nim. 19,
aislada de vino blanco, coinciden en sus caracteres con los mostrados
por la especie Pediococcus vini, descrita por Bidan (5).

El cuadro 7 presenta un resumen de los datos obtenidos en los en-
sayos realizados con las cepas clasificadas dentro de esta especie.

Leuconostoc mesenteroides

Ha sido aislado y estudiado por numerosos autores (5, 13 y 19). Di-
ferencia fundamental con el Leuconostoc citrovorum es su capacidad para
atacar las pentosas. Se describen como células ovales o ligeramente alar-
gadas, aisladas o en cadenas cortas, gram-positivos, heterofermentativos.
Temperatura éptima, 25°-32 °C. También ha sido aislado de forrajes (20),
dividiendo esta especie en dos tipos: tipo I, que produce ficilmente dex-
trana, y tipo II, que s6lo la produce después de una serie de pases y en-
riquecimiento del medio.

Las razas aisladas de vinos no producen dextrana a partir de sacaro-
sa (19), acidificando a partir de sacarosa y pentosas. Pederson y colabo-
radores (28) demuestran que especies de Leuconostoc mesenteroides, ca-
racterizadas por la no produccién de dextrana, por una serie de pases en
medio 4cido, conteniendo jugo de tomate o naranja, recobran la capacidad
de producir dextrana y utilizar azicares que previamente no fermentaban.

La cantidad de 4cido acético y de anhidrido carbénico producido por
las bacterias lacticas homofermentativas es mas o menos constante e in-
dependiente de la concentracién de azdcar en el medio (8). En cambio,
las cantidades de 4cido acético producidas por las especies heterofermen-
tativas crecen con la concentracién de azicar en el medio; y la relacién
acético/lactico varia con la cantidad de azdcar fermentado.

En el cuadro 8 se resumen los datos obtenidos en los ensayos reali-
zados con las cepas 17 y 18, clasificadas dentro de esta especie. Acidifi-
can a partir de tartarico y mélico, produciendo l4ctico a partir del 1ltimo;
crecen en succinico, citrico y lactico.
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RESUMEN

Se han estudiado veintisiete cepas de bacterias lacticas aisladas de
vinos. Presentandose los datos correspondientes a los ensayos morfolégicos
y fisiolégicos sobre las cepas aisladas.

Las bacterias lacticas estudiadas, lactobacilos y cocos, han sido cla-
sificadas como: Lactobacillus plantarum, L. brevis, L. buchneri, L. leich-
mannii, L. casei, Leuconostoc mesenteroides y Pediococcus vini.

SUMMARY

Twenty seven cultures of lactic bacteria have been studied. The data
presented are the results of detailed colonial, morphological and phisiolo-
gical studies on the strains isolated from wines.

The cultures of lactobacilli and cocci studied have been identified as:
Lactobacillus plantarum, L. brevis, L. buchneri, L. leichmannii, L. casei,
Leuconostoc mesenteroides and..Pediococcus vini.
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INTRODUCCION

Dentro del capo de la Fitopatologia, se han publicado numerosos tra-
bajos sobre el chancro producido por Nectria galligena en diferentes espe-
cies de poméceas, principalmente en el manzano. Esta enfermedad se
caracteriza por producir un chancro perenne de la corteza de las ramas o
de los troncos de los 4rboles que ataca. La penetracién del hongo en los
arboles ocasiona la muerte de la corteza y del cambium, la cual es seguida
por la muerte del lefio, aunque el organismo causal raramente penetra en
el xilema; cuando pasan algunos afios, la corteza muerta se desprende de
la superficie del chancro producido. A menudo, ¢l lefio presenta una serie
de callos concéntricos circulares, los cuales, bajo condiciones uniformes de
desarrollo, semejan una diana de tiro al blanco (13). La importancia de
esta enfermedad radica en los dafios que produce, asi como en su difu-
sidn, ya que se encuentra muy extendida en Europa y América.

Entre la bibliografia dedicada al estudio de esta enfermedad son de
destacar los trabajos de Lortie y colaboradores (11-12 y 14), los cuales han
estudiado la influencia de determinados factores (climéticos, fisicos, etc.)
en el desarrollo de la enfermedad.

Microbiol Espafi., 22 (1969), 41. 1
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La intervencién de las auxinas, especialmente 4cido beta-indol acético
(AIA), en la formacién de los tumores vegetales producidos por bacterias,
asi como que las bacterias tumorigenas sintetizan AIA a partir del trip-
téfano, es un hecho conocido desde los trabajos de Berthelot y Amo-
reaux (4) y Klein y Link (10). En los tumores producidos por hongos, ya
se ha observado por Dunin y colaboradores (8) que el ATIA se encuentra
en las agallas que produce el hongo Ustilago zeae sobre el maiz. En el
caso de los chancros producidos por Nectria galligena, Berducou (2-3) y
Lortie y Lachanché (15) intentan explicar los mecanismos de su formacién
mediante el estudio de las sustancias de crecimiento, especialmente del
ATA, probando su presencia por tests bioldgicos (elongacion del tallo de
guisante) y pruebas coloreadas (percloruro de hierro).

Probada por estos autores la presencia de sustancias de crecimiento
en los cultivos de Nectria galligena, hemos considerado interesante el estu-
diar algunos factores que pudieran intervenir en su sintesis a partir del
tript6fano; se ha investigado sobre la influencia de las condiciones de cul-
tivo (aireacion), peso del micelio, etc., sobre la produccién del AIA vy
metabolitos intermediarios de la degradacion del triptéfano. Estas expe-
riencias son el punto de partida de una serie de ellas en las que intenta-
remos elucidar, mediante el estudio del metabolismo del triptéfano por
Nectria galligena, la via de formacion del ATA. Asimismo, esperamos que
estos trabajos den alguna luz a los procesos por los cuales las células
sanas del huésped se transforman en células que por sus caracteristicas
son semejantes a las células tumorales.

En los diez tltimos afios parece haberse extendido el estudio de la
produccion de sustancias de crecimiento, dentro de la Bioquimica de hon-
gos fitopatdgenos, aunque éstos no sean productores de tumores. En me-
dios de cultivo con triptéfano se ha encontrado que producen AIA Ta-
phrina deformans (18), Ustilago maydis (1), U. zeae (8), U. nuda, Cla-
viceps purpvrea, Fusarium solani, F. vasinfectum (9 y 16), U. violacea,
U. longuissima, etc. (17), T. sadebeckii y T. epiphylla (7), etc.

MATERIALES Y METODOS

La estirpe de Nectria galligena empleada procede del “Central Bureau
voor Schimmelcultures”, Baarn (Holanda). Indculos procedentes de estos
cultivos, los cuales se mantenian en agar-malta inclinado, durante veintio-

2



Produccion de sustancias de crecimiento por N. galligena 43

cho dias a la oscuridad y a 25 °C, se sembraron en matraces de Erlen-
meyer de 500 ml de capacidad, con 200 ml del medio de Czapek-Dox,
con 1% de triptéfano, incubdndolos durante treinta y cuatro dias, a
25 ©C, en agitacién (90 r/m), tomando muestras de 250 ml de estos cul-
tivos, a los 3, 6, 9, 11, 14, 19, 22, 25, 29 y 34 dias.

A su vez se cultivd el microorganismo citado en fermentador de vidrio
“Quickfit” (Quickfit and Quartz Ltd., Staffordshire, Inglaterra) de 10 1
de capacidad, con 7 1 del mismo medio, efectuandose la toma de muestra
teniendo en marcha el agitador del fermentador para asegurar la homo-
geneidad. Las muestras fueron de 250 ml y se tomaron a los 3, 6, 9, 10,
11, 14, 19, 24, 29 y 34 dias de inoculado el fermentador. El caudal de
aire que llegaba al fermentador fue de 4 1/m durante el periodo de creci-
miento del hongo, y de 2 1/m durante el perfodo de autdlisis, y una agi-
tacién de 500 r/m durante todo el proceso. Como criterio para definir
cuiando empezaba la autdlisis se siguié el del descenso en el peso seco
del material sélido del cultivo, dependiendo esta fase de autdlisis, entre
otras cosas, de la edad, disminucién de nutrientes, condiciones de cultivo,
etcétera.

En las muestras procedentes del fermentador, asi como en las que ob-
tuvimos de los matraces en agitacién, se separaba el liquido metabdlico,
mediante filtracion por succién. En estas muestras se hicieron las siguien-
tes determinaciones: a) Determinacién del peso seco del micelio y b) In-
vestigacion y valoracion cuantitativa del AIA.

a) Determinacion del peso seco del micelio

En las muestras tomadas, tanto del fermentador como de los matra-
ces en agitacién, se determind el peso del micelio seco, lavandolo varias
veces con agua destilada, hasta obtener los liquidos de lavado incoloros;
a continuacién se troced, poniéndolo en estufa a 60 °C, para su deseca-
cién.

Ya seco el micelio hasta peso constante, se determiné éste en balanza
analitica.

b) Investigacion y valoracién cuantitativa del AIA

De los liquidos metabdlicos objeto de este estudio, se extrajeron las
auxinas 4cidas y neutras por la técnica de Bitancourt (5). Los extractos ob-
tenidos se estudiaron por cromatografia ascendente, con papel Whatman

3
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nim. 1, desarrollandolos en la oscuridad y usando como disolvente al-
cohol isopropilico-amoniaco-agua (80 : 5 : 15) (19) y como revelador el
reactivo de Ehrlich. El AIA presente en los cromatogramas se valoré por
la técnica de Yamaki y Nakamura (20), basada en la coloracién que pro-
ducen los compuestos con anillos indélicos en presencia de acidos mine-
rales y sales de hierro (reactivo de Salkowski-Tang). El pH de la reaccién
fue acido. )

RESULTADOS

En el cuadro 1 damos la variacion del peso del micelio seco de Nectria
galligena, cultivada en fermentador durante treinta y cuatro dias, asi como
las concentraciones de AIA producidas por el hongo en las mismas con-
diciones (medio de Czapek-Dox, con el 1 % de triptéfano).

Cuadro 1
. . 2 I AlA.
Periodo de incubacién Peso seco del micelio en lquido metabélico
Dias g2/250 ml Porcentaje, ug
3 0,0558 24,9
6 1,3124 54,2
9 2,0380 77,6
10 2,1019 85,9
11 1,9378 93,1
14 1,8402 51,4
19 1,8157 49,2
24 1,7034 47,6
29 1,5527 32,8
34 1,5270 32,8

En el cuadro 2 damos la variacion del peso del micelio seco de Nectria
galligena, cultivada en agitacién (90 r/m), durante treinta y cuatro dias,
asi como las concentraciones de AIA producidas por el hongo en las mis-
mas condiciones (medio de Czapek-Dox, con 1 %o de triptéfano).
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Cuadro 2

Periodo de incubaci6n

Peso seco del micelio

ALA.
en liquido metabélico

Dias g/250 ml Porcentaje, ug
3 1,0524 8,0
6 2,1432 18,5
9 3,2836 30,0

11 3,5970 33,0
14 4,0210 38,0
19 4,0108 37,0
22 3,4025 34,5
25 3,3014 32,0
29 2,4068 11,4
34 2,1625 11,0

En la figura 1 estan representadas la variacién de las concentraciones
de AIA producidas por Nectria galligena, cuando se cultiva durante trein-
ta y cuatro dias a 25 °C en el medio de Czapek-Dox con el 1 %o de trip-
téfano, en el fermentador y en matraces en agitacion.
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Figura 1

Por cromatografia de
los extractos de las auxinas
acidas de los liquidos me-
tabdlicos procedentes de
cultivos de Nectria gallige~
na en fermentador y en
matraces en agitacion, he-
mos identificado la presen-
cia de AIA, con Rf = 0,54
y 0,53, respectivamente.
En estos cromatogramas
se han observado asimis-
mo la presencia de otras
manchas, ocho en los cro-
matogramas procedentes de
auxinas 4cidas de liquidos
metabdlicos del fermenta-
dor y siete en los proce-
dentes de matraces en
agitacion.
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En el cuadro 3 damos esqueméticamente la disposicién y color de
estas manchas con el reactivo de Ehrlich, asi como en las figuras 2-5 los
cromatogramas obtenidos.

Cuadro 3. Auxinas dcidas

Fermentador \ Matraz

|
Azul violeta @ Azul palido
Morado
Amarillo
Amarillo

Azul pélido

Morado intenso Morado intenso

3 000Q g9

p) 0008 (

AlA

AIA
Violeta pélido
Azul

Amarillo
Azul
Azul

0,2 ml 0,2 ml
DISCUSION

Cuando se cultiva Nectria galligena, en fermentador con el medio de
Czapek-Dox y con el 1 %o de triptéfano, observamos que hay una rela-
cién directa entre el peso del micelio del hongo y la concentracién de
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AIA que produce en el liquido metabdlico. Esta relacion, encontrada por
nosotros, parece diferir de los datos obtenidos por Drakina (6), en dife-
rentes especies de Taphrina, el cual, al estudiar la formacién de AIA por
el hongo, observa que si el medio de cultivo contiene triptfano, se produ-
ce una disminucién del crecimiento del micelio.

Mahadevan (16), trabajando con Fusarium vasinfectum, encuentra que
este hongo produce AIA en medios de cultivo con triptéfano y que la
concentraciéon de auxina aumenta con la edad del cultivo. Alghise y co-
laboradores (1), con Ustilago maydis, observan que las concentraciones
més altas de ATA a partir del triptéfano, se producen aproximadamente
a los sesenta dias de cultivo y entonces declina. Este comportamiento no
se observa con Nectria galligena, ya que con este hongo en un periodo
relativamente corto de cultivo, de nueve a once dias, obtenemos la mai-
xima concentracién de AIA, produciéndose en los dias sucesivos de cul-
tivo una disminucién en la concentracion de AIA (figura 1).

Este fendmeno parece repetirse cuando Nectria galligena se cultiva
en matraces en agitacion, siendo entre los once y diecinueve dias, aproxi-
madamente, cuando se produce la maxima concentracién de AIA. Asi-
mismo, en estas condiciones hemos observado la relacién entre peso ma-
ximo de micelio y mayor concentracion de AIA, debido probablemente
a que la produccion de AIA sea el resultado del metabolismo del tript6-
fano por el micelio, siendo, por tanto, mayor este metabolismo cuando
mayor sea la concentracién de micelio en el cultivo.

El hongo Nectria galligena es, entre los descritos como productores de
ATA a partir del triptfano, el que sintetiza en menos tiempo mayor con-
centracién de esta fitohormona.

La diferencia encontrada en la produccién de AIA, segiin se cultive
Nectria galligena en fermentador o en matraces en agitacién, creemos se
debe a la aireacién del medio de cultivo, ya que ésta es la {inica variable
que hemos introducido en los dos medios de cultivo empleados. La airea-
cién también parece influir en el metabolismo del triptéfano por Nectria
galligena, ya que al estudiar la via de formacién del AIA por cromato-
grafia, hemos encontrado diferentes metabolitos, segiin se cultive el hongo
en fermentador o en matraces en agitacién (cuadro 3). Esta variedad en
el nimero de metabolitos producidos segin las condiciones de aireacién
del cultivo hace suponer que el metabolismo del triptfano estd activado
cuando se somete el cultivo de N. galligena a mayores concentraciones de
oxigeno.

11
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La identificacion de estos metabolitos intermediarios de la degradacién
del triptéfano, los cuales no estdn descritos en las vias de formacién co-
nocidas del AIA, se realizara en un futuro préximo.

RESUMEN

Al estudiar la produccién de sustancias de crecimiento, especialmente
AIA, por Nectria galligena, encontramos que este hongo es, entre los des-
critos como productores de AIA a partir del triptofano, el que sintetiza en
menos tiempo mayor concentracion de esta fitohormona. La mayor con-
centraciéon de AIA segin las condiciones en que se realice el cultivo,
parece estar condicionada a la mayor aireacién del medio. Asimismo, el
metabolismo del triptéfano por N. galligena parece ser diferente, segin
los diferentes metabolitos encontrados, cuando se cultiva el hongo con
mayor o menor aireacién. Se ha observado que la concentracién de AIA
que produce crece paralelamente a la concentracion del micelio.

SUMMARY

While studying the growth substances formation, specially S-indole
acetic acid (IAA) from Nectria galligena, we found that this mould is,
amongst fungi described as IAA producer from tryptophan, the one
producing higher concentration of IAA in a shorter time. The highest
concentration of IAA seems to be conditioned to the highest aireation.
N. galligena seems to metabolize tryptophan in different ways depending
upon the amount of air supplied to cultures. The concentration of IAA
formed increases with the yield of mycelium.
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INTRODUCCION

La composicién quimica de las bacterias y especialmente de las pare-
des celulares de las mismas se ha tomado modernamente como un medio
de clasificacion bacteriana.

Con este objeto estudiamos la composicién quimica del Corynebacte-
rium michiganensis y de sus paredes celulares.

MATERIAL Y METODOS

Organismo

La bacteria usada ha sido el Corynebacterium michiganensis nim. 886
de la “National Collection of Plant Pathogenic Bacteria”, Plant Pathology
Laboratory, Hatching Green, Harpenden, Herts (Inglaterra). Este orga-
nismo es gram-positivo.

Obtencion de las muestras

La bacteria se cultiva en caldo comitn durante una noche, en estufa
a 25 °C y agitacién. Las bacterias se recogen por centrifugacién y lavados
sucesivos con agua destilada estéril.

Microbiol. Espaii., 22 (1969), 55. 1
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El residuo himedo se divide en dos partes, una, en la que se analiza
directamente la bacteria y otra, de la que se obtienen las paredes celulares
para su posterior analisis.

Preparacion de la pared celular

Para la separacion y purificacion de la pared celular combinamos los
procedimientos de Cummins y Harris (7) y Alsop y Work (3), segiin el
esquema 1.

Esquema 1

Células rotas

Se centrifugan 4 veces a 1.000 g, durante 20 minutos

Sedimento Sobrenadante
22.000 g, 30 min

Sedimento Sobrenadante

Se lava con agua y tampdn de fosfato
0,1 M, pH = 7,6; se digiere con tripsina
y ribonucleasa, se lava varias veces con
agua destilada y CIH 0,02 N y se cen-
trifuga a 22.000 g, 30 min

Sedimento Sobrenadante

Se digiere con pepsina, se lava varias ve-
ces con agua destilada y se centrifuga a
22.000 g, 30 min

Sedimento Sobrenadante

Paredes celulares purificadas

La bacteria se rompe por ultrasonido en un MSU Ultrasonic, durante
diez minutos.
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Obtencion de las proteinas

A una parte de la suspension celular o de las paredes se afiade igual
volumen de 4cido tricloroacético al 10 %, dejando una noche en nevera.
Se centrifuga a 3.000 g. El precipitado se extrae tres veces con cantidades
apropiadas de 4cido tricloroacético al 5 %, a 100 °C (bafio Maria) duran-
te diez minutos. El residuo de proteina se lava con alcohol de 969, al-
cohol-éter (50 : 50) y éter, centrifugando después de cada lavado.

Hidrolisis dcida
En ampolla cerrada, durante dieciséis horas, se hidrolizan 0,02 g de
proteina con 10 ml de CIH 6N a 100 °C. Se filtra para eliminar humina.

Se lava y evapora dos o tres veces a bafio Maria, hasta eliminar el 4cido.
El sedimento se recoge en alcohol isopropilico al 10 %.

Hidrdlisis alcalina

0,02 g de proteina se hidrolizan en ampolla cerrada con 10 ml de
barita de 8-14 %, a 100 °C durante dieciséis horas.

El bario se separa con un ligero exceso de SOH, N.

El precipitado de SO,Ba se lava con agua caliente, a la que se ha afia-
dido unas gotas de acido acético.

Se evapora a bafio Maria y el sedimento se recoge con 2 6 3 ml de
alcohol isopropilico al 10 %.

Hidrdlisis de glicidos
0,02 g de extracto seco de bacterias o paredes celulares, segin el caso,
se hidrolizan en tubo cerrado con 5 ml de SOH, 2N, a 100 °C, durante
dos horas.
El exceso de 4cido se neutraliza con Ba(OH),; el SO,Ba precipitado se
separa por centrifugacion, se evapora a 50 °C y el sedimento se disuelve
en agua destilada estéril.

Cromatografia en papel

Empleamos cromatografia descendente (6), monodimensional para gld-
cidos y reacciones especificas de aminoacidos, y bidimensional para ami-
noécidos, en general.
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Disolventes

Para cromatografia monodimensional: butanol-dcido acético-agua
(80 : 20 : saturacién). Para cromatografia bidimensional: fenol saturado
con agua, al que se afiaden unas gotas de amoniaco y butanol-dcido acé-
tico-agua (80 : 20 : saturacién).

Revelado

Utilizamos ninhidrina al 0,1 % en alcohol isobutilico de 90 % como
reactivo general de aminoacidos, y como reactivos especificos utilizamos
los siguientes:

Reactivo de Sakaguchi (1), para arginina y derivados guanidicos mono-
sustituidos.

Para histidina, la reaccién de Pauly (4-5).

Glicina, histidina y tript6fano: el reactivo de Zimmerman (4, 8 y 15-16).
Para metionina, cistina y cisteina, el reactivo de Winegard (23) modifica-
do por Toennis (22).

Para ornitina y 4cidos aminados, el reactivo de Curzon y Giltrow (8).
Fenil-alanina. El cromatograma revelado con ninhidrina se calienta y se
pulveriza con CO;NHa al 10 %, que produce color azul.

Para el triptofano y los compuestos del grupo del indol, se utiliza para
revelar el cromatograma el reactivo de Ehrlich (19 y 21).

Para la tirosina, se pulveriza el cromatograma con reactivo de Germn-
gross (1). )

La prolina e hidroxiprolina se revelan con isatina (2, 12 y 21).

Para la identificacién de glicidos empleamos el ftalato de anilina (14) y
el nitrato de plata amoniacal (13).

Como revelador de aminoaziicares empleamos el reactivo de Morgan y
Elson.

RESULTADOS

De los anilisis efectuados por los procedimientos anteriormente indi-
cados, hemos identificado en la bacteria total los siguientes aminoacidos:
dcidos aspartico y glutdmico, glicina, treonina, alanina, valina, metionina,
leucina, isoleucina, difenilalanina, lisina, arginina y tript6fano.

En la pared celular hemos encontrado como mayores constituyentes
acido aspartico, 4cido glutimico, glicina, treonina, valina, leucina e iso-
leucina, encontrdndose en menor cantidad alanina, metionina y lisina.
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Tanto en la bacteria total como en la pared celular identificamos ara-
binosa, glucosa, galactosa, manosa, ribosa y ramnosa y el aminoazicar
glucosamina.

DISCUSION

La composicién quimica de la pared celular de las bacterias nos pro-
porciona elementos importantes para la clasificacion de éstas. Asi, Cum-
mis y Harris (7) han considerado que los aminoacidos presentes en la
pared celular parecen ser caracteristicos del género, y que los azicares y
aminoazicares caracterizan la especie, con la excepcién de la ribosa, que
tiene una significacion especial en el género Corynebacterium.

Entre los aminoacidos componentes de la pared celular de bacterias
tiene especial importancia el acido diaminopimélico. Este 4cido, encon-
trado en bacterias, es un componente tipico de su pared celular (20) y ha
sido encontrado en casi todas las examinadas, excepto en muchos cocos
gram-positivos y varios lactobacilos (25).

El 4cido diaminopimélico se descarboxila, produciendo lisina (10), lo
cual sugiere un posible mecanismo de biosintesis de lisina en las bacte-
rias. Por otra parte, ha sido demostrado (7) que en las bacterias gram-
positivas se encuentran lisina o 4cido diaminopimélico, pero no ambos.
En este sentido estan las observaciones de Powell y Strange (18), los cua-
les han encontrado lisina en algunas bacterias gram-positivas y 4cido dia-
minopimélicos en sus esporas. Gause y colaboradores (11) diferencian mu-
tantes de Staphylococcus aureus, segin contengan lisina o 4cido diamino-
pimélico.

El 4cido diaminopimélico (forma meso) fue aislado primeramente del
Corynebacterium diphteriae (24); sin embargo, en nuestros anélisis sobre
la composicién en aminodcidos de la pared celular del C. michiganensis
no hemos encontrado 4cido diaminopimélico, pero si lisina. En relacion
con este hecho estin los hallazgos de Perkins y Cummis (17) con el
C. tritici 471, el cual no contiene ni acido diaminopimélico ni lisina, con-
teniendo en cambio 4dcido 2-4 diaminobutirico; otros Corynebacterium re-
lacionados con éste contienen ornitina en vez de lisina.

En cuanto a los demés componentes analizados, lo mas destacable es
una mayor cantidad de valina en la pared y la presencia de ribosa, que
normalmente no se encuentra en otros géneros bacterianos.
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RESUMEN

Han sido analizadas las paredes celulares de Corynebacterium michi-
ganensis, asi como la bacteria entera, en cuanto a su composicién de ami-
noécidos y azdcares, por cromatografia sobre papel. Los aminoacidos en-
contrados en la pared son: 4cidos aspértico y glutdmico, glicina, treonina,
valina, leucina e isoleucina, los cuales también se encuentran en los ana-
lisis de la bacteria entera, y en menor cantidad que en ésta; alanina, me-
tionina y lisina. No se ha encontrado acido diaminopimélico.

Los azidcares encontrados son: arabinosa, glucosa, galactosa, manosa,
ribosa, ramnosa y el aminoazicar glucosamina.

SUMMARY

By mean of paper chromatography technics we have studied aminoacid,
sugar, and aminosugar, composition of the whole bacteria and separately
of its cell wall, of Corynebacterium michiganensis.

In the whole bacteria, aspartic acid, glutamic acid, glycine, treonine,
alanine, proline, hidroxiproline, valine, methionine, leucine, isoleucine, di-
fenilalanine, lisine, arginine, triptophane, glucose, galactose, manose,
ribose, rhamnose, glucosamine were found.

In the cell wall valine, glicine, aspartic acid, glutamic acid, treonine,
leucine, isoleucine as the highest components and in smaller quantity ala-
nine, methionine and lisine. Arabinose, glucose, galactose, manose, ribose,
rhamnose and the amino-sugar glucosamine were identified.
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INTRODUCCION

Las enzimas hidroliticas g-glucanasas estin ampliamente distribuidas
dentro de la flora microbiana del suelo y se pueden obtener con altos
rendimientos cultivando un gran niimero de aquellos microorganismos en
un medio apropiado. Las g-(1-3) y p-(1-6)glucanasas, enzimas que tien-
den a ser constitutivas, se encuentran en la mayoria de los caldos de cul-
tivo de microorganismos, cualquiera que sea el substrato carbonado em-
pleado (16). Por el contrario, las g-(1-4)glucanasas, enzimas adaptativas,
son mucho menos corrientes, realizindose su sintesis s6lo en presencia
de un inductor (14 y 17).

Las p-(1-4)glucanasas han venido llamando la atencién de los inves-
tigadores desde hace unos veinte afios. En 1950, Reese y colaboradores
(17), en un estudio realizado con los caldos celuloliticos de varios hongos,
sugirieron que la hidrdlisis de la celulosa corresponde a una serie de pa-
sos. El primero de ellos lo llevaria a cabo una enzima (denominada por
este equipo factor C,) que actuaria sobre la celulosa cristalina o nativa,
transformandola en celulosa reactiva. La naturaleza de este fenémeno no
es bien conocida, suponiéndose que el factor C, hincha e hidrata la celu-
losa cristalina. Una vez en forma reactiva o amorfa, la celulosa seria ata-
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cada por el factor C, o carboximetilcelulasa (CMCasa), enzima, o mas
probablemente grupo de enzimas, que hidrolizan las cadenas glucanésicas
hasta el nivel de celobiosa. Por ltimo, el dimero seria hidrolizado a glu-
cosa por una S-glucosidasa o celobiasa. Las investigaciones posteriores
de otros autores (5, 11 y 18) parecen confirmar esa teoria. En todos estos
trabajos, los autores han mostrado poco interés por las g-(1-3) y 5-(1-6)
glucanasas, que, dada su naturaleza de enzimas constitutivas, podian en-
contrarse en los caldos de cultivo empleados como fuentes de celulasas.

Otros investigadores, trabajando con los filtrados del cultivo del As-
pergillus niger, llegaron a aislar, en varias operaciones de fraccionamien-
to, unas g-(1-3)glucanasas, al mismo tiempo que unas f-(1-4)glucanasas
(1 y 4). De otra parte, unas f-(1-3)glucanasas han sido aisladas del caldo
de cultivo del Bacillus circulans (22) y del de dos Streptomyces (7 y 19).
En estos dltimos trabajos, los investigadores utilizaron medios de cultivo
muy complejos, a base de paredes celulares de levadura de panaderia o
de micelio de hongos, resultando la produccién de enzimas en estas con-
diciones bastante variable y, en general, baja.

En cuanto a la purificacién de p-(1-6)glucanasas, pocos resultados
interesantes se han obtenido. Tanaka y Phaff (22) aislaron una enzima
que actda sobre los enlaces glucandsicos en $-(1-6) a partir del caldo de
cultivo del Bacillus circulans, y Reese y colaboradores (16) purificaron
parcialmente las 8-(1-6)glucanasas sintetizadas por varios hongos.

En estudios realizados en nuestro laboratorio sobre paredes celulares
de tres hongos oomicetos se emplearon complejos enzimaticos con una
fuerte actividad celulésica, conteniendo también actividades g-(1-3) y g-
(1-6)glucanasicas. Por ataques de las paredes con esas enzimas se pudo
demostrar la presencia de carbohidrato(s) con enlaces g-(1-3), -(1-4) y
p-(1-6)glucosidicos (3 y 12). A la vista de los resultados obtenidos, pen-
samos que seria interesante, con el fin de hacer posteriormente un estudio
més profundo de la estructura de la pared celular de aquellos hongos,
tratar de purificar las diferentes enzimas hidroliticas especificas presentes
en los caldos de cultivo de dos microorganismos con fuerte actividad ce-
lulésica.
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MATERIAL Y METODOS

Organismos y condiciones de cultivo

Para la obtencién de caldos de cultivo presentando, entre otras acti-
vidades glucanésicas, una fuerte actividad celuldsica, se han utilizado dos
microorganismos: el Basidiomiceto sp. QM 806 y el Streptomyces sp.
QM 814. Ambos procedian del “US Army Laboratory”, Natick, Massa-
chussets, y se cultivaron en los medios y en las condiciones descritos
respectivamente, por Mandels y Reese (10) y Reese y Mandels (15). In-
dicaremos que los dos medios constan, entre otros componentes, de ce-
Iulosa (Whatman cellulose powder), 10 g/l. Cuando la cantidad de ce-
lulasa liberada en el medio permanecia estacionaria (lo cual ocurre apro-
ximadamente a los treinta dias para el actinomiceto y a los veinte dias
para el basidiomiceto) se filtraban los cultivos por filtro de vidrio aglu-
tinado. El caldo enzimitico se conservaba a — 15 °C. La adicién de
mertiolato al 0,05 % permite la perfecta conservacion del filtrado a 4 °C
durante varios meses.

Valoraciones enzimdticas

Las actividades C; y C, (CMCasa) se determinaron segiin describen
Mandels y Reese (11) y Reese y colaboradores (17), respectivamente, va-
lorando los azilcares reductores al final de la reaccién por el método de
Nelson modificado por Somogyi (21). Las actividades -(1-3) y g-(1-6)
glucanésicas se valoraron siguiendo el método de Mandels y colaborado-
res (9) y Reese y colaboradores (16), respectivamente, empleando para
medir la primera actividad una solucién de laminarina (Koch-Light) y para
la segunda, una suspensién de pustulano (véase méas adelante la prepa-
raciéon de este substrato).

Para valorar la proteina de los medios de cultivo se empled el método
de Lowry y colaboradores (8), mientras que la cantidad de proteina de
los eluidos cromatograficos y electroforéticos se midié por absorcién es-
pectrofotométrica a 280 mu.

Obtencion y andlisis del pustulano

Este producto es un polimero de glucosa con enlaces $-(1-6) y se
prepard a partir del liquen Umbilicaria pustulata, segin describen Lind-
berg y Mc Pherson (6). Con este propésito el liquen se recogié en San

3
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Lorenzo del Escorial (Madrid) y de €l se obtuvo un producto crudo, de
color negro, que fue purificado siguiendo, con algunas modificaciones,
el método de Reese y colaboradores (16). Para ello, se disolvié en SO,H,
0,3 N en la proporcién del 0,1 % y se mantuvo quince minutos al bafio
de Maria. Se afiadid, en caliente, alcohol hasta una concentracién del 13%,
y el precipitado negro que se formé (probablemente corresponde a mela-
ninas) fue separado por centrifugacién. De los sobrenadantes se precipitd
el pustulano purificado, incrementando la concentracion del alcohol has-
ta el 45 %. Se formé un precipitado blanco de pustulano, que se recogid
por centrifugacién, se lavd tres veces con acetona y se liofilizé. El ren-
dimiento aproximado a partir de peso seco de liquen fue del 7 %. El
pustulano obtenido de esta manera no es soluble en tampdn de citrato
0,05 M, pH 4,5, pero forma suspensiones muy homogéneas.

La pureza del pustulano fue comprobada por cromatografia de un
hidrolizado del mismo (HCI N, una hora, 105 °C) en butanol-acetona-
agua (40:50:10 v/v) dando glucosa y gentibiosa como productos princi-
pales, junto con trazas de manosa y galactosa. De otra parte, haciendo
actuar sobre el mismo substrato una p-(1-6)glucanasa del Penicillium
brefeldianum (3) se obtuvo también glucosa y gentibiosa como produc-
tos principales de la hidrélisis.

Unidades de actividad

Para las celulasas se adoptaron las unidades descritas por Mandels y
Reese (11) y para las g-(1-3) y p-(1-6)glucanasas las descritas por Man-
dels y colaboradores (9).

Electroferesis

Las pruebas ionoforéticas se realizaron sobre papel Whatman nim. 1,
o bien sobre papel de fibra de vidrio GF 81 de la misma firma comer-
cial, en un aparato HVE Shandon de alto voltaje. Cuando s6lo interesaba
conocer la posicién de las diferentes protefnas, los electroforegramas se
revelaron con una solucién de negro de amido (20). Para determinar el
reparto de actividades se corta el papel en tiras de 0,5 cm de ancho, que
se eluyen cada una con 1 ml de tampén de citrato 0,05 M, pH, 4,5.

La actividad de los eluidos se valord siguiendo el método correspon-
diente. En algunas pruebas se utiliz6 como soporte un bloque de almi-
dén (9). Las condiciones de cada ensayo (diferencia de potencial, tiempo
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de la operacién y tampén empleado) estardn indicadas en el lugar corres-
pondiente a cada uno. '

RESULTADOS

Actividades presentes en los medios de cultivo

En el cuadro 1 estin recogidos los valores correspondientes a las di-
ferentes actividades glucanasicas encontradas en los caldos de cultivo de
los dos microorganismos estudiados. Se observa cdémo el filtrado del ba-
sidiomiceto tiene las actividades f-(1-3)glucanasa y CMCasa mas altas
que el del Streptomyces, siendo muy similares las restantes actividades
en los caldos de ambos microorganismos.

Cuadro 1. Actividades presentes en los medios de cultivo (*)

Actividad especifica
Organismo Proteina
@em) | o | cmcasa| PO £1-6)
glucanasa glucanasa
Streptomyces QM 814 1,4 1,7 9,6 1,4 1
Basidiomiceto QM 806 2.4 1,3 67,7 38,3 1

(*) Actividad expresada en unidades de la correspondiente enzima /mg de
proteina.

Concentracion de los filtrados enzimdticos por precipitacion con acetona
o con sulfato amdnico

Con el objeto de concentrar los caldos de cultivo de ambos microor-
ganismos y de purificar parcialmente las actividades glucandsicas presen-
tes en ellos, los filtrados se trataron con agentes precipitantes. Las gluca-
nasas del Streptomyces se precipitaron con acetona (1/2 en volumen) a
4 °C, manteniéndolas en frigorifico durante una noche. El precipitado se
resuspendié y se centrifugd a 15.000 g durante quince minutos a 4 °C,
diluyéndose finalmente con agua. El complejo enzimdtico del basidiomi-
ceto se traté con SO4(NH,), al 0,6 de saturacién y todas las operaciones

5
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siguientes fueron las mismas que en el caso del Streptomyces, salvo que se
dializ6 durante veinticuatro horas a 4 °C frente a agua destilada. En el
cuadro 2 estan representados los valores recuperados para la” f-(1-3)glu-

Cuadro 2. Actividades presentes en los precipitados enzimdticos

Actividad especifica (*)
Organismo Proteina
(mg/ml) CMCasa A-(1-3)
glucanasa
Streptomyces QM 814 2,5 95,0 12,0
Basidiomiceto QM 806 30,0 76,1 42,1

(*) La actividad estd presentada en unidades correspondientes de enzima/mg
de proteina.

canasa y la CMCasa. Se ve como en el caso del Streptomyces estas dos
enzimas han sido purificadas unas diez veces, mientras que la actividad
especifica de la CMCasa y de la g-(1-3)glucanasa del basiodiomiceto no
aument6 sensiblemente. De otra parte, la §-(1-6)glucanasa y el factor C,,
presentes en escasa proporcion en los dos caldos, se recuperaron en los
precipitados sin pérdida aparente.

Estudios cromatogrdficos y electroforéticos de las f-glucanasas
I) Concentrado enzimdtico del Streptomyces

a) Filtracion por geles de Sephadex. En varias publicaciones cientificas
se ha descrito el fraccionamiento de enzimas celuldsicas mediante el em-
pleo de geles de Sephadex (14 y 18). Dada la presencia de varias carbo-
hidrasas en los medios de cultivo del Streptomyces y existiendo la posibi-
lidad de que algunas de ellas tuvieran pesos moleculares distintos de las
celulasas, el concentrado enzimético, obtenido segin se describié anterior-
mente, se filtré por varios tipos de Sephadex (G-50, G-75 y G-100) con
el fin de obtener varias fracciones enzimaticamente activas sobre enlaces
glucosidicos.

Las caracteristicas fundamentales de las tres clases de columnas es-
tan indicadas en el cuadro 3. Cuando se utilizaron columnas de Sephadex

6
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G-50, la elucién se hizo con agua destilada y todas las actividades se re-
cuperaron tras el volumen muerto, indicando la presencia de enzimas glu-
candsicas con pesos moleculares superiores a 10.000. Este eluido se con-

Cuadro 3. Caracteristicas y resultados de la filtracion por geles de Sepha-
dex del concentrado enzimdtico del Streptomyces

Caracteristicas G-50 G-75 (*) G-100 (*)
Tamafio de la columna (cm) 20 x 2 24 x 2 30 x 2
Flujo (ml/h) 15 10 10
Volumen de las fracciones (ml) 4 4 4
Proteina cargada (mg) 25 8 8
Actividad CMCasa cargada (**) 95 142,5 142,5
Proteina recuperada (ler. pico) 16 1,27 1,0
Actividad CMCasa recuperada (ler. pico) 42,5 182 232

(*) El producto cargado fue el obtenido por medio de la filtracién por Sepha-
dex G-50.

(**) Actividad especifica expresada en unidades de CMCasa /mg de proteina.

centr6 por liofilizacién y se mantuvo en frigorifico a 4 °C, pudiendo
conservarse varias semanas sin pérdidas apreciables de actividad. El lio-
filizado se dividi6 en dos fracciones iguales: una de ellas se filtr6 por
Sephadex G-75 y la otra por Sephadex G-100. Para los 150 ml primeros
de cada columna se utilizé como eluyente un tampé6n de citrato sédico
0,05 M, pH 6, con CIK 0,1 M, continuando la operaci?’)n con este mismo
tampén, pero con CIK 0,2 M. Los resultados obtenidos en las dos clases
de cada columna se utiliz6 como eluyente un tampén de citrato sédico
casos se recuperd aproximadamente la cuarta parte de la actividad car-
boximetilceluldsica tras el volumen muerto, lo que debe significar que esta
actividad corresponde a una enzima(s) con un peso molecular alto, segu-
ramente con un valor préximo a 100.000 o superior a esta cifra. La adi-
cién de CIK 0,2 M al citrato sédico, en los dos tipos de columnas, permite
la elucién de varios picos de proteinas, presentando algunos de ellos una
escasa actividad CMCasa. La retencién parcial sobre Sephadex G-75 y
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Figura 1 (*). Filtracién por Sephadex G-75 del concentrado enzimdti-
co del Streptomyces QM 814. CIK, 0,2 M. ®, absorcién a 280 mu.
A , actividad CMCasa

(*) Figuras 1-4: los aziicares reductores liberados por la accién de la enzima so-
bre el correspondiente substrato, se valoraron segiin se describi6 en “Material y

Métodos”.
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del Streptomyces QM 814. CIK, 0,2 M. ®, absorcion a 280 mu. A, ac-
tividad CMCasa
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G-100 de estas proteinas también activas sobre carboximetilcelulosa, per-
mite asegurar que los pesos moleculares correspondientes a estas enzimas
son inferiores al de la enzima que sale en el primer pico junto a otras
proteinas, sin estar nada retenida por la resina. Estos pesos moleculares
deben, por lo tanto, estar por debajo de 50.000 (en el caso del Sephadex
G-75) o de 100.000 (en el del Sephadex G-100). Frente a estos resulta-
dos, diversas hipdtesis pueden hacerse en cuanto a estas enzimas activas
sobre carboximetilcelulosa. Se puede pensar en la existencia, en el caldo
de cultivo original del Streptomyces, de varias enzimas capaces de hidro-
lizar la carboximetilcelulosa y presentando caracteristicas distintas, o bien
la presencia inicial de una sola CMCasa, correspondiendo las otras acti-
vidades celuldsicas encontradas a productos de degradacién de la enzima
principal originados por la accién de las proteasas presentes en el com-
plejo enzimético. Las restantes actividades (C;, g-(1-3) y p-(1-6)glucana-
sas), no representadas en las figuras 1-2, se encuentran, en su mayor parte,
en el pico primero, unidas a la CMCasa, lo que indica que todas estas enzi-
mas deben tener pesos moleculares altos, impidiendo una resolucién de
ellas con estos tipos de Sephadex.

b) Cromatografia de cambio idnico. Las resinas cambiadoras de iones
permiten la separacién de proteinas con caracteristicas muy similares, pero
presentando entre ellas diferencias muy pequeiias de carga. Dado que el
fraccionamiento por filtracién resulté infructuoso, el producto eluido de
una columna de Sephadex G-50, semejante a la descrita anteriormente,
se liofilizé y cromatografié sobre una columna de resina aniénica DEAE
Sephadex A-50, eluyendo con un gradiente continuo de 4cido acético-
acetato sédico a pH 4,0, entre 0,02 M y 1 M. Se prepar6 una columna
de 15 X 1 cm, se reguld el flujo de salida a 8 ml/h y se recogieron frac-
ciones de 4 ml. En la figura 3, correspondiente a esta cromatografia sobre
resina cambiadora de iones, se observa la presencia de un pico principal
de proteinas con fuerte actividad sobre carboximetilcelulosa, que se ex-
tiende sobre las fracciones 5 hasta 10, es decir, que viene bastante des-
pués del volumen muerto. A los tubos 10-12 corresponde otro pico me-
nos importante con actividad CMCasa. La actividad f-(1-3)glucanésica
estd recogida en su mayor proporcién en las fracciones 3-7, de tal ma-
nera que los tubos 7-10 contienen una carboximetilcelulasa muy purifi-
cada de la g-(1-3)glucanasa. Las otras dos carbohidrasas, que eXisten
en pequefia cantidad en la preparacién, el factor C; y la g-(1-6)gluca-

10
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nasa (no representadas en la figura 3), salen juntas después del volumen
muerto, sin contaminar la carboximetilcelulasa del pico principal. Hay
que hacer notar que en esta cromatografia se aprecia una pérdida muy
importante de CMCasa y de p-(1-3)glucanasa. Por la escasa cantidad
del producto eluido no se intent hacer una ulterior cromatografia de los
tubos 7, 8 y 9, en los cuales, la CMCasa estaba bastante purificada de
las restantes actividades.

II) Concentrado enzimdtico del basiodiomiceto

Los concentrados enzimdticos del basidiomiceto presentan fuertes ac-
tividades CMCasa y f-(1-3)glucanasa (cuadro 2), las cuales se trataron
de aislar por métodos electroforéticos. Cuando se utilizo papel Whatman
nim. 1 para esta operacién, s6lo se consiguié una débil movilidad de las
dos p-glucanasas a pH alcalino, no llegando de otra parte a separar una
actividad de la otra, mientras que a pH neutro o &4cido las glucanasas
permanecieron en el origen. Las condiciones de las diferentes ionoforesis,
asi como los resultados obtenidos en estas operaciones, estin consignados
en el cuadro 4. En las experiencias realizadas a pH 9,9 y 11,5 aparecia,

Cuadro 4. Condiciones y resultados de las electroforesis sobre papel de
celulosa del concentrado enzimdtico del basidiomiceto

Movilidad hacia
. el dnodo
Tampén Molaridad | pH | Voltios '(I;Iemp ;’ B-(1-3)
01as) | Celulasa glu-
canasa
Fosfato 0,05 M 7.0 5.000 1 — —
Piridina-H,O-Acido acéti-
co (100:900:4) 6,5 5.000 2 —_ —_—
Acetato 0,05 M 4,5 4.000 2 — —_
Tris-CIH 0,05 M 8,0 600 6 + +
Tris-CIH 0,05 M 8,5 4.000 6 ++ ++
Carbonato-bicarbonato 0,05 M 9.9 600 20 444+ F+4++
Carbonato 005M 11,5 600 24 ++++++++++

Las distancias al origen estin expresadas: 0-1,5 cm, +; 1,5-3 cm, ++; 4-5 cm,
+4+4+ 57 cm, +++++

12
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ademds, una zona fuertemente positiva al negro de amido, a 8 y 13 cm
del origen, respectivamente, en direccién al dnodo. El eluido de esta zona
no presentd en ninguno de los dos casos cualquiera de las actividades
glucanasicas que se investigaban.

Debido a la gran absorcién que presentaron las g-glucanasas en el
papel de celulosa, se hicieron pruebas de fibra de vidrio, a pH alcalino.
Se empleé como tampén una solucién de carbonato sédico 0,05 M, pH
9,1 y se realizé la operacién bajo un potencial de 600 V. Como era de
esperar, dada la gran inercia quimica del soporte electroforético, la
CMCasa y la g-(1-3)glucanasa se desplazaron ripidamente (5 y 25 cm
del origen a las una y seis horas respectivamente), pero permanecieron
unidas.

En un trabajo llevado a cabo por Mandels y colaboradores (9) estos
investigadores encontraron que las carbohidrasas del basidiomiceto, en
una electroforesis en bloque de almidén a pH 7,0, s6lo se desplazaban
débilmente hacia el d4nodo. Este resultado coincidia con los descritos ante-
riormente, y habiendo, al mismo tiempo, demostrado la movilidad a pH
alcalino, se hicieron experimentos empleando condiciones similares a las
descritas por Mandels y colaboradores (9), pero en un tampén de carbo-
nato-bicarbonato sédico 0,05 M, pH 9,1. En la figura 4 esti representado
el grafico correspondiente a una de estas pruebas, pudiéndose observar
como la p-(1-3)glucanasa se ha fraccionado en tres componentes prin-
cipales, estando el pico mayor solapado por la CMCasa. Es posible que
se hubiera podido conseguir una purificaciéon de dos p-(1-3)glucanasas,
pero el método fue abandonado por las elevadas pérdidas de actividad
y la dificil reproducibilidad de los resultados.

En el caso del Streptomyces, las ionoforesis realizadas en varias con-
diciones no dieron resultados interesantes, encontrando siempre pérdidas
importantes de las diferentes actividades glucandsicas y una baja repro-
ducibilidad.

DISCUSION

Se ha visto que, cultivando el Basidiomiceto QM 806 y el Streptomy-
ces QM 814 en un medio conteniendo celulosa, se liberaban en el caldo
de cultivo cuatro glucanasas: B-(1-3) y p-(1-6)glucanasas, CMCasa y
factor C,. La proporcién de cada una de ellas fue muy variable, desta-

14
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cando la elevada cantidad de CMCasa en los dos caldos enziméticos y
la fuerte proporcién de g-(1-3)glucanasa en el caldo del basidiomiceto.
La pg-(1-6)glucanasa y el factor C; se encontraron siempre en baja pro-
porcion.

Precipitando el caldo enzimético del Streptomyces con acetona se ha
conseguido aumentar las actividades especificas de las glucanasas unas
diez veces sin que este tratamiento separase ninguna de las enzimas es-
tudiadas. Mediante filtracién por geles de Sephadex (G-50, G-75 y G-100)
se ha demostrado el elevado peso molecular de las diferentes g-glucana-
sas (100.000 o superiores a 100.000) como se deduce en su inmediata
aparicién en el eluido tras el volumen muerto al pasar por el dextrano
G-100 (*). Dado que con este tratamiento no se consiguié practicamente
aumentar la actividad especifica de la CMCasa, se puede concluir que
las restantes enzimas presentes (proteasas, a-(1-4)glucanasas, etc.) pasa-
ron unidas a las g-glucanasas, teniendo, por tanto, pesos moleculares si-
milares. De otra parte, s6lo se consiguié recuperar escasamente una cuar-
ta parte de la actividad CMCasa cargada sobre las columnas de Sephadex
G-75 y G-100, lo que puede ser debido a una desnaturalizacién de la
misma, descartando una retencién de la enzima por el gel, visto el ni-
mero de fracciones eluidas y la molaridad del eluyente. Se puede tam-
bién aceptar la hipétesis de que estas pérdidas sean debidas a una reten-
cién sobre la columna, de algin activador especifico de la CMCasa. (Se
estd desarrollando actualmente el estudio de la accién combinada de las
diferentes fracciones sobre carboximetilcelulosa, sin que hasta el momen-
to haya pruebas que confirmen aquel supuesto). Por otra parte, dado que
en el medio de cultivo existen proteasas y que tras el componente prin-
cipal aparecieron varios picos de escasa actividad carboximetilcelulésica,
se puede sugerir la hipétesis de que se trate de productos de degradacion
de aquel componente, dotados de resto de actividad, siendo a la vez una
posible explicacién de las pérdidas de actividad encontradas.

Mejores resultados se han conseguido mediante cromatografia sobre
DEAE-Sephadex A-50 del eluido enzimiticamente activo procedente de
una columna de Sephadex G-50, ya que se ha podido obtener por este

(*) Los datos publicados por otros autores dan a las celulasas por ellos estu-
diadas pesos moleculares comprendidos entre 10.000 y 90.000 (5, 13-14, 18 y 24).
En el presente trabajo se describe, por el contrario, la existencia de glucanasas con
pesos moleculares superiores a 100.000 o préximos a esta cifra.

15
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procedimiento, si no una CMCasa pura, por lo menos una fraccién de
CMCasa practicamente libre de actividades §-(1-3) y g-(1-6)glucanasicas
y de C, (figura 3). De otra parte, esta operacién ha permitido obtener
unas fracciones careciendo de CMCasa y presentando una alta actividad
especifica sobre enlaces f-(1-3)glucosidicos. Por posteriores recromato-
grafias se piensa lograr purificar completamente una g-(1-3)glucanasa
y una carboximetilcelulasa.

Las p-glucanasas del basidiomiceto presentaron una gran resistencia
a desplazarse sobre el papel de celulosa, durante las operaciones de elec-
troforesis, lo que puede ser debido a pesos moleculares muy elevados.
En el caso del factor C,, esta falta de movilidad se podria explicar tam-
bién por una absorcién en su propio substrato, pero no asi en las demas
actividades. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Hash y
King (2) y Thomas y Whitaker (23) con las enzimas celuloliticas del My-
rothecium verrucaria, aunque en ambos trabajos se logré la separacién
de varias carboximetilcelulasas. Dada la gran inercia quimica del papel
de fibra de vidrio, se consiguié con este soporte una rapida migracién
de las g-glucanasas a pH alcalino, pero sin llegar a purificar ninguna de
las actividades estudiadas. Destaca en este sentido la gran estabilidad de
las carbohidrasas, no sélo frente a la temperatura (se pueden manejar du-
rante un dia a 20 °C, sin alterarse), sino frente a un pH elevado, como
1o demuestra el hecho de que a pH 11,1 no se inactivan.

El método de separacién mediante electroforesis en bloque de almi-
doén, en contraposicion a lo encontrado por Mandels y colaboradores (9),
tenia los inconvenientes de la falta de reproducibilidad y las pérdidas de
actividad. A pesar de estos inconvenientes, haremos resaltar que, a partir
del complejo enzimdtico del basidiomiceto, se obtuvieron a pH 9,1 dos
B-(1-3)glucanasas bastante purificadas de otras actividades glucanésicas,
una en direccién al dnodo y otra hacia el citodo, estando un tercer com-
ponente con actividad g-(1-3)glucanésica solapado con la CMCasa. Aqui
como en el caso de las enzimas celuloliticas del Streptomyces, no se ha
podido comprobar si las diferentes S-(1-3)glucanasas corresponden ori-
ginalmente a varias carbohidrasas con actividad semejante, pero con ca-
racteristicas propias, o bien a una sola carbohidrasa, que por ataque con
proteasas liberadas en el medio darfa origen a nuevos componentes enzi-
maticos, conservando una cierta actividad glucanésica.
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RESUMEN

Dos microorganismos, el Streptomyces QM 814 y el Basidiomiceto
QM 806, cultivados separadamente en un medio nutritivo conteniendo
celulosa, liberan en el medio cuatro tipos de g-glucanasas: g-(1-3) y g-(1-6)
glucanasas, carboximetilcelulasa y factor C; en proporciones muy diferen-
tes. Las carbohidrasas del Streptomyces, purificadas primeramente por pre-
cipitacién con acetona, se cromatografiaron sobre columnas de Sephadex
G-50, G-75 y G-100. Del comportamiento de las enzimas en el trata-
miento con Sephadex se ha demostrado una cierta homogeneidad en cuan-
to a los pesos moleculares del factor C,, de la g-(1-6) y de la g-(1-3)glu-
canasa y de una fraccién muy activa sobre carboximetilcelulosa, siendo
en todos los casos superiores a 100.000. El estudio de las curvas de elu-
cién de las columnas de Sephadex G-75 y G-100 demuestra ademds la
existencia de varias fracciones que presentan una débil actividad CMCasa
y las cuales corresponden a enzimas con pesos moleculares més bajos.
Por cromatografia sobre DEAE Sephadex A-50 se obtiene una fraccién
con fuerte actividad CMCasa desplazada de las otras §-glucanasas. Se ob-
tiene también otra fraccién con una actividad CMCasa méas débil, pero
completamente libre de las otras g-glucanasas. En el caso del concentrado
enzimético del basidiomiceto se estudié el comportamiento de la g-(1-3)
glucanasa y de la CMCasa en la electroforesis sobre papel de celulosa y
de fibra de vidrio. En el caso del papel Whatman nim. 1, empleando una
amplia gama de pH, diferencias de potencial y de tiempo, sélo se consi-
guié una débil movilidad de la g-(1-3)glucanasa y de la CMCasa a pH al-
calino, sugiriendo, esta gran adsorcién sobre el papel de celulosa, un alto
peso molecular para estas enzimas. Utilizando papel de fibra de vidrio
se consiguié un rapido desplazamiento, pero sin que esto permitiera una
separacién de las actividades. Por electroforesis en bloque de almidén se
ha conseguido el aislamiento de varias fracciones con actividad f(1-3) glu-
canasa y de una fraccién con CMCasa, la cual siempre permanecié unida
a una de las fracciones f-(1-3)glucanasa.
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ABSTRACT

When the Streptomyces QM 814 or the Basidiomycete QM 806 were
grown in a cellulose-containing nutritive medium, they liberated into the
medium 4 kinds of g-glucanases: g-(1-3) and g-(1-6) glucanases, carboxi-
methylcellulase, and C; factor. The proportion of each enzyme was very
different. The Streptomyces carbohydrases were purified by precipitation
with acetone followed by gel filtration through columns of Sephadex G-50,
G-75 and G-100. From the behaviour of the enzymes on gel filtration
the f-(1-6) and pB-(1-3)glucanases, the C, factor, and the most active
carboximethylcellulase fraction all have molecular weight higher than
100.000. The elution curves from the Sephadex G-75 and G-100 columns
showed the presence of several fractions with weak CMCase activity,
which corresponded to enzymes with lower molecular weight. By
chromatography on DEAE-Sephadex A-50 a fraction with strong CMCase
activity was displaced from the other g-glucanases, and followed by a
further fraction with a lower CMCase and completely free from the other
[-glucanases. The behaviour of the g-(1-3)glucanase and CMCase in an
enzyme concentrate from the basidiomycete culture filtrates has been
studied by eletrophoresis on cellulose paper and glass fibre paper. With
Whatman n® 1 paper, using a wide range of pH, voltage and time, only
at alkaline pH there was a weak mobility towards the anode. This result
suggests that the enzymes have a high molecular weight. On glass fibre
paper the enzymes migrated but did not separate. On starch block
electrophoresis, several fractions with §-(1-3) glucanase activity were resol-
ved: a further fraction was obtained with both CMCase and §-(1-3)gluca-
nase activity.
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de José M. Porres Juan). 1968. Editorial Toray-Masson, S. A. Bar-
celona. XII + 348 péginas, 99 figuras.

La inmunoelectroforesis, desde su descubrimiento, se revel6 como una
de las técnicas mas eficaces para realizar estudios inmunoldgicos de sueros
y de relaciones antigeno-anticuerpo. Resulta dificil, para nosotros, pensar
en andlisis inmunoelectroforéticos sin asociar a ellos la personalidad cien-
tifica del Prof. Grabar y de su laboratorio que tantos hemos visitado.

Por otra parte, en la bibliografia de publicaciones referentes a esta
materia es casi obligado encontrar las citas de la edicion francesa (desde
1960) o inglesa (desde 1964): consideramos esto como la mas elocuente
prueba del gran interés de la obra original.

En cuanto a la versién espafiola del Prof. Porres Juan, presentada por
la Editorial Toray-Masson de Barcelona, corresponde a la edicién inglesa
de 1964 y puesta al dia por sus autores, incluyendo ademds un nuevo
capitulo referente a estudios inmunoelectroforéticos del liquido amnidtico
humano, del meconio y de las heces del nifio.

La version espafiola mantiene, al igual que las anteriores, la clasifica-
cién en tres partes: técnicas inmunoelectroforéticas, aplicaciones al plasma
humano y estudios en otros liquidos humanos. Su cuidada traduccién, rea-
lizada por un especialista en la materia, como el Prof. Porres, pone a dis-
posicién de los estudiosos de la Inmunologia —en el area de lengua his-
pana— un valioso libro de consulta, del que también es preciso resaltar
su acertada presentacion tipografica.
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