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INSTITUTO «JAIME FERRAN», DE MICROBIOLOGIA (C S 1C)
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA GENERAL
SECCION DE PROTOZOOLOGIA

PARTICULARIDADES EN LA CONJUGACION DE
STYLONYCHIA MYTILUS EHRENBERG

por

M2 Asuvcién JARENO, Piar ALONSO y J. PEREZ-SILVA

INTRODUCCION

Al intentar estudiar la autogamia en Stylonychia mytilus encontramos
que no existia una descripcion detallada de los pasos fundamentales de
la conjugacién, o sea, la formaciéon de pronucleos y su estado en el
momento de la unién. Segin los datos recogidos en la bibliografia, las
divisiones pregdmicas y postgamicas en esta especie (8 y 2) siguen el es-
quema general admitido para otros oxitriquidos (3 y 5-7). Al encontrar
nosotros en los autogamontes una serie de estadios que no encajaban en
el citado esquema, creimos conveniente realizar un estudio detallado de la
conjugacién, con el fin de averiguar si tales estadios eran privativos de la
autogamia o se producian también en la conjugacion.

Por otra parte, la estirpe de Stylonychia mytilus utilizada en este tra-
bajo posee unos microniicleos muy apropiados para un estudio cariol6-
gico, debido a su tamaifio y a la claridad con que se distinguen algunos
estadios por los que pasan los cromosomas.

MATERIAL Y METODOS

La estirpe de Stylonychia mytilus que utilizamos en este trabajo ha
sido aislada de una muestra de agua recogida en Cercedilla, en 1967.
Desde entonces se viene cultivando en nuestro laboratorio en medio de

Microbiol Espaii., 22 (1569) 177. 1



178 M. Asuncion Jarefio, Pilar Alonso y J. Pérez-Silva

extracto de tierra, afiadiendo como alimento un cultivo mixto de Colpi-
dium sp. y Chilomonas sp.

Se han conseguido dos tipos de apareamiento complementarios (5 y
SR), lo cual ha permitido provocar la conjugacién siempre que ha sido
necesario. Lo que nos ha dado mejores resultados para provocar la con-
jugacién ha sido afiadir un poco de alimento en el momento en que se
unen los cultivos de los dos tipos de apareamiento. Generalmente se con-
jugan una vez agotado el alimento. El apareamiento no ocurre en masa,
sino que las parejas se van formando a lo largo de uno o dos dias. Por lo
tanto, para hacer un estudio seriado de la conjugacién nosotros separamos
las primeras parejas que se forman. En una o dos horas obtenemos sufi-
ciente material para hacer preparaciones abundantes a lo largo de todo el
proceso.

Fijacion y tincion

En unos casos se utilizé como colorante la orceina acética, que servia
al mismo tiempo de fijador, y en otros, el verde de metilo-pironina-naran-
ja G, previa fijacién en metanol-acético (3 : 1). Asimismo se empleé la
reaccién nuclear de Feulgen.

RESULTADOS

En este trabajo se establece el nimero de divisiones pregdmicas y
postgdmicas y se describe el estado de los cromosomas en algunas de las
fases, especialmente en la primera divisién pregédmica.

El nimero de microniicleos en los individuos vegetativos varia de 2-5,
a veces puede haber 6. Estos niicleos miden de 5-6 w de didmetro en las
preparaciones tefiidas con orceina, y de 4-5 u cuando se aplica la reaccién
de Feulgen.

Todos los individuos pueden entrar en conjugacién cualquiera que sea
el nimero de microntucleos, aunque lo més frecuente es encontrar con-
jugantes con tres y cuatro. Generalmente, todos los micronuicleos inter-
vienen en la primera divisién pregidmica, sin embargo, a veces quedan sin
funcionar uno o dos microntcleos. Por lo tanto, una vez terminada la prj-
mera divisién, el nimero de productos varia de 4 a 12, siendo el més
frecuente 6. Entre los niimeros impares predomina el 7.
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En la segunda divisién pregdmica intervienen, por regla general, la
mitad de los micronicleos existentes, pero a veces se dividen un niimero
mayor que el de los que quedan en reposo (figura 1) e incluso todos. Una
vez terminada esta segunda divisién pregimica, cada conjugante posee de
6 a 14 microndcleos, siendo los niimeros mas frecuentes 9 y 11. De los pro-
ductos resultantes de esta segunda divisién pregamica, que suelen quedar
ordenados en dos grupos (figura 2), dos o, con més frecuencia, cuatro
empiezan una profase (figura 3), pero s6lo dos, que serdn los que funcio-
nardn como prontcleos, contindan el proceso, de manera que en el mo-
mento del intercambio micronuclear tanto el emigrante como el estacio-
nario se encuentran en una profase avanzada (figura 4). Segin nuestras
observaciones en numerosas parejas durante el intercambio de proniicleos,
las frecuencias del ndmero total de micronicleos, incluyendo los prond-
cleos, coinciden con las frecuencias encontradas al final de la segunda divi-
sién. El pronicleo, que pasa al otro conjugante en prometafase, llega a la
metafase y se une en este estado con el estacionario (el cual también se
encuentra en metafase), formando el sincarion (figuras 5-7), que inme-
diatamente experimenta la anafase, dando lugar a dos nucleos. Entre tanto
empiezan a desaparecer los productos resultantes de las divisiones pregé-
micas.

Dado que la divisién del sincarion puede ser considerada como prime-
ra postgdmica, en esta estirpe existen siempre tres divisiones postgdmicas,
puesto que los productos resultantes del sincarion se dividen dos veces mas.

La secuencia de las dos dltimas divisiones postgdmicas puede seguirse
claramente en las figuras 8-12. En la figura 8 se observan las dos gran-
des profases de la segunda divisién postgamica; los restos micronucleares
de las divisiones pregdmicas son muy pequefios y se encuentran en estado
avanzado de picnosis. En las figuras 9-10 se muestran las metafases y
anafases de esta divisién, quedando atin algunos restos, que suelen desapa-
recer por completo al terminar la telofase (figura 11). Los cuatro produc-
tos resultantes se agrandan como si todos empezaran una profase, pero
solamente dos de ellos siguen el proceso segin se muestra en la figura 12,
donde pueden observarse dos nucleos difusos y dos en metafase, en cada
conjugante. Por regla general, en esta divisién las anafases son asincréni-
cas, llegando antes a la telofase la situada en la regién anterior.

Al terminar esta divisién postgdmica se distinguen claramente los dos
restos de la divisién anterior y los cuatro productos resultantes de la ter-
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cera (figura 13), de los cuales uno dari origen al nuevo macrontcleo, dos
de ellos quedaran como micronicleos, y de los restantes, dos desaparecen
rdpidamente, de modo que, en el momento de la separacidn, los excon-
jugantes presentan el esbozo macronuclear y tres microntcleos, uno de los
cuales desaparece poco después.

Como resultado de numerosas observaciones llegamos a la conclusién
de que el esbozo macronuclear no se origina a partir de uno cualquiera de
los cuatro productos resultantes, sino que siempre procede del nicleo infe-
rior de la telofase mas avanzada (el situado en la regién central del indi-
viduo). Los microntcleos definitivos proceden siempre de la otra telofase,
quedando situados a uno y otro lado del esbozo macronuclear.

En cada una de las fases anteriormente descritas, los filamentos cro-
matinicos presentan distinto aspecto; solamente en la primera divisioén pre-
gimica se observan los cromosomas individualizados.

Al comenzar la profase de la primera divisién pregdmica, los micro-
nicleos empiezan a esponjarse hasta duplicar su tamafio; al mismo tiempo,
de la periferia empiezan a desprenderse filamentos cromatinicos, frecuen-
temente con aspecto arrosariado, hasta que el microniicleo alcanza la lla-
mada fase de “sol” (figura 14). Cada vez aumenta mas el material croma-
tinico en la periferia y va disminuyendo en la parte central. Esta emigra-
cién es heteropolar, se colocan los filamentos formando una semiesfera y
quedando en el polo opuesto una pequefia masa, con lo que resulta una
figura a modo de “paracaidas”, segin se muestra en la figura 15. En esta
fase y en el paso a la siguiente, los filamentos cromatinicos estdn separa-
dos y, por regla general, forman parejas con uno o varios puntos de con-
tacto, constituyendo figuras en forma de “V”, anillo, “8” y otras mas
complicadas, como puede apreciarse en las figuras 16-18. No se ha podi-
do determinar con exactitud el niimero de dichos filamentos o cromoso-
mas porque son muy numerosos (alrededor de 100).

Los pocos filamentos que quedaban por emigrar al otro polo terminan
por pasar, reagrupindose para constituir la metafase. En esta fase, los
cromosomas parecen mas cortos y gruesos y se disponen en una placa me-
tafasica muy ancha (figura 19).

En la anafase, no todos los cromosomas emigran sincrénicamente a los
polos, segin se observa en la figura 20.

Inmediatamente después de la telofase comienza la profase de la se-
gunda divisién. En ésta se pueden distinguir filamentos (figura 21), pero

4



Figuras 1-4. Stylonychia mytilus, cuatro estados sucesivos de la conjugacién. Orceina

acética. 1) Metafases de la segunda divisién pregdmica. En cada conjugante ha que-

dado un niicleo residual. 2) Segunda division pregdmica recién terminada. Obsérvesz

la disposicion de los microniicleos en dos grupos. 3) Fase un poco mds avanzada

que la anterior. Uno o dos microniicleos de cada grupo empezando una profase.
4) Intercambio de proniicleos



Figuras 5-7. Styl. mytilus. Orceina acética. 5) En el conjugante de la derecha, proniicleos en metafase a punto de unir-
se. En el de la izquierda, proniicleos ya unidos constituyendo el sincarion. 6-7) Proniicleos y sincarion a mayor au-
mento
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Figuras 12-13. Styl. mytilus. Orceina acética. 12) Metafases de la tercera division postgdmica. 13) Disposicion de los
niicleos después de la tercera division postgdmica. A: esbozo macronuclear; m: microniicleo definitivo



Figuras 14-19. Styl. mytilus. Orceina acética. Diversos estados de los micro-
niicleos durante la primera division pregdmica. 14) Estado de “sol”. 15) Es-
tado de “paracaidas”. 16-18) Estados intermedios entre el “paracaidas” y la
metafase. Obsérvense los bivalentes con uno o varios-quiasmas. 19) Metafase.
Los cromosonvas aparecen mds gruesos y cortos que en las fases anteriores



Figuras 20-25. Styl. mytilus. Orceina acética. 20) Anafase de la pri-

mera division' pregdmica. 21) Profases de la segunda divisién- pregdmi-

ca. 22) Metafase de la segunda divisién pregdmica. 23) Proniicieo emi-

grante en el momento de pasar al otro conjugante. 24) Metafase de la

segunda division postgdmica. 25) Metafase de la tercera division posi-
gdmica
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no individualizados como en la primera divisién. En la metafase se obser-
van menos filamentos que en la primera metafase, pero mas largos (fi-
gura 22).

A continuacién, los productos que darin lugar a los pronicleos em-
piezan una profase, que al principio es igual en ambos. Posteriormente,
el emigrante, en su camino hacia el otro conjugante, aparece alargado, ge-
neralmente piriforme; en él se distinguen filamentos dispuestos mds
o menos paralelamente al eje longitudinal (figura 23). Cuando este pro-
nicleo estd proximo al estacionario del otro conjugante se encuentra ya
en metafase (figuras 5 y 6) y en este estado se unen ambos nicleos, for-
mando una metafase muy ancha, que constituye el sincarion (figuras 5y 7).
Las metafases de la segunda y tercera divisiones postgdmicas difieren nota-
blemente de la anterior, segin se muestra en las figuras 24-25.

DISCUSION

Como hemos indicado anteriormente, en esta estirpe de Stylonychia
mytilus, los individuos pueden entrar en conjugacién cualquiera que sea
el nimero de sus micronticleos. Estas observaciones no coinciden con las
realizadas por Maupas (8) en esta misma especie; puesto que este autor
admite que, aunque los individuos pueden tener hasta ocho micronucleos, la
conjugacién raramente se realiza entre individuos con més de dos micro-
nicleos. Por tanto, para este autor, el estado con dos micronicleos repre-
senta la madurez sexual. Por el contrario, en Styl. muscorum (1), aunque
también puede variar el nimero de micronicleos, nunca se han observado
conjugantes con dos. En nuestra estirpe, la madurez sexual parece ser
independiente del nimero de micronicleos.

El nimero total de divisiones durante la conjugacion coincide con el
admitido por otros autores (3 y 5-8). Sin embargo, todos ellos describen
tres divisiones pregimicas, y en cambio, en la estirpe estudiada por nos-
otros hay dos divisiones pregdmicas y luego se inicia una tercera que no
llega a completarse como tal, puesto que en estado de prometafase se pro-
duce el intercambio de pronicleos, los cuales se encuentran en metafase
al unirse con los estacionarios correspondientes, dividiéndose seguidamen-
te el sincarion; por tanto, esta divisién es realmente la primera postgimica.
A continuacién se verifican otras dos divisiones postgdmicas. La conclu-
sién de que no se completa la tercera division pregamica se basa en las

11
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siguientes observaciones: los productos resultantes de la segunda divisién
pregdmica suelen quedar ordenados en dos grupos (de 3-5 productos
cada uno, como muestra la figura 2); en fases mis avanzadas, uno o dos
nicleos de cada grupo se agrandan empezando una profase (figura 3) y
poco después se observa el paso de pronicleos (figura 4), permaneciendo
constante el nimero de productos que habia al final de la segunda divi-
sién pregamica, aunque algo desordenados.

En cuanto a las divisiones postgdmicas hemos observado siempre que
los dos nicleos resultantes de la division del sincarion se dividen, originan-
do cuatro productos, de los cuales, dos vuelven a dividirse, de modo que
al finalizar las divisiones postgdmicas hay siempre seis productos.

El hecho de que en nuestras observaciones el esbozo macronuclear y
los microntcleos procedan siempre de determinados productos resultantes
de la tercera division, hace suponer que su posicién en el citoplasma con-
diciona su destino ulterior. Un hecho semejante ha sido descrito en
Onychodromus grandis (8).

Como en otros casos descritos en la conjugacién de ciliados, en la
estirpe estudiada por nosotros, las dos divisiones pregamicas son de ca-
racter meidtico. Seglin se muestra en las figuras 16-18, durante la prome-
tafase de la primera divisién pregamica se aprecian claramente los biva-
lentes con uno o varios quiasmas, constituyendo figuras que se asemejan
a las observadas en los estados diplonema y diacinesis, en los cromoso-
mas de los organismos superiores. En la metafase, aunque estos cromoso-
mas se acortan y engruesan, se sigue observando en algunos su naturaleza
doble (figura 19). En las restantes divisiones micronucleares no se distin-
guen los cromosomas individualizados, sino que estin enmascarados, cons-
tituyendo filamentos de grosor variable, lo cual estd de acuerdo con lo
descrito por Devidé en Stylonychia sp. (4).

RESUMEN

En una estirpe de Stylonychia mytilus, de la que se han obtenido dos
tipos de apareamiento complementarios, se estudia el proceso de conjuga-
cién, llegando a las conclusiones siguientes: Los micronicleos llevan a
cabo dos divisiones pregdmicas; el intercambio de pronicleos se realiza
en estado de prometafase; la unién de estacionario y emigrante tiene lugar
en metafase; el sincarion experimenta tres divisiones postgamicas. El esbc-
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zo macronuclear y los dos micronicleos definitivos se originan siempre a
partir de determinados productos resultantes de la tercera division postga-
mica. Se describe, asimismo, el estado de los cromosomas en las diferentes
fases.

SUMMARY

In a strain of Stylonychia mytilus from which two complementary
mating types were obtained, the process of conjugation is studied, and the
following conclusions are reached. The micronuclei undergo two pregamic
divisions; the interchange of pronuclei occurs at prometaphase stage; the
fusion of stationary and migratory pronuclei takes place at metaphase
stage; the synkaryon undergoes three postgamic divisions. The macronu-
clear anlage and the two effective micronuclei originate always from
definite products resulting from the third postgamic division. The stage
of the chromosomes in the different steps is also reported.
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METABOLISMO DE AMINOACIDOS EN LEVADURAS

[IT) Fendmenos de adaptacién en la oxidacidn de aminoicidos
por Debaryomyces kloeckeri

por

J. L. FERNANDEZ-PUENTES y D. RODRIGUEZ

INTRODUCCION

Es bien conocido que tanto las células animales como las vegetales
generan a través del ciclo tricarboxilico materiales para la biosintesis de
los constituyentes celulares, y ademas, al ligar los sistemas de deshidroge-
nasas con los de la cadena respiratoria, producen gran cantidad de energia.

Segin describe Niederpruem (4), la existencia del ciclo tricarboxilico
ha sido comprobada en muchas células animales y vegetales; sin embargo,
hasta hace pocos afios, se ha puesto en duda su participacién en hongos
y otros microorganismos.

Sperber (5) sefiala que los sistemas enzimaticos que participan en el
ciclo tricarboxilico no son constitutivos en las células de la levadura Toru-
lopsis utilis, sino que su sintesis puede ser inducida en determinadas con-
diciones.

En el presente trabajo damos cuenta de los fenémenos de adaptacién
observados en la oxidaciéon de los aminoicidos arginina, alanina, acido
glutamico y 4cido aspartico por Debaryomyces kloeckeri, y su relacién
con algunos intermediarios del ciclo tricarboxilico.

Microbiol. Espaii., 22 (1969), 191. 1
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MATERIAL Y METODOS

En este trabajo se ha utilizado la estirpe 537a de Debaryomyces
kloeckeri descrita en una publicacion previa (2).

La preparacién de células lavadas y la técnica para disminuir la res-
piracién endégena se realizaron de la forma ya descrita en otra publica-
cién (3).

La medida del consumo de oxigeno se efectud en el respirémetro de
Warburg, de acuerdo con las técnicas descritas por Umbreit y colabora-
dores (8).

En los experimentos de adaptacidn, las células lavadas se mantenian
durante cuatro horas en contacto con el substrato, en agitaciéon a 26 °C.

RESULTADOS

Con el fin de observar el efecto que sobre la oxidacion de aminoacidos
tenia la incubacién previa de las células en presencia de aquéllos se realizd
el experimento siguiente:

Células de Debaryomyces kloeckeri, cultivadas en agar-Sabouraud-
maltosa durante cuarenta y ocho horas, a 25° C, se recogieron en solu-
cién salina al 4 %, y, después de lavadas dos veces, se disminuyeron sus
reservas celulares siguiendo el tratamiento ya descrito (3). La preincuba-
cién de estas células en los distintos aminoacidos se llevd a cabo colocando
en matraces de Erlemmeyer de 50 ml de capacidad, 3 ml de una suspen-
sién de levadura (30 mg de peso seco), junto con 22,5 ml de amortigua-
dor de fosfatos 0,1 M a pH 6,5, y 4,5 ml de solucién 0,1 M de arginina,
acido glutamico o alanina. Después de cuatro horas de incubacién, las
células se separaron por centrifugacion, se lavaron y resuspendieron en
amortiguador de fosfatos. Cantidades de estas suspensiones equivalentes
a 10 mg de peso seco se colocaron en las tazas del respirdmetro de War-
burg frente a 20 umol del amino4cido en que fueron preincubadas, y se
compard el consumo de oxigeno de estas células con el de células sin
preincubar.

En la figura 1 se representan los microlitros de oxigeno consumidos
por cada una de estas suspensiones, observandose en los tres casos estu-
diados que la tasa respiratoria es mayor en las células preincubadas.
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De acuerdo con la hipétesis de la adaptacion sucesiva establecida por
Stanier (6), si un microorganismo ha sido adaptado para oxidar un deter-
minado substrato A, simultineamente ha quedado adaptado para oxidar
todos los intermediarios B, C, D, ... Z, que participan en la secuencia

Alaning
290 A

150 4

Alanina

100 4
Glutamato

Arginina
50
Glutomato
Arginino
30 60 90 120 min

Figura 1. @, células sin preincubar. O, células preincubadas

de reacciones enzimdticas que conducen desde A hasta Z. En cambio, si
han sido adaptadas al intermediario C, quedan adaptadas a todos los que
le siguen, D, E, F, ... Z, pero no necesariamente a los que le preceden,
B y A. Por todo lo expuesto, realizamos experimentos en los que se pre-
incubaron las células lavadas de Debaryomyces kloeckeri en asparagina
y luego se determiné el consumo de oxigeno al ponerlas frente a 4cido
glutdmico, alanina y arginina. Los resultados de este experimento se expo-
nen en el cuadro 1, en el que se indican los microlitros de oxigeno con-
sumidos en una hora por suspensiones de células lavadas (10 mg de peso
seco) sin preincubar y preincubadas en asparagina, y colocadas frente a
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20 umol de l-glutamato sédico, l-arginina y dl-alanina. Los valores numé-
ricos representan la diferencia entre los microlitros de oxigeno observados
y los correspondientes sin substrato externo.

Cuadro 1
Células , l-glutamato ‘ l-arginina ‘ dl-alanina
sddico
Sin preincubar 17 8 30
Preincubadas 83 9 47

Este resultado indica que la preincubacién en asparagina facilita la
oxidacién del glutamato y de la alanina, pero no de la arginina.

Teniendo en cuenta que el 4cido a-cetoglutarico, que se forma como
intermediario dentro del ciclo tricarboxilico, conduce a la sintesis del 4cido
glutdmico, se realizaron experimentos con el fin de averiguar si las célu-
las se adaptaban simultdneamente a ambos substratos. Para ello, siguiendo
la técnica usual, se preincubaron en édcido glutdmico y luego se determind
el oxigeno consumido al colocar dichas células frente a los 4cidos glutdmico
y a-cetoglutarico. Los resultados de este experimento se exponen en el
cuadro 2, en el que se expresan los microlitros de oxigeno consumidos en
una hora por suspensiones de células lavadas (10 mg de peso seco) sin
preincubar y preincubadas en I-glutamato sddico, frente a 20 ymol de 1-glu-
tamato sodico y a-cetoglutarato sddico. Los valores numéricos represen-
tan la diferencia entre los microlitros de oxigeno consumidos en presencia
y en ausencia de substrato externo.

Cuadro 2
Células 1-glutamato a-cetoglutarato
sodico sédico
Sin preincubar 14 17
Preincubadas 43 47

Se observa que la adaptacién de las células para oxidar el dcido glu-
tamico lleva consigo la adaptacién simultanea para el 4cido a-cetoglutérico.

4
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En otra serie de experimentos se estudié el efecto que sobre la oxida-
cién del 4cido glutdmico podian tener la incubacién previa de las células
en distintos aminoacidos. En el cuadro 3 se exponen los microlitros de
oxigeno consumidos en una hora por suspensiones de células lavadas, sin
preincubar y preincubadas en l-arginina, dl-alanina, aspartato sddico o
l-glutamato sddico, y colocadas frente a 20 umol de esta Gltima sustancia;

asimismo se indican los observados en ausencia de substrato externo.
L‘ L,\._-..

Cuadro 3
Substrato de preincubacién l-glutamato Respiracion
sodico . enddgena
Arginina 88 47
Asparagina 123 42
Alanina 118 96
Aspartato 88 45
Glutamato 89 44
Testigo sin preincubar 54 40

Segin se desprende de estos resultados, la preincubacién de las célu-
las en otros aminodcidos favorece la oxidacién del glutamato, siendo la
asparagina el substrato que mejor se adapta a las células entre los cinco
ensayados.

En un trabajo previo (3) ddbamos cuenta de la accién inhibidora que
sobre la oxidacién de aminoacidos ejercian las sustancias de reserva acu-
muladas en las células de Debaryomyces kloeckeri. Como normalmente
estas células se cultivan en agar-Sabouraud-maltosa, la cantidad de sus-
tancias de reserva que pueden acumular es tan grande, que son utilizadas
por las células lavadas con preferencia al substrato externo. Este hecho
se comprobd preincubando durante cuatro horas células lavadas y libres
de la mayor parte de sustancias de reserva, en maltosa (0,45 mmol) en
glutamato (0,45 mmol) y en la mezcla de maltosa y glutamato. Cada una
de estas suspensiones (10 mg de peso seco), después de lavadas, se pusieron
frente a 20 xmol de glutamato y se midi6 el oxigeno consumido durante

5
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una hora. Los resultados se exponen en el cuadro 4, en el que, ademas de
los microlitros de oxigeno consumidos frente al glutamato, se indican los
consumidos sin substrato externo.

Cuadro 4
Substrato de preincubacién l-glutamato Respiracion
sodico endégena
Maltosa 227 198
Maltosa - glutamato 164 136
Glutamato 90 41
Testigo sin preincubar 53 38

Se observa que la respiracién enddgena es mucho mayor cuando las
células se han preincubado en maltosa, algo inferior en las preincubadas
en maltosa + glutamato y mucho menor en las preincubadas en gluta-
mato, siendo, sin embargo, la oxidacién del glutamato mucho més pro-
nunciada en estas tltimas.

DISCUSION

Sperber (5) observé que las células lavadas de Torulopsis utilis no
eran capaces de oxidar los 4cidos succinico, malico, fumdrico y citrico.
En cambio, si el microorganismo se hacia crecer en un medio de cultivo
con 4cido succinico como fuente de carbono, las células lavadas podian
oxidar cualquiera de los cuatro acidos citados. Sperber explica estos hechos
admitiendo que los sistemas enzimdticos del ciclo tricarboxilico no son
constituyentes normales de 7. utilis, sino que puede sintetizarlos en deter-
minadas circunstancias.

Nosotros hemos observado un hecho andlogo en Debaryomyces
kloeckeri, ya que las células preincubadas en asparagina, arginina, acido
aspartico o 4cido glutdmico y colocadas frente a este Gltimo consumen
mayor cantidad de oxigeno que las células sin preincubar. El mismo efec-
to se manifiesta en la oxidacién del 4cido cetoglutarico con las células
preincubadas en 4cido glutdmico.
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Abelson y Vogel (1) admiten que la ruta seguida en la sintesis de ami-
noacidos por Torulopsis utilis es la siguiente:

Arginina = Citrulina == Ornitina > Semialdehido glutdmico
(@)
(b) Glutdmico

(b)) Cetoglatérico
( Ciclo tricarboxilico

Asparagina > Aspartico — Oxalacético

© (cy)

Teniendo en cuenta la teoria de la adaptacion sucesiva de Stanier vemos
que la etapa de (a) a (b) existe en Debaryomyces kloeckeri, ya que las cé-
lulas preincubadas en arginina quedan adaptadas para oxidar el 4cido
glutimico. También se produce el paso de (b) a (b;) por cuanto que las
células preincubadas en 4cido glutimico y adaptadas a éste quedan adap-
tadas para oxidar al 4cido cetoglutarico; lo mismo ocurre con el paso de
(c) y (cp) a (b), via ciclo tricarboxilico. Sin embargo, segin los resultados
del cuadro 1, las células preincubadas en asparagina no quedan adapta-
das para oxidar la arginina, lo que indica que en el paso de (b) a (a) falta
alguna de las enzimas que intervienen en la sintesis de arginina a partir
de 4cido glutdmico.

RESUMEN

En el presente trabajo se demuestra que las células lavadas de Deba-
ryomyces kloeckeri quedan adaptadas para oxidar el 4cido glutdmico si
previamente se incuban en arginina, asparagina, acido aspartico o acido
glutdmico. Las células adaptadas para oxidar el acido glutamlco también
lo estan para oxidar el 4cido a-cetoglutarico.

Se demuestra que los sistemas enzimaticos del ciclo tricarboxilico, asi
como los que participan en la sintesis de arginina y asparagina a partir del
acido glutamico, no son constitutivos de las células de Debaryomyces
kloeckeri, y que su sintesis puede ser inducida por incubacién prolongada
de las células lavadas, en arginina, asparagina, acido aspartico o acido
glutamico.
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SUMMARY

Washed cell suspensions of Debaryomyces kloeckeri become adapted
to oxidize glutamic acid and ketoglutaric acid when they are previously
incubated in the presence of arginine, asparagine, aspartic acid or glutamic
acid.

The enzymatic systems involved in the Krebs tricarboxylic acid cycle
and in the synthesis of arginine and asparagine from glutamic acid appear
to be no constitutive of the cells of Debaryomyces kloeckeri. Their
synthesis can be induced by preincubation of the washed cell suspensions
in the presence of arginine, asparagine, aspartic acid or glutamic acid.
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ESTRUCTURAS CRISTALINAS INTRACELULARES
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F. D. CALONGE

INTRODUCCION

La presencia de cristales dentro de las células vegetales es un hecho
bien frecuente y que se da tanto en células normales, como en otras some-
tidas a un proceso patoldgico. Abundantes inclusiones cristalinas han sido
observadas en plantas superiores dentro del citoplasma (7), y del na-
cleo (12), de células sanas y de células infectadas con virus (8).

Inclusiones cristalinas en hongos han sido encontradas en Aphanomy-
ces euteiches (9) y en Neurospora crassa (4 y 11). A pesar de las pocas
citas bibliogréaficas de este tipo, hoy dia existentes, creemos que este fené-
meno no ha de ser raro en hongos. El presente trabajo muestra un estudio
al microscopio electrénico sobre la morfologia y estructura de ciertos
cuerpos cristalinos existentes en el citoplasma de Sclerotinia fructigena.

MATERIALES Y METODOS

El hongo utilizado para estos estudios ha sido Sclerotinia fructigena
Aderh. & Ruhl,, el cual fue aislado a partir de frutos de manzano natural-
mente infectados en una plantacion cerca de Bristol (Inglaterra).

(*) Este trabajo se ha realizado en el Departamento de Botédnica de la Uni-
versidad de Bristol (Inglaterra), subvencionado por la Fundacién “Juan March”
y el Agricultural Research Council.

Microbiol. Espafi., 22 (1969), 199. 1
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Una vez conseguido el cultivo monospérico, se procedié a inocular
peras maduras procedentes de Africa del Sur. Después de siete dias de in-
cubacién a 25 °C se tomaron trocitos de pera infectada y, posteriormente,
fueron sometidos al tratamiento adecuado con vistas a su estudio ultra-
microscdpico.

Las técnicas de microscopia electrénica seguidas, asi como los instru-
mentos utilizados en este trabajo fueron idénticos a los ya descritos ante-
riormente (3).

RESULTADOS

La observacién ultramicroscépica, a pequefio aumento, de cortes muy
finos de la hifa infectante de Sclerotinia fructigena (figura 1), mostrd todos
los componentes tipicos que integran la estructura del hongo. Se pudieron
ver con toda claridad abundantes ntcleos, mitocondrias, reticulo endo-
plasmico, vacuolas, etc. Las inclusiones cristalinas fueron menos frecuen-
tes (figura 1, flecha), aunque a veces pudieron ser encontrados varios cris-
tales en el citoplasma de una misma célula (figura 2). En todas las obser-
vaciones realizadas se han visto siempre estas formas cristalinas en el cito-
plasma, a veces en la proximidad del nucleo (figuras 3-4), pero nunca
dentro de este Gltimo. Cuando se observd con més detenimiento y mayor
aumento la ultraestructura de estos cristales, se pudo apreciar que estan
formados por una substancia granular a manera de punteado, con los bor-
des perfectamente delimitados y rodeados por una membrana de unos
40 A de grosor (figura 5).

Las dimensiones de estos cristales oscilaron entre 0,2 « y 0,5 u de
didmetro y presentaron forma hexagonal generalmente (figuras 1-2 y 6),
aunque en algunas ocasiones aparecieron con un contorno poliédrico varia-
ble, cuadrangular (figuras 3 y 5), rectangular (figura 4), triangular (figu-
ra 7) y pentagonal (figura 8).

Por ultimo, fueron vistos cristales junto al poro septal y a ambos lados
del septo (figura 8).

Abreviaturas usadas en las figuras

CR: Cristal NU: Nucléolo

M: Mitocondria PS: Poro septal

MC: Membrana citopldsmica RE: Reticulo endopldsmico
MN: Membrana nuclear. S: Septo

N: Niicleo V: Vacuola



Figura 1. Parte de una célula de Sclerotinia fructigena mostrando abundantes
niicleos, mitocondrias, reticulo endopldsmico y vacuolas. Un cristal puede ser
visto junto a una vacuola (flecha). X 15.500



Figura 2. Seccion de otra célula de S. fructigena con varios cristales en su interior.
X 30.300



Figuras 3-4. Obsérvese. la presencia de un cristal en las proximidades del niicleo.
3) X 64.000; 4) X 53.200. Figura 5. Dos cristales rodeados por una membrana muy
fina. Compdrese esta membrana con la citopldsmica o plasmalema (flechas)x 63.200



Figiira 6. Seccion de un cristal mostrando un contorno tipicamente hexagonal.
X 64.500. Figura 7. Seccion de otro cristal presentando un contorno triangular.
X 43.700. Figura 8. Seccion de la hifa vegetativa al nivel del septo. Ndétese la pre-
sencia de varios cristales, uno de los cuales aparece junto al poro septal. X 41.800
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DISCUSION

Los resultados conseguidos durante esta investigacion muestran un
ejemplo més de la existencia de inclusiones cristalinas en células vegeta-
tivas de un hongo, en este caso Sclerotinia fructigena. Es significativo el
hecho de que mientras este tipo de cristales se da en la hifa vegetativa
tanto ordinaria como intrahifal de S. fructigena (2), no obstante, no se han
podido detectar indicios de los mismos ni en los macro, ni en los microco-
nidios de ésta y otras especies de Sclerotinia (13). Este fendmeno también
ha sido observado en el caso de Neurospora crassa (11), no habiéndose
encontrado aun una explicacion satisfactoria de este hecho.

La ultraestructura de estos cuerpos cristalinos en Sclerotinia fructigena
presenta un gran parentesco con aquellos otros encontrados en Neurospora
crassa (11). La estructura cristalina, propiamente dicha, en S. fructigena
aparece rodeada por una membrana-unidad muy fina, de modo similar a lo
observado en el caso de los cristales del coleoptilo de Avena (10).

Poco se conoce acerca de la composicion quimica y funcién de las
inclusiones cristalinas celulares en los vegetales no afectados por alguna
infeccién. Tsuda y Tatum (11) han realizado un interesante trabajo me-
diante microscopia normal y electrénica, complementado con estudios qui-
micos y citoldgicos, en el cual llegan a la conclusién de que los cristales
existentes en las células vegetativas de Neurospora crassa son de ergoste-
rol, aunque de momento se desconoce la misién de estos cristales dentro
de la célula. Estos autores afirman que a pesar de la ausencia de cristales
en los conidiéforos y conidios de Neurospora crassa, sin embargo, la con-
centracion de ergosterol en estos 6rganos es mayor que en las hifas vege-
tativas.

Con relacién a la funcién de ciertos cristales intracelulares existentes
en las células periféricas de tubérculo de patata en periodo de reposo, se
ha sugerido que estdn constituidos por proteinas, las cuales actdan como
substancias de reserva (5). Todas estas estructuras cristalinas, ademas de
actuar como materiales de reserva, también pudieran intervenir de una
manera mecanica, taponando los poros de los septos (4) en un momento
determinado; de forma andloga a como se cree funcionan los cuerpos de
Woronin (6). Por otro lado, también se han observado algunos cuerpos de
Woronin, en hongos, con estructura cristalina interna (1).
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En cuanto a la morfologia de los cristales intracelulares en Sclerotinia
fructigena, parecen presentar forma hexagonal, aunque hay que tener en
cuenta la direccién de corte al seccionar, para la interpretacion final. Asi,
pues, si el corte se realiza paralelamente a la cara hexagonal més grande,
entonces aparece como un hexdgono; si se hace transversalmente aparecera
como un rectangulo, y si el corte es oblicuo, como un tridngulo o como
un pentigono. Es necesario continuar profundizando més en estos estudios
para poder llegar a resolver el problema de la estructura tridimensional y
composiciéon quimica de estos cristales, y de esta forma deducir el papel
que los mismos desempefian dentro de la célula viva.

RESUMEN

En el curso de un estudio general sobre la ultraestructura de Sclerotinia
fructigena, se observaron. cristales intracitoplasmaticos de variada morfo-
logia en las hifas vegetativas. Al microscopio electrénico, las secciones de
estos cristales mostraron contornos hexagonales, pentagonales, rectangula-
res y triangulares. Pensamos que todas estas formas proceden de un solo
tipo de cristalizacion, el prisma hexagonal, y que la distinta morfologia
exhibida en las secciones no es sino una consecuencia de la distinta direc-
cién de corte seguida en cada caso. Se ha podido observar cémo el cristal
presenta una estructura granular, a modo de punteado, y todo €l aparece
rodeado por una membrana-unidad de, aproximadamente, 40 A de grosor.

Aunque se desconoce la naturaleza de estos cuerpos cristalinos, en este
trabajo se discute tanto su posible composicion quimica como su funcién.
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SUMMARY

The present study shows the results of a series of electron microscope
observations on the structure and morphology of the crystalline bodies
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existent within the cells of the vegetative hyphae in Sclerotinia fructigena.
In all the observed sections the crystals appeared in the cytoplasm,
sometimes at the vicinity of the nucleus but never within the latter. The
ultrastructure of the crystalline inclusions showed a granular appearance,
regularly ordered, with well delimited faces being the whole crystal
surrounded by a single membrane about 40 A thick. The morphology of
the crystalline sections appeared as a hexagon, or as a pentagon, triangle
and rectangle according to the direction of sectioning of the crystal, but
the general idea was that the crystalline bodies are hexagonal prisms.

The nature of these crystals is unknown, but their possible chemical
composition and function are discussed here.
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INTRODUCCION

Giaja (12) descubri6é que el jugo digestivo del caracol Helix pomatia
era capaz de digerir la pared celular de diferentes levaduras y hongos, y
basdndose en estos resultados Eddy y Williamson (5), trabajando con varias
especies de Saccharomyces obtuvieron unos cuerpos, sensibles al choque
osmético, que denominaron protoplastos. A partir de este hallazgo han
sido numerosos los trabajos sobre obtencién de protoplastos de hongos y
levaduras, tema recientemente revisado por Villanueva (25).

El término protoplasto designa un protoplasma envuelto en un plas-
malema absolutamente desprovisto de pared celular, mientras que el de
esferoplasto, segin Brenner y colaboradores (4), o “protoplasto”, segun
Emerson y Emerson (6), corresponde a un protoplasma y un plasmalema
con restos mas o menos importantes de pared celular. En hongos filamen-
tosos parece que puedan existir ambos tipos (25), mientras que en leva-
duras se trata de esferoplastos, como ha sido demostrado recientemente
por Streiblova (24) mediante estudios de criocorrosién, y por Garcia Men-
doza y colaboradores (9), estudiando el comportamiento inmunoldgico de
las membranas de los esferoplastos de Candida utilis. Otros resultados ob-
tenidos por Ottolenghi (20) estdn de acuerdo con estos datos.

Las enzimas liticas que actian sobre paredes celulares de hongos fila-
mentosos son muy abundantes, destacando las obtenidas a partir de actino-
micetos (10-11, 13 y 23), asi como de bacterias (8, 16 y 21).

Microbiol. Espafi., 22 (1969), 209. 1
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Dado que la mayor parte de los hongos filamentosos estudiados hasta
hoy, desde el punto de vista de la obtencién de protoplastos, tienen un fuer-
te porcentaje de quitina y de f-(1-3)glucano en sus paredes celulares, es
preciso, si se quiere obtener una lisis efectiva de éstas, hacer actuar a la
vez sobre las células vivas una $-(1-3)glucanasa y una quitinasa. A esta
conclusion llegaron Furuya e Ikeda (8) cuando encontraron que la adicién
de quitinasas a la g-(1-3)glucanasa del Bacillus circulans exaltaba la lisis
en el Aspergillus flavus.

En estos dltimos afios se han realizado estudios bastante completos
sobre la composicion quimica de la pared celular de los hongos omicetos,
conocidos desde hace bastante tiempo como celuldsicos. Los resultados
obtenidos por diferentes grupos de investigadores (1-2, 7 y 18-19) han per-
mitido comprobar la existencia de un glucano con enlaces $-(1-4) de tipo
celulésico y de un complejo glucano-proteina, con mayoria de enlaces glu-
cosidicos en §-(1-3) y g-(1-6).

Con objeto de tener un conocimiento mas profundo de los diferentes
glucanos de la pared celular de los oomicetos se ha realizado un estudio
para determinar cudles son las enzimas glucandsicas activas en la lisis de
las paredes celulares y capaces de formar protoplastos, en tres especies
distintas de aquellos hongos. Anteriormente, Nicolas (17), haciendo actuar
el complejo celulolitico del Trichoderma lignorum sobre el micelio vivo de
Pythium butleri y Phytophthora heveae, obtuvo una lisis parcial de sus
paredes celulares con la consiguiente liberacién de algunas vacuolas y pro-
toplastos (o esferoplastos) vacuolizados. De otra parte, Bartnicki-Garcia y
Lippman (3) consiguieron abundantes protoplastos y “protoplastos” de dos
especies de Phytophthora utilizando las celulasas de un Streptomyces, y
mas recientemente Eveleigh y colaboradores (7) han realizado unos estu-
dios sobre las enzimas responsables de la lisis de una especie de Pythium
y de la formacién de “protoplastos”.

MATERIAL Y METODOS
Organismos y medios de cultivo

Los hongos empleados para la obtencién de protoplastos, Phytophthora
heveae, Pythium butleri y Saprolegnia litoralis, procedian de la coleccién
del “Commonwealth Mycological Institute”, Kwe (Inglaterra). Los medios
y condiciones de cultivo han sido descritos previamente (14 y 19).
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Sistemas liticos

Como fuentes de celulasas crudas (factor C; o celulasa propiamente
dicha, y CMCasa o carboximetilcelulasa), se han empleado los caldos de
cultivo del Basidiomiceto sp. QM 806 y del Streptomyces sp. QM 814.
Las condiciones de obtencion de los respectivos concentrados enzimaticos
y las actividades enzimdticas presentes en los mismos han sido publicadas
previamente (15).

Un caldo enzimético muy rico en $-(1-3)glucanasa se obtuvo cultivan-
do el Basidiomiceto sp. QM 806 en las condiciones descritas por Reese y
Mandels (22) empleando almidén como fuente de carbono. Después de
doce-quince dias de crecimiento, se filtraron los caldos, que se conservaban
a—15°C.

Para obtener una f-(1-6)glucanasa se cultivd el Penicillium brefeldia-
num QM 1872 en el mismo medio y condiciones utilizados con el basidio-
miceto para obtener una f-(1-3)glucanasa, sustituyendo el almidon por gli-
cerol al 1 %. Los cultivos se mantuvieron durante quince-dieciocho dfas
en incubacion.

Valoracion de las f-glucanasas

Los métodos de valoracién de las fg-glucanasas y las unidades adop-
tadas para cada una de ellas se han descrito anteriormente (15).

Condiciones para la obtencion de protoplastos

El micelio de los diferentes hongos se ponia en tubos de hemdlisis con
0,5 ml del sistema litico, siendo el tampodn citrato sédico —dcido citrico
0,05 M, a pH 6. Como estabilizador osmético se empleé SO,Mg en con-
centraciones comprendidas entre 0,25 y 0,6 M. La incubacién fue estd-
tica o con agitacién a 27 °C. Con el objeto de que los resultados fueran
comparativos, la concentracién de las dos celulasas empleadas fue la mis-
ma: 125 U, expresadas en actividlad CMCisica en 0,5 ml de mezcla de
incubacién. En el microscopio de contraste de fases se observa paralela-
mente la desintegracién del micelio y la apariciéon de protoplastos.
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RESULTADOS

a) Accion de los complejos celuloliticos

Los resultados obtenidos en los diferentes experimentos estin resu-
midos en el cuadro 1. Varias muestras se observaron al microscopio du-
rante un periodo de una-veinticuatro horas y tnicamente con el complejo
enzimético del basidiomiceto (8-(1-3) y p-(1-4)glucanasas) se pudieron
detectar protoplastos. Se debe hacer notar que los resultados cuantitativos
variaron notablemente de un experimento a otro, aunque siempre hubo
desintegracion de micelio.

Las preparaciones se observaron en un microscopio Zeiss de contraste
de fases, equipado con un objetivo 45 X y un ocular 10 X.

Cuadro 1. Protoplastos obtenidos a las seis horas de incubacion (*)

Organismos ensayados

Organismo productor del sistema
litico

Phy. heveae S. litoralis Py. butleri

Basidiomiceto sp. QM 806 ++4+ + 444 +
Streptomyces sp. QM 814 — — -

(*) Las cruces indican el porcentaje medio de protoplastos contados por cam-
po. +--+--, 3 protoplastos; -+ -4+, 2-3 protoplastos; -+, 0,2-0,5 protoplastos.

El proceso litico de la pared celular de los tres oomicetos se produce
de un modo muy semejante con ambas preparaciones enzimdticas, apre-
cidandose a la media hora de incubacién la rotura del micelio, preferen-
temente por los puntos de ramificacién de las hifas. Al mismo tiempo
el protoplasma se hace sumamente granuloso y aparece con abundantes
corptsculos esféricos, de color amarillo, que tefiidos con Sudan III toman
el color caracteristico de los granulos de grasa. Es de destacar el elevado
contenido en corpisculos de esta naturaleza en hongos oomicetos, como
se ha demostrado también en un estudio al microscopio electrénico en
el caso de Pythium butleri y Phytophthora heveae (14).

En el caso de Saprolegnia litoralis, cuyo protoplasma estd sumamen-
te vacuolizado, se obtuvieron un gran ndmero de vacuolas junto con pro-
toplastos muy vacuolizados.
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b) Accion de p-(1-3) y p-(1-6)glucanasas

Como se ha dicho previamente, en la pared celular de los tres hon-
gos oomicetos existe un glucano no celuldsico que corresponde a mas del
50 % del peso seco de la pared celular (14 y 19). Este glucano consta de
enlaces glucosidicos en $-(1-3) y $-(1-6), con una baja proporcién de en-
laces en f-(1-4), incluyendo en su estructura macromolecular la mayor
parte de la proteina de la pared celular, constituyendo un complejo glu-
cano-proteina (18-19). Con el fin de investigar la funcién de este glu-
cano no celulésico en el mantenimiento de la estructura quimica de la
pared celular in vivo, se hicieron diversas incubaciones con dos comple-
jos glucanasicos que presentaban muy baja actividad celuldsica. En el
cuadro 2 estan expresadas las actividades enzimaticas presentes en los
caldos crudos. Se ve cdmo en el caso del basidiomiceto, practicamente
la Gnica enzima presente es una $-(1-3)glucanasa. Por el contrario, cuan-
do se trata del preparado enzimdtico del Penicillium brefeldianum, existe
una alta proporcién de g-(1-3)glucanasa, acompafiada de una menor pro-
porcién de p-(1-6)glucanasa.

Cuadro 2. Actividades presentes en los medios de cultivo

Unidades de actividad enzimitica

Organismo productor del sistema

litico CMCasa p(1-3) B(1-6)
glucanasa glucanasa
Basidiomiceto sp. QM 806 (*) 0,12 120,0 0,01
Pen. brefeldianum QM 1.872 0,20 25,0 6,60

(*) El basidiomiceto se cultivd empleando almidén como fuente de carbono
(véase Material y Métodos).

Para concentrar los caldos enzimaticos, el complejo del basidiomiceto
se precipitdé con SO4NH,), al 0,8 de saturacién y se mantuvo a 4 °C
durante cinco dias. El precipitado resultante se recogié por centrifugacién
a 12.700 g durante veinte minutos, se disolvi en agua y se dializ6 frente
a agua del grifo. Todas las actividades presentes en el medio original se
recuperaron cuantitativamente en el precipitado con SO4NH,), (cuadro 2).

5
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Por otra parte, el caldo enzimatico del Penicillium brefeldianum se con-
centré en un rotovapor unas 40 veces (en volumen) y posteriormente se
dializ6 frente a agua del grifo. El resultado del anélisis de las actividades
enzimaticas, tras esta ultima operacién, estd expresado en el cuadro 3,
donde se puede observar que mientras que la actividad g-(1-6)glucanasica
no ha experimentado practicamente pérdida, la correspondiente a las otras
dos enzimas se ha reducido a bastante mas de la mitad.

Cuadro 3. Actividades presentes en los concentrados enzimdticos

Unidades de actividad enzimitica
Organismo productor del sistema ‘ -

litico CMCasa pA(1-3) B(1-6)

i glucanasa glucanasa
Basidiomiceto sp. QM 806 (*) 1,2 1.180 0,12
Pen. brefeldianum QM 1.872 2,5 416 248

(*) El basidiomiceto se cultivé empleando almidén como fuente de carbono
(véase Material y Métodos).

Se estudi6 también la accién de estos dos concentrados enzimaticos
sobre el micelio vivo de los tres oomicetos. Las condiciones de incubacién
fueron las mismas que aquellas empleadas para estudiar la accién de las
celulasas, variando unicamente el tipo de enzimas. Cuando se trata del
concentrado enzimético del basidiomiceto se empled un volumen del pre-
parado correspondiente a 125 U de -(1-3)glucanasa. En el caso del con-
centrado enzimdatico del Penicillium brefeldianum, ademas de 125 U de
p-(1-6)glucanasa estaban presentes unas 210 U de g-(1-3)glucanasa.

Después de veinticuatro horas de incubacién no se observd ni desin-
tegracién del micelio, ni, por otra parte, salida de protoplastos, en el mi-
croscopio de contraste de fases. Igualmente, no se encontré ninguna al-
teracién en la pared celular, tan sélo la aparicién de un protoplasma su-
mamente granuloso, como en el caso de las incubaciones con celulasas.

El conjunto de los resultados obtenidos parece indicar que el com-
ponente celuldsico debe envolver de alguna forma al complejo glucano-
proteina, que posee enlaces glucosidicos en -(1-3) y g-(1-6), impidiendo
la accién de las glucanasas especificas correspondientes. La celulosa tam-
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bién podria formar la capa externa de la pared celular de los oomicetos
y el complejo glucano-proteina encontrarse mas al interior formando una
segunda capa, por lo que las enzimas §-(1-3) y f-(1-6)glucandsicas no al-
canzarfan este nivel para ejercer su accién. Apuntando en este sentido
estdn los resultados conseguidos por microscopia electrénica de cortes
finos de las hifas de Pythium butleri y Phytophthora heveae, en los cuales
se aprecian, completamente diferenciadas, dos capas en la pared celu-
lar (14).

DISCUSION

Se ha estudiado la accién de diversos preparados glucandsicos sobre
el micelio vivo de tres hongos oomicetos. Estudios anteriores habian de-
mostrado que la pared celular de los mismos contiene celulosa y un com-
plejo glucano-proteina con enlaces glucosidicos en g-(1-3) y B-(1-6), sin
que se sepa exactamente qué tipo de ligazén mantiene a esos componen-
tes formando la unidad total de esta pared (14 y 18-19).

En el presente trabajo se describe la preparaciéon de protoplastos de
los tres oomicetos con el complejo celuldsico del basidiomiceto. Los re-
sultados mds positivos se han obtenido trabajando con Pythium butleri,
mientras que la obtencion de aquellos ha sido dificil con Saprolegnia lito-
ralis. En general, los protoplastos comenzaban a aparecer a las dos horas
de incubacién; su nimero seguia progresando hasta las seis horas y se
estabilizaba para no aumentar incluso después de veinticuatro horas de
tratamiento, aun cuando el micelio ya estuviese completamente digerido.
Por el contrario, con el complejo celulolitico del Streptomyces, s6lo se con-
siguié una desintegracién del micelio y una lisis parcial de la pared ce-
lular. Nunca se liberaron protoplastos porque permanecia una fina pelicu-
la (restos de pared) recubriendo las hifas que impedia la salida de los
mismos. Estos resultados pueden indicar que la $-(1-3)glucanasa, presente
en gran proporcién en el crudo celuldsico del basidiomiceto (15), actia
sinérgicamente con las celulasas del mismo (factor C; y carboximetilce-
lulasa) produciendo una lisis mas efectiva de las paredes celulares de los
oomicetos. Por el contrario, en el concentrado celulolitico del Streptomy-
ces existe una escasa proporcién de p-(1-3)glucanasa, con lo cual serfa
dificil una lisis suficiente para permitir la salida de los protoplastos.

Por otra parte, dado que las enzimas f-(1-3) y S-(1-6)glucanésicas
no actGan en absoluto (al menos en lo que se refiere a una accién obser-
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vable al microscopio de contraste de fases) sobre las paredes celulares,
se puede pensar con bastante fundamento que la celulosa estd recubrien-
do al complejo glucano-proteina, por lo que este ultimo forma la capa
interna y se encuentra inaccesible al ataque. Esto parece estar de acuer-
do con los resultados obtenidos estudiando cortes finos de pared en el
microscopio electrénico, habiéndose podido distinguir claramente dos ca-
pas.

Finalmente y atendiendo al diferente modo de salida de los protoplas-
tos de la hifa, bien los que salen de un poro de la pared celular o aquellos
que se obtienen tras la digestién de una regién de la pared, hinchamiento
de la hifa y posterior liberacién de cuerpos esféricos, podria pensarse,
como vimos anteriormente, en la existencia de una mezcla de protoplas-
tos, totalmente desprovistos de restos de pared, y esferoplastos, todos
ellos sensibles al choque osmético. Posteriores estudios quimicos e inmu-
noldgicos de la membrana de los protoplastos obtenidos en el presente
trabajo, podrian aclarar la exacta naturaleza de los mismos.
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RESUMEN

Se ha estudiado la accién de los caldos celuloliticos del Basidiomiceto
sp. QM 806 y del Streptomyces sp. QM 814, sobre el micelio vivo de
tres hongos oomicetos. Se ha conseguido la obtencién de protoplastos y
esferoplastos de estos tres hongos con el preparado enziméatico del basi-
diomiceto (que posee a la vez actividad $-(1-4) y p-(1-3)glucanisica),
mientras que con el preparado del Stréptomyces, sblo se logré una lisis
parcial de las paredes celulares. El porcentaje total de protoplastos ob-
tenidos fue siempre relativamente bajo, con el orden siguiente: Pythium
butleri > Phytophthora heveae > Saprolegnia litoralis. La presencia de
celulasas es imprescindible para producir lisis, ya que las g-(1-3) y g-(1-6)
glucanasas por si solas no tienen efecto alguno. Se infiere que la celulasa
debe enmascarar de algiin modo el complejo glucano-proteina con enla-
ces glucosidicos en g-(1-3) y p-(1-6), presente en la pared celular de los
oomicetos.
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ABSTRACT

This paper describes the action of the cellulolytic preparations from
Basidiomycete sp. QM 806 and Streptomyces sp. QM 814 on living my-
celium of three Oomycetes. Protoplasts have been successfully obtained
by means of the Basidiomycete enzyme, which also contains a §-(1-3)glu-
canase, whereas with the Streptomyces enzyme, only a partial cell wall
digestion has been observed.

Protoplasts can be obtained from Pythium butleri, Phytophthora he-
veae, and Saprolegnia litoralis in this decreasing order of susceptibility.
Cellulase activity is necessary to obtain lysis, but $-(1-3) and g-(1-6)glu-
canases by themselves do not produce apparent cell wall digestion. It can
be concluded that the cellulose must cover in some way the glucan-protein
complex, which possesses §-(1-3) and §-(1-6) linkages in the Ooomycetes
cell walls.
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FACULTAD DE FARMACIA DE LA UNIVERSIDAD DE GRANADA
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA

TECNICA ESTANDARDIZADA PARA EL
AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DEL AGENTE
ETIOLOGICO DE LA TUBERCULOSIS DEL OLIVO

por

P. ROMERO y V. CALLAO

INTRODUCCION

El Pseudomonas savastanoi se encuentra en los tumores del olivo ata-
cado de tuberculosis. Desde los trabajos de Smith en 1908 (12) se han
utilizado diferentes técnicas para su aislamiento e identificacién. Hemos
estudiado experimentalmente los métodos empleados hasta el momento y
obtenido resultados que nos permiten establecer una técnica estandardi-
zable para realizar estos propésitos, de acuerdo con las caracteristicas bio-
quimicas y antigénicas del germen.

MATERIAL Y METODOS

Se han recogido 136 muestras de tumores de olivo (cuadro 1) en dife-
rentes localidades de las provincias de Granada, Jaén, Sevilla, Cérdoba,
Cadiz, Almeria, Huelva, Alicante, Valencia, Albacete, Badajoz y Ciudad
Real, aunque la mayoria proceden de las cinco primeras enunciadas.

Las lesiones del olivo que hemos seleccionado se encuentran en los
primeros estadios de su formacién; poseen aspecto jugoso, superficie lisa
y entera, color castafio, ya que consideramos, y siguiendo el criterio de
Smith y Erwin (13), que en ellos se aislaria con mayor facilidad y positivi-
dad el germen causal de la enfermedad.

Microbiol. Espaii., 22 (1969), 219 1



220 P. Romero y V. Callao

Cuadro 1. Niumero de muestras por
provincia de las que se ha aislado
Pseudomonas savastanoi (*)

w
o

Granada
Jaén
Coérdoba
Milaga
Sevilla
Valencia
Cadiz
Badajoz
Huelva
Albacete
Almeria
Ciudad Real
Alicante

[}
e R

el
Ol OO O =N AR

Total

(*) Se han catalogado s6lo 119 mues-
tras de las 136 recogidas.

a) Aislamiento

Hemos procedido a aislar el germen a partir de los tumores de olivo:

1) Desinfeccion de la superficie, mediante una solucién de clorohipoclo-
rito célcico (polvos de gas) al 10 %, p/v, durante treinta minutos (8).

2) Eliminacién del desinfectante, por lavado con solucion salina estéril
(9 %), tres a cuatro veces, a intervalos de cinco, diez, quince y veinte
minutos.

Si los tumores no poseen un aspecto fresco, los tiempos de lavado se
prolongan hasta dos horas. Asi logramos reblandecerlos al méximo.

3) Pulpacién, en un mortero que contiene arena de cuarzo.

4) Siembra. Se realiza por diseminacion en una placa de Petri, que con-
tiene alguno de los medios indicados para el aislamiento [agar-gliceri-
na 2 %, agar comin, agar-judia (16)], aunque después de las primeras
experiencias siempre hemos utilizado el agar-judia verde (judias verdes
grado infantil, 128 g; agar-agar, 20 g; agua, 1.000 ml).

5) Incubacién, en una estufa, a 25 °C (+ 0,5) durante cuatro dias,
tiempo necesario para que nuestras colonias alcancen un desarrollo apro-
piado para poder distinguirlas de otras parecidas, que también aparecen en
la placa.

2
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6) Obtencién de masa microbiana mediante resiembra en tubos que
contienen agar-judia, inclinado. Se puede prescindir de esta epata.
Pruebas realizadas:
Determinacion de la movilidad.
Tincién por el método de Gram.
Tincién de flagelos. Se han obtenido mejores resultados con la técnica
de Casares Gil.
Los gérmenes que respondieron a bacilos gram-negativos méviles por
flagelos polares (figura 1) se sometieron a las pruebas bioquimicas y sero-
16gicas que mas adelante exponemos.

b) Identificacion
Reacciones bioquimicas

Con las 90 estirpes de Pseudomonas savastanoi aisladas por nos-
otros y con las estitpes Ps. savastanoi “M” y Ps. savastanoi “F” (*)
se han realizado las siguientes investigaciones bioquimicas: fermentacién
de los azicares: glucosa, galactosa, sacarosa, lactosa, maltosa; de los
polialcoholes manitol y salicinol [segin técnicas de Ruiz-Falcé (11)];
esculina (11), hidrdlisis del almidén (11), formacién de indol (11), reac-
cién del rojo de metilo (11), reaccién de Voges-Proskauer, crecimiento
en un medio con citrato como unica fuente de carbono, actuacién sobre
el 4cido citrico, mal6nico, benzoico (7), formacién de catalasa; reduc-
cidon de los nitratos a nitritos (11), crecimiento en el medio de le-
che (11), leche tornasolada (11), leche artificial (1), formacién de acido
sulfhidrico (15), formacién de ureasa (15), actuacion sobre la alanina (4),
serina (4), metionina (4), prueba 6xido-fermentativa para la glucosa em-
pleando el medio de Hugh y Leifson (6), actuacién sobre el lactato calci-
co (16), formacién de gelatinasa (11), actuacion sobre el gluconato potasi-
co (3), crecimiento en patata (11), crecimiento en un medio mineral que
lleva como fuente de carbono parafina liquida (14) y formacién de gas
de los nitratos (11).

(*) Estirpe Pseudomonas savastanoi “M” cedida por la Dra. R. Beltra y pro-
cedente de la Coleccién Nacional de Agentes Fitopatégenos, de la Escuela de Bota-
nica, de la Universidad de Cambridge. Estirpe 0S-6071, denominada Ps. savastanoi
“F”, enviada por el Centro Nacional de Investigaciones Agrondémicas, Estacion
Central de Patologia Vegetal, Paris.
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M¢étodos seroldgicos

Con todas las estirpes aisladas hemos procedido a su identificacién
mediante la reacciéon de aglutinacién en sus modalidades macro y micros-
copicas.

La obtencién del suero anti-Pseudomonas savastanoi “M” se realizd
segun la pauta utilizada en la Escuela de Microbiologia de la Facultad de
Farmacia de la Universidad de Granada y que ya fue descrita por Hena-
res (5). Las concentraciones de las suspensiones inoculantes que nosotros
hemos empleado son las siguientes:

1.2 Semana. Concentracion de la suspension inoculante: 5.000 X 10° gér-
menes/cm3,

Antigeno
cm?
Dia primero 0,5
Dia segundo 1,0
Dia tercero 1,5

2.4 Semana. Concentracién de la suspension inoculante: 20.000 X 10° gér-
menes/cm?.

Antigeno
cm?
Dia primero 0,5
Dia segundo 1,0
Dia tercero 1,5

3.2 Semana. Concentracién de la suspensién inoculante: 30.000 X 10° gér-
menes/cm?.

Antigeno
cm®
Dia primero 1,00
Dia segundo 1,5
Dia tercero 2,0

La valoracién del suero se realiz por aglutinacién al limite segln el
método de Kolle (9), resultando un titulo de 1,100.000.



Figura 2. Aspecto de las colonias de Ps. savastanoi (indicadas por una
flecha) en el medio agar-judia verde, a los cuatro dias del aislamien-
to (X 2)
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RESULTADOS, DISCUSION Y COMENTARIOS

Se han investigado 136 muestras distintas de tumores de olivos que
padecian tuberculosis, aunque sélo hemos estudiado 119, de las que se
han aislado 90 estirpes de Pseudomonas savastanoi. Los casos negativos
correspondieron a tumores viejos que presentan un aspecto totalmente
lignificado (herrumbroso) y superficie totalmente resquebrajada.

Para el aislamiento del gérmen se han ensayado los medios, de agar-
glicerina al 2 %, agar-glicerina-sales minerales y agar-judia verde, resul-
tando elegido este dltimo.

Las colonias que se observaron eran lisas, brillantes, ligeramente opa-
cas, no confluentes, de borde entero, convexas, algo acuminadas, facilmen-
te suspendibles y de tamafio relativamente pequefio (figura 2).

Las 90 estirpes de Pseudomonas savastanoi aisladas se han sometido a
34 pruebas bioquimicas diferentes cuyos resultados se exponen a conti-
nuacién (10) y se resumen en el cuadro 2.

El Pseudomonas savastanoi no acidifica el medio glucosado (11), aun-
que en nuestras experiencias se ha visto que después de veintitin dias de
incubacion a 25 °C, el 11 % de las estirpes forman acidos. En el medio
de Hugh y Leifson (6), a las noventa y seis horas de incubacién, el 100 %
de las estirpes forman &cidos; la galactosa (6) es oxidada con formacién
de acidos por el 100 % de las estirpes, siendo negativa dicha formacién
de 4cidos (11) por via fermentativa, atin después de veintiin dias de incu-
bacion.

Ninguna de las estirpes ensayadas produce acidos a partir de la saca-
rosa por via fermentativa, aunque el 87,78 % de las mismas los producen
por via oxidativa (6). Sobre la lactosa no existe formacién de acidos en
ningln caso.

En el medio liquido con manita (11) se observa formacién de acidos
después de veintiin dias de incubacién en 8 % de las estirpes, sin que en
el resto de las mismas se observe este fenémeno.

Sobre la maltosa y salicina (6 y 11) no producen acidos ninguna de las
estirpes ensayadas; excepcionalmente sobre ambas (4 % de las estirpes)
forman 4cidos (6) en anaerobiosis (tubo con parafina en la prueba de
Hugh y Leifson), a los veintiin dias de incubacién.

La esculina (11) es descompuesta por el 100 % de los gérmenes, dato
que consideramos de sumo interés en la identificacién del Pseudomonas
savastanoi.
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Todas las estirpes han crecido en el medio de Koser, en cuarenta y ocho
horas de incubacién.

Los 4cidos orgénicos (7) citrico y maldnico son utilizados por el 100 %
de las estirpes, a consecuencia de lo cual resulta una alcalinizacién del
medio, aunque tardiamente (una-dos semanas). También se produce una
alcalinizacién (4) en un medio con alanina o serina, al término de una-dos
semanas.

Cuadro 2. Resumen de las caracteristicas bioquimicas del Pseudomonas

savastanoi
Glucosa i .
Galactosa Acidos (via oxidativa)
Sacarosa Generalmente 4cidos (via oxidativa), excepcionalmente no
los produce
Lactosa .
Salicina No produce acidos
Maltosa
Manitol Generalmente no produce 4cidos, sélo excepcionalmente
Esculina Hidrolizada
Almidén Hidrolizado
Indol
Rojo de metilo Negativo

Voges-Proskauer
Koser Crecimiento

Acido citrico

. ot Utiliza: alcalinizacion del medio
Acido malénico ¢

Alanina o C e .
. J a:
Serina Utiliza: alcalinizaciéon del medio
Acido benzoico Variable
Catalasa Positivo
Nitratos No reduce
Leche Inalterada
Leche tornasolada Alcalinizacién y reduccién tardia
Leche artificial Variable
Sulfhidrico ;
Ureasa Negativo
Lactato clcico Negativo: excepcionalmente utilizados
Gluconato potésico
Gelatinasa Negativo
Patata Pigmentacién parda
Parafina Utilizada
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En el medio de cultivo con 4cido benzoico (7) se ha encontrado que
el 56,66 % de las estirpes producen alcalinizacién, pero siempre necesi-
tando dos-tres semanas de incubacion a 25 °C, y el 43,33 % de las mis-
mas no actiian debido a que la concentracion en que se encuentra (0,3 %)
impide el desarrollo de los gérmenes.

Respecto a la produccién de catalasa, el 100 % de las estirpes son
positivas.

Los nitratos (11) no son reducidos por el 100 % de las estirpes.

En su actuacién sobre la leche (11), el 100 % de las estirpes no produ-
cen alteracion visible (peptonizacidn, coagulacién, etc.), aunque todas ellas
producen un pigmento amarillo verdoso (practicamente amarillo), soluble
en la grasa, y que se encuentra en la superficie del medio formando un
rodete de este color. Para la formacion de este pigmento necesitan general-
mente mas de una semana.

Sobre la leche tornasolada (11) el 100 % de las estirpes, a la semana
de incubacion, producen una alcalinizacién, aunque con intensidad varia-
ble, y al término de dos o tres semanas reducen el medio desde un color
azul malva a casi incoloro.

Sobre el medio de leche artificial (1) nosotros hemos encontrado el
62,23 % de positividades, aunque la coloracién muchas veces es muy
débil; el 27,77 % de los casos, negativos, y el 10 %, de reacciones dudosas.

Tanto la formacién de 4cido sulfhidrico (15) como la descomposicién
de la urea (15) fueron negativas en el 100 % de los casos. En el primer
medio se ha observado la formacién de un pigmento verde-amarillo fluo-
rescente, que consideramos de interés para la identificacién del Pseudomo-
nas savastanoi.

Sobre el lactato célcico (16) han actuado el 4,44 % de las estirpes
(estirpes 61, 63, 87 y 90) y negativamente, el 95,56 %.

Sobre la gelatina (11) no han actuado el 100 % de las estirpes y si
han producido una pigmentacién amarilla.

Sobre el gluconato potésico (3) han actuado el 2,22 % de las estirpes
y negativamente, 97,78 % de las mismas.

Sobre la patata (11), el 100 % de las estirpes han producido una pig-
mentacién méas o menos parda.

En el medio mineral con parafina (14) se han desarrollado el 100 %
de las estirpes, resultado que posee gran interés, ya que se puede emplear
dicho medio para enriquecer el germen de los productos en que se en-
cuentre. '
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Todas las estirpes han aglutinado frente al suero anti-Pseudomonas
savastanoi “M”, aunque con distinta intensidad (cuadro 3).

Cuadro 3. Resumen de la intensidad agluti-

nante de 90 estirpes de Pseudomonas savas-

tanoi frente al suero anti-Pseudomonas sa-
vastanoi “M” (*)

Intensidad Niimero 1 Porcentaje

de estirpes
+4+4 45 50
++ 27 30
+ 18 29

(*) La aglutinacidon se ha realizado macros-
cOpicamente. La intensidad se ha determinado por
la rapidez y tamaifio de los grumos formados.

CONCLUSIONES

Como resumen de lo anteriormente expuesto concluimos que la técnica
que consideramos estandardizable para el aislamiento e identificacién del
Pseudomonas savastanoi a partir de tumores de olivo, es la que a conti-
nuacién se esquematiza (10).

I) Desinfeccién de los tumores con una solucién de polvo de gas
al 10 %, p/v.

IT) Pulpacién.

IIT) Aislamiento por diseminacién en placas de Petri con agar-judia
verde e incubacion a 25 °C, durante noventa y seis horas.

IV) Identificacion.

a) Caracteres morfol6gicos: bacilos gram-negativos méviles por
flagelos polares.
b) Caracteres antigénicos: aglutinacién con el suero especifico.
c) Caracteres bioquimicos:
1) Formacién de acidos a partir de la glucosa y galactosa

10
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2)

3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)
10)
11)
12)
13)

14)

por via oxidativa a las noventa y seis horas (prueba de
Hugh y Leifson). Muy pocas estirpes acidifican el agua
de peptona glucosada después de veintitin dias de incu-
bacion.

No formacioén de acidos en la prueba de Hugh y Leifson
sobre lactosa, maltosa y salicina. Excepcionalmente con
maltosa y salicina se observa acidificacién en el tubo
anaerobio (tubo cerrado con parafina en la prueba de
Hugh y Leifson), en el 4 % de las estirpes investigadas,
a los veintitn dias de incubacién a 25 °C.

Crecimiento utilizando citrato sédico como Unica fuente
de carbono.

Crecimiento en medio mineral que posee parafina liquida
como tUnica fuente de carbono.

Descomposicion de la esculina.

Reaccién de catalasa positiva.

Alcalinizacién de un medio liquido enriquecido en ala-
nina o serina, al término de dos semanas de incubacion
a 25°C,

Alcalinizacién de un medio liquido enriquecido en 4cido
citrico, al término de dos semanas de incubacién a 25 °C.
Reaccién de rojo de metilo y de Voges-Proskauer ne-
gativa.

No reduccién de los nitratos.

No formacién de acido sulfhidrico.

No produccién de gelatinasa.

No formacién de indol en agua de peptona utilizando el
reactivo de Kovacz.

Peptonizacién de la leche.

RESUMEN

Hemos expuesto los medios de cultivo y técnicas de aislamiento e iden-
tificacién que consideramos mdas apropiados para obtener—en cultivo
puro—Ila bacteria productora de la tuberculosis del olivo, a partir de tu-

mores.
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Se indican los resultados obtenidos en las 34 pruebas bioquimicas a
que se han sometido 90 estirpes de Pseudomonas savastanoi aisladas por
nosotros, resaltindose cudles son las mas apropiadas para su identificacion.

También se sefiala su identificacién mediante la reaccion de aglutina-
cién frente a su suero especifico.

SUMMARY

In this paper have bean exposed the techniques and media to isolate
the bacterium of the tuberculous of olivetree from tumours.

The results obtained submitting 90 strains of Pseudomonas savastanoi
isolated in our laboratory to 34 biochemical tests have been included, being
indicated those most useful for the identification.

Aglutination reactions using specific antisera have been used for this
purpose.
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INTRODUCCION

El estudio bioldgico de los casos de gripe clinica proporciona datos
de gran valor epidemioldgico y profilactico. Los sindromes gripales pue-
den ser producidos por cualquiera de los tres subtipos de virus gripal A,
B o C, pero, ademds, cuadros clinicamente semejantes pueden ser pro-
ducidos también por adenovirus, mixovirus parainfluenza y enterovirus res-
piratorios. So6lo el diagndstico virolégico puede aclarar la etiologia exacta
del proceso y, por otra parte, el aislamiento del virus gripal permite iden-
tificar la variante antigénica responsable de un brote epidémico con las
consecuencias de orden preventivo que de ello puedan deducirse para la
proteccién de la poblacién mediante la vacunacién.

Esta circunstancia es de particular importancia cuando se detecta la
aparicion de una nueva variante de virus gripal, frente a la cual la pobla-
cién no tendria ningin grado de inmunidad, y que podria dar lugar a
epidemias de grandes proporciones. Por ello, la Organizacién Mundial de
la Salud se interesa especialmente en la recogida de todos los datos con-
cernientes a la gripe en los diferentes paises, a través de los Centros Na-
cionales e Internacionales por ella establecidos (1).

Microbiol Espaii., 22 (1969), 233. 1
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El diagndstico bioldgico de la gripe se efectiia por:
a) Aislamiento del virus.
b) Investigacién de los anticuerpos en el suero de los enfermos.

El conocimiento reciente de que los virus gripales pueden aislarse so-
bre cultivos celulares, ademas de en embrion de pollo, ha impulsado su
uso con este fin, lo que tiene la indudable ventaja de permitir el aisla-
miento de otros virus responsables de cuadros parecidos que no se desa-
rrollan, o lo hacen mal, en embrién de pollo.

Durante el mes de febrero de 1968 tuvimos noticia de un notable
incremento de las afecciones de tipo gripal, en Barcelona y sus alrede-
dores. El estudio de 32 enfermos de diversas procedencias pertenecientes
a este brote es el objeto de la presente comunicacion.

MATERIAL Y METODOS

I. Material clinico

Los casos estudiados proceden de dos ambientes epidemiolégicos dis-
tintos, enfermos, en su mayoria, domiciliarios y algunos ambulatorios de
la poblacién general, particularmente adultos, y nifios acogidos en el Ins-
tituto de Puericultura de la Casa Provincial de Maternidad.

1) Casos entre la poblacion general.

a) Se estudiaron 16 enfermos en San Adridn de Besds. En dicha
localidad, limitrofe con Barcelona, se observé un importante incremento
de los procesos de tipo gripal a partir de primeros de febrero. El proceso,
que afecté a todas las edades, fue relativamente benigno, y se caracteri-
zaba clinicamente por fiebre elevada (39°-40 °C) de instauracidon gene-
ralmente brusca y de dos a cuatro dias de duracién, quebrantamiento ge-
neral intenso, artralgias y cefalea. La sintomatologia respiratoria era muy
escasa en la mayoria de los casos, consistiendo generalmente en tos seca
y, muy raramente, faringitis con ligera disfagia. En esta localidad posible-
mente sufrié la enfermedad mas del 25 % de la poblacién.

b) Dos casos se estudiaron en Hospitalet de Llobregat, otra pobla-
cién limitrofe de la capital, donde un brote epidémico similar se produjo
por la misma época.

2
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2) Casos entre la poblacion infantil del Instituto de Puericultura
(Dr. Carbonell). ‘

a) Aproximadamente el 10 de febrero enfermaron algunos nifios de
una sala de dicha Institucién. En los seis dias siguientes sufrieron la en-
fermedad la totalidad de los 39 nifios, de 4 a 5 afios de edad, albergados
en dicha sala. El cuadro clinico fue bastante uniforme, caracterizandose
por fiebre de 38°-40 °C, de dos a tres dias de duracién y escasa partici-
pacién respiratoria, observandose sélo tos seca y enrojecimiento faringo-
amigdalar. No se presentaron complicaciones broncopulmonares. Se es-
tudiaron seroldgicamente y mediante ensayos de aislamiento del virus,
10 de estos enfermos.

b) Hacia el 16 de febrero, procesos similares hicieron su aparicién
en otra sala, que alberga a unas 50 nifias de 2 a 3 afios y medio de edad,
repartidas en pequefias habitaciones de ocho camas. Esta sala se halla
muy separada de la anterior, en pabellones completamente independien-
tes, y no existen posibilidades de contacto directo de los nifios de ambas
salas. En el plazo de cuatro dias enfermaron 30 nifias, con un cuadro
clinico similar al presentado por los nifios de la primera sala. Se estudia-
ron 4 de estos enfermos.

II) Métodos 'de aislamiento

Los productos patolégicos se inocularon en embriones de pollo de diez
dias de incubacién y células primarias de rifién de mono Macacus rhesus
o Cercopithecus aethiops (vervet).

1) Obtencion, transporte y conservacion de las muestras

Las secreciones bucofaringeas, para la investigaciéon de la presencia
del virus gripal en las mismas, se obtuvieron en 32 enfermos mediante
frotis faringoamigdalar enérgico con hisopo estéril. En todos ellos, la toma
de muestras sc verific6 entre el 1.° y 5.9 dia del comienzo clinico de la
enfermedad.

En 9 casos, el hisopo fue sembrado directamente sobre cultivos celu-
lares de rifion de mono, en la cabecera del enfermo, y ademds en todos
los casos (32), se introdujo un hisopo en un tubo de ensayo conteniendo
5 ¢cm?® de medio de transporte (solucién de Hanks con 30 % de liquido
amnibtico bovino y 2.000 U/cm?, de penicilina, 2.000 ug/cm?, de estrep-
tomicina y 25 U/cm?, de micostatina). Antes de las dos horas, los medios
de transporte con los productos patolégicos fueron repartidos en volime-

3
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nes de 1 cm® y congelados a — 50 °C, hasta el momento de su inocula-
cién en tubos de cultivo celular o embrién de pollo.

2) Cultivos celulares

La suspensién celular de los rifiones de mono tripsinados (*) se re-
parte en frascos de 60 cm® y en tubos tipo hemdlisis, con medio de cre-
cimiento (hidrolizado de lactoalbimina al 0,5 % en solucién de Hanks
con 2 % de suero de ternera y antibidticos). Se incuban a 37 °C. A los
siete dias de crecimiento se cambia el medio de crecimiento por medio
de supervivencia, consistente en medio 199 sin suero, al que se ahade
siempre 1/500 de suero antivirus hemadsorbente SV;s y la dosis habitual
de antibibticos. Se conservan a temperatura del laboratorio, siendo utili-
zables durante una semana.

3) Inoculacion de los productos patoldgicos

Hemos seguido tres técnicas distintas:

a) Inoculacion de embriones de pollo. Cada uno de los productos

patolégicos mantenido a — 50 ©C fue inoculado en un minimo de 6 em-
briones por doble via, amniética y alantoidea. Se inocula 0,1 cm? en ca-
vidad amni6tica por la técnica de Sohier y Esser (11), y 0,1 cm® en cavi-
dad alantoidea. A los tres dias se recogen ambos liquidos de cada huevo,
verificando una aglutinacién cualitativa, En los primeros pases negativos,
los liquidos amnidticos se mezclan para la realizacién de un segundo pase.
En total, se verificaron tres pases en todos los ensayos de aislamiento.

b) Inoculacion de cultivos celulares con el producto patolégico con-
servado a — 50 °C en medio de transporte. En todos los casos procedi-
mos a inocular un minimo de 10 tubos de cultivo celular conteniendo
1 cm® de medio de supervivencia, con 0,1 cm? de producto congelado.
Se incubaron a 33 °C en posicién estacionaria. Se efectud lectura diaria
del posible efecto citopatico y una reaccién de hemadsorcién (10) al 4.0,
7.0, 11.° y 14.° dia. Al término de la incubacién se recogieron las células
+ el medio para efectuar un segundo pase inmediato, o previa congela-
cion a — 50 °C si era preciso retrasar el mismo.

(*) Las suspensiones celulares de rifion de mono que recibimos periédicamen-
te, a + 4 °C, asi como los sueros de referencia utilizados, nos fueron proporciona-
dos por el Prof. Sohier, de la Catedra de Bacteriologia, Virologia e Inmunologia
de Lyon.
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c¢) Inoculacion directa de cultivos celulares a la cabecera del enfer-
mo. Después de su inoculacién, se dejan los frascos durante cuatro horas
a temperatura ambiente, plazo necesario para que el virus, de existir, pe-
netre en el interior de las células, y se procede después a un tratamiento
antibidtico para suprimir las contaminaciones bacterianas.

La incubacién y lectura se efectian como en el caso anterior. Si se
observa una accidn citopdtica, que en el caso del virus gripal consistird
en la presencia de células redondeadas en racimos con nicleos densos
y picnéticos, se investiga la presencia de hemaglutininas. En cualquier caso
se realiza vna hemaglutinacién a los 7 y 14 dias. Practicamos la hema-
glutinacién con hematies de cobayo a la temperatura del laboratorio (10).

4) Identificacion de los virus aislados

Tras detectar la presencia de una hemaglutinina en los cultivos celu-
lares, liquidos amnidticos o alantoideos se procedié a la identificacién de
los virus aislados, o se esperd al siguiente pase si la hemaglutinacién era
muy débil.

La identificacion del tipo se realiz6 mediante la reacciéon de fijacion
del complemento por el método de Sohier y colaboradores (12) frente a
sueros antisolubles de gripe A y B.

La identificacion del subtipo, dentro del tipo A, se realizd mediante
la préctica de la reaccién de inhibicién de la hemaglutinacion (RIH) con
sueros de referencia preparados en el hurén frente a los antigenos viricos
de los virus gripales A; y A, (10). Mediante la misma reaccion con suero
antivirus gripal B, se confirmé la identificacién del tipo.

La identificacion de la variante antigénica concreta fue iniciada con
los sueros especificos de varias cepas A, en la RTH. La identificacién com-
pleta fue realizada en el Centro Mundial de la Gripe de Londres, por
el Dr. Pereira.

III) Métodos serologicos

1) Obtencion y conservacion de las muestras

De todos los enfermos en que ello fue posible se tomaron dos mues-
tras de sangre, una en los cinco primeros dias de la enfermedad y otra
a partir del 15.° dia. Los sueros repartidos se conservan a — 20 °C. To-
dos los sueros del mismo enfermo se ensayan en la misma sesion de la-
boratorio.
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2) Reaccion de fijacion del complemento (RFC)

La realizamos por el micrométodo en tubos de Sohier y colaborado-
res (12), de tipo Kolmer, con fijacién a 37 °C durante una hora, frente
a los antigenos solubles de los virus gripales A y B (A,/Singapour/4/57
y B/Johanesbourg/33/58).

3) Reaccion de inhibicion de la hemaglutinacion

En los sueros correspondientes a los enfermos en los que se aislé un
virus gripal, se practicé una RIH frente al virus homdlogo. Los sueros
se trataron previamente con enzima destructora del receptor para suprimir
los inhibidores inespecificos y con glébulos rojos de gallina para suprimir
las posible aglutininas antiespecie (10). La reaccién se realiza en placas
de Perspex, por el método patrén recomendado por la OMS (1-2).

RESULTADOS

1) Aislamiento del virus

En conjunto, de los 32 casos en que se intentd el aislamiento de virus
se aislaron 14 cepas de virus gripal A,, lo que representa un 43,7 % de
muestras positivas (cuadros 1-3).

Ocho cepas se obtuvieron de los 16 enfermos estudiados en San Adridn;
otras 2 cepas se aislaron de los enfermos estudiados en Hospita-
let y 4, de los 14 nifios estudiados en el Instituto de Puericultura de Bar-
celona.

La distribucién de los aislamientos de acuerdo con la fecha de la en-
fermedad en la que fueron obtenidos los frotis faringeos, se refleja en el
cuadro 3. Se consigui6 el aislamiento en el 55,5 % de los casos estudia-
dos al 2.° dia de enfermedad, y en el 50 %, en el 3.0 y 4.0 dias. La
eficacia del aislamiento fue menor en el primer dia (20 %) y no se ob-
tuvieron resultados positivos en dos casos cuyo frotis se practicé el 5.9 dia.

1) Mediante la inoculacion al embrion de pollo se aislaron 13 cepas
(cuadro 4); 1a inoculacion fue positiva al primer pase en 7 casos y al se-
gundo en 6. Los terceros pases ciegos realizados con todas las muestras
negativas no ofrecieron ninguna positividad. El porcentaje de aislamiento
con este método fue del 40,6.

6
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1 Estudio bioldgico de casos de gripe en la poblacion general (San Adridn y Hospitalet

RFC
Fecha del| Dias tras . . Fechas | antigenos RIH
re Egﬁg Sexo | Procedencia | frotis | comienzo A‘Slv}a’::;:nto de los soh%bles virus ho-
faringeo |enfermedad sueros N mdologos
50 H S. Adrian 8-11 3 V. gripal 8-11 0 0 0
A, 23-I1 32 0 80
13 H S. Adrian 8-11 4 V. gripal 8-11 0 0 20
: A,
'z 32 A\ S. Adrién 8-11 1 8-11 0 0
2311 =64 0O
ido 9 H S. Adrian 8-11 3 811 0 0
23-11 64 0
) 52 \" S. Adrian 8-11 3 8-I1 0 0
2311 g8 0
B. 62 A% Hospitalet 13-11 3 V. gripal 13-II 0 0 10
A,
10 51 V  Hospitalet 13-11 3 V. gripal 1311 0 0 40
A,
.. 13-11 0 0
19 H S. Adrian 1311 1 2311 0 0
D 44 H S. Adrian 13-I1 2 13-11 0 0
.. 3 V. gripal 13-11 0 0 0
46 H S. Adrian 13-I1 A 2311 0 0 20
12 H S. Adrién 13-I1 1 13-11 0 0
26-11 64 0
a 34 H S. Adridn 13-11 2 13-11 0 0
23-I1 8 0
28 H S. Adrian 15-11 1 V. gripal 15-11 0 0 40
A, 26-11 16 0 1280
na 38 H S. Adrian 15-11 2 V. gripal 15-11 0 0 20
A, 26-11 32 0 160
idez 58 \' S. Adrian 15-1I 2 V. gripal 15-11 0 0 20
A, 26-11 16 0 80
19 A% S. Adrian 15-11 3 V. gripal 15-11 0 0 0
A, 26-I > 64 0 40
ro 15 A% S. Adrian 15-11 2 V. gripal 15-11 0 0 20
A, 2611 32 0 160
wdo 47 \'% S. Adrian 23-11 1 23-11 0 0
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Cuadro 2. Estudio bioldgico de casos de gripe en nifios del Instituto de Puericultura
de Barcelona

RFC
Fecha del| Dias del . Fecha antigenos RIH
Nombre Eggg Sexo | frotis comienzo a‘igg:iz de los solubles virus ho-
faringeo | enfermedad sueros [ moblogos
A B
José R. 5 Vv 16-11 2 16-11 0 0
28-I1 =64 0
Pablo R. 5 A\ V. gripal 16-11 0 0 80
16-11 2 A, 23-11 0 0 320
8-III 0 0 320
Alberto 5 \"% V. gripal 16-11 8 0 80
16-11 2 A, 28-11 64 0 1280
2-V 8 0 80
Pedro L. 5 v 16-11 5 16-11 32 0
28-1I 16 0
Juan 5 \Y 16-11 5 l6-1I 32 0
28-11 >64 0
Juan C. 5 v 16-11 3 16-11 0 0
28-1I 16 0
Carlos 5 v 16-11 3 16-11 0 0
28-11 16 0
Pedro M. 5 \% 16-11 2 16-11 8 0
28-11 0 0
Ladislao 5 \% 16-11 3 16-11 0 0
29-11 0 0
Juan M. 5 A% 16-11 3 16-11 0 0
29-11 0 0
Magdalena 3 H 20-11 4 19-11 0 0
Antonia 2 H 20-11 3 20-11 0 0
Esperanza 2 H 20-II 3 V. gripal 19-11 0 0 10
A, 6-111 0 0 =80
Mercedess D 2 H 20-11 3 V. gripal  22-1I 0 0 40
A,
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Cuadro 3. Distribucion de los aislamientos
de virus gripal segin la fecha de obtencion
del frotis faringeo

Dia Nimero Positivos
de enfermedad de casos

1.0 5 1 (20 %)
2.0 9 5 (55,5 %)
30 14 7 (50 %)
4.0 2 1 (50 %)
5.° 2

32 14 (43,7 %)

La adaptacion del virus aislado al desarrollo en cavidad alantoidea
fue répida; recordemos que en todos los casos la inoculacién se practicd
por doble via. En 8 casos, en el primero de los pases que resultd positivo
(1.0 y 2.9), la hemaglutinacién se observé ya en el liquido alantoideo;
en 4 casos, la adaptacién se consigui6 al 2.° pase y en 1, al 3.°F pase.

2) Mediante la inoculacion de cultivos celulares de rifion de mono
con los productos patoldgicos en medio de transporte que se habian man-
tenido congelados a — 50 °C, todos los intentos de aislamiento resulta-
ron negativos; la reacciéon de hemadsorcion fue negativa en los tubos ino-
culados y fueron negativos también los segundos pases sobre huevo.

3) Mediante la inoculacion directa de los productos patologicos so-
bre células de rifion de mono a la cabecera del enfermo se aislaron 4 cepas.
En dos casos, la hemaglutinacién positiva se demostrd en el primer pase,
a los ocho y doce dias de incubacién. De uno a tres dias antes de la detec-
cién de la hemaglutinina se pudo apreciar una accidn citopatica tipica, aun-
que ligera. Teniendo presente la evidente sensibilidad del embrién de pollo
a las cepas aisladas, el 2.° pase se realizé en todos los casos por inocula-
cién al huevo embrionado, lo que permitié aislar dos nuevas cepas. Se
practic6 ademds un tercer pase ciego de todas las muestras que habian
resultado positivas al inocular inicialmente sobre embrién de pollo. Este
tercer pase fue negativo en todos los casos.
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Cuadro 4. Cepas de virus gripal A,

Inoculacién en embrién de pollo Inoculacién de cultivos celulares
1. pase 2.0 pase 3. pase Pases sucgziv&s)ue: embrién
Procedencia | Nombre
1. pase| 2.0 pase l 3. pase
Am Al. | Am. | AL Am. | Al
Am. | Al \ Am. ‘ Al
San Adrian Serrano -+ — + + — —
San Adridn Arroyo + + — -
Hospitalet  Lépez + + — - —
Hospitalet =~ Medrano + — + + — + — + +
San Adrian Calvo - — + - + + —F _ = =
San Adridan Brocal —_- - + - + + +*@8d) + 4+
San Adrian Carmona + — -+ —_ + + — N —
San Adrian Fernandez — - + + — — =
San Adrian Haro — - + + —_ - =
San Adridan Navarro - — — — e — 4 *(12d) <+ +
Barcelona  Riera —_ — + -+ —* — = — —
Barcelona  Alberto —_ — + + — + +
Barcelona  Rodriguez + + C
Barcelona  Dominguez + + _ _

Am, Liquido amnidtico. Al, Liquido alantoideo. +, Hemaglutinacién positiva. —, Hemaglutinacién ne-
gativa. *, Inoculacién directa del cultivo celular a la cabecera del enfermo. C, Cultivo contaminado.
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Tres de los cuatro aislamientos obtenidos sobre células de rifién de
mono fueron positivos ya en liquido alantoideo al primer pase sobre hue-
vo, y el cuarto, al 2.° pase.

En resumen (cuadro 5), a partir del producto congelado a — 50 °C
en medio de transporte se obtuvieron 13 aislamientos positivos por inocu-
lacién al embrién de pollo (40,6 %) y ninguno por inoculacién de culti-
vos celulares. Mediante la inoculacién directa de cultivos celulares a la
cabecera del enfermo se obtuvieron 4 aislamientos positivos (44,4 %).

Cuadro 5. Frecuencia de aislamientos en embrion de pollo y cultivos

celulares
Método Producto Casos Aislamientos | Porcentaje
Embrién de pollo Congelado 32 13 40,6
Cultivo celular Congelado 32 0 0
Cultivo celular Inoculacién directa 9 4 44 4

En 9 casos se realiz la inoculacién en embrién de pollo y la inocu-
lacién directa de cultivos celulares, por lo que puede compararse la sen-
sibilidad de ambos métodos. En estos 9 casos se aislaron 6 virus gripales
(cuadro 6); 3, en embrion de pollo y cultivo celular; 2, Ginicamente en
embrién de pollo, y 1, dnicamente en cultivo celular.

Cuadro 6. Aislamientos positivos a partir del mismo producto patoldgico,
en cultivos. celulares a la cabecera del enfermo y en embrion de pollo
previa congelacion

Embrién

. . de pollo Embrién Cultivo

Casos Aislamientos y cultivo de pollo celular
celular

11
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Il) Identificacion de los virus aislados

La identificacion del tipo fue realizada sin dificultad. Todos los virus
aislados fijaron el complemento en presencia de un suero de referencia
anti-virus gripal A; en cuanto al titulo hemaglutinante obtenido fue > 1/4.
La misma reaccién fue en todos los casos negativa frente a un suero de
referencia anti-virus gripal B.

La identificacion de todos los virus aislados como pertenecientes al
subtipo A, fue igualmente rapida y categérica mediante la RTH con sueros
de referencia anti A; y A,.

La identificacién de la variante antigénica concreta dentro del sub-
tipo A,, mediante la RTH, presenta muchas mas dificultades en razén de
la variabilidad de las cepas en su avidez para los anticuerpos, y su dis-
tinta sensibilidad a los inhibidores inespecificos. Ensayamos la respuesta
de la mayoria de cepas aisladas frente a sueros de referencia preparados
en el hurén por inoculacién de diversas cepas de virus gripal A,, concre-
tamente los sueros anti A,/Lyon/62 (Napierala), A,/Lyon/65 (Cayssiol)
y A,/Lyon/67 (Cacciopo). Los resultados preliminares de estas pruebas
parecian indicar que las cepas aisladas eran semejantes antigénicamente
a las cepas prevalentes en Europa en 1967.

Para el estudio antigénico detallado se remitieron dos cepas al Cen-
tro Mundial de la Gripe (Prof. Pereira). Sus resultados confirman que las
cepas aisladas estin emparentadas con la ultima variante de cierta im-
portancia descrita para el virus gripal A, (cepa tipo Tokyo/3/67) (cua-
dro 7).

Cuadro 7. Reaccion de inhibicion de la hemaglutinacion

Sueros anti

Cepas

A./Singapore/ A,;/England/ A,/England/ A,/Tokyo/
1/57 12/64 10/67 3/67
A,/Barcelona/
1/68 120 60 160 1.320
(Brocal)
A,/Barcelona/
2/68 120 80 120 960
(Navarro)

12
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III) Resultados serologicos
1) Reaccion de fijacion del complemento

La RFC frente a los antigenos solubles de gripe A y B se realiz en
los sueros correspondientes a los 32 casos estudiados. En 24 casos ob-
tuvimos dos sueros del enfermo, uno, precoz, dentro de los cinco prime-
ros dias de enfermedad, contempordneo del frotis faringeo, y otro, tardio,
tomado entre diez y veinte dias después del primero. En 8 casos no se
pudo obtener més que el suero precoz.

Todos los sueros resultaron negativos frente al antigeno soluble de
gripe B.

En los sueros precoces no se detectaron anticuerpos frente al antigeno
soluble del virus gripal A en 28 casos; titulos de 8, en dos casos (al 2.°
dia de enfermedad), y titulos de 32, en 2 casos (al 5.° dia de enfermedad).
medad).

Los resultados frente a gripe A de los 24 casos en los que se obtu-
vieron 2 sueros se reflejan en el cuadro 8.

Se observé un aumento significativo (= 4 veces) del titulo de anticuer-
pos fijadores del complemento en 13 casos, y un titulo significativo de in-
feccion reciente (32) ya en el 1.°F suero en los 2 casos en que fue tomado
al 5.° dia de enfermedad. En conjunto, pues, en 15 casos (62,5 %) se
estableci6 por RFC el diagnéstico de gripe A.

En 6 casos (25 %) no se detectaron anticuerpos, y en 3 se obtuvieron
titulos no significativos (8) en alguno de ambos sueros. En conjunto, pues,
el diagnéstico no pudo establecerse por RFC en 9 casos (37,5 %).

Cuadro 8. Reaccion de fijacién de complemento con antigeno soluble
de gripe A, Resultados en los casos en que se obtuvieron dos sueros

Diagnéstico serolégico ’ Sin diagnéstico seroldgico
Nimero -
de Aumento Titulos Titulos Titul
casos significativo de AC de AC 1tulos
de titulos AC | significativos |no significativos negativos
24 13 2 3 6
15 (62,5 %) 9 (37,5 %)

13
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2) Reaccion de inhibicion de la hemaglutinacion

En los 14 casos en que se aisld el virus causal, los sueros de los en-
fermos se ensayaron frente al virus aislado mediante RTH. En los 10 casos
en que se obtuvieron 2 sueros, la RIH mostré un aumento significativo
del titulo de anticuerpos.

DISCUSION

El aislamiento de los virus gripales se ha venido realizando clasica-
mente mediante la inoculacién de los productos patolégicos al embribn
de pollo. Sin embargo, desde 1955 se conoce que los tres tipos de virus
gripal pueden aislarse en cultivos celulares de rifion de mono. En rela-
cién con los virus gripales del tipo B existe unanimidad en considerar que
se aislan con mucha mayor facilidad en estos cultivos celulares que en el
huevo embrionado (4, 7-8 y 13). Probablemente lo mismo ocurre con los
virus del tipo C (13). En cuanto hace referencia al virus gripal A,, aunque
algunos autores (9) obtienen mejores resultados en los cultivos celulares
que en el embrién de pollo, en general se considera superior el aislamien-
to en embrién de pollo (3 y 5-6). Las principales razones que se aducen
para explicar los diferentes resultados obtenidos en varios laboratorios con
el uso de ambos métodos de aislamiento para el virus A,, son la diversi-
dad en el sistema de obtencién de las muestras, en la calidad de las cé-
lulas y en las formas de cultivo, asf como diferencias entre las cepas ais-
ladas.

En nuestro trabajo el virus gripal A, ha sido aislado mucho maés fa-
cilmente sobre huevo que sobre células de rifién de mono. Sin embargo,
existe una notable diferencia entre los resultados comparativos de la ino-
culacién en embrién y en cultivo celular, segiin que éste haya sido inocu-
lado directamente a la cabecera del paciente o lo haya sido a partir del
producto congelado a —50 °C en medio de transporte. En efecto, de 13
muestras embrién-positivas congeladas ninguna ha resultado positiva por
este método, habiendo sido el tiempo y condiciones de permanencia en
congelacién igual para ambos tipos de inoculaciéon. En cambio, en las 5
muestras embrién-positivas que fueron inoculadas directamente sobre cul-
tivos celulares se obtuvieron 3 resultados positivos (60 %), y ademads, una
muestra resulté positiva en cultivo celular, siendo negativa en embrién
de pollo.
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La eficacia del aislamiento de virus para el diagnoéstico de la gripe A,
ha sido excelente en nuestros casos, puesto que entre el 2.° y 4.° dia de
la enfermedad obtenemos de un 50 a un 55 % de éxitos, cifras muy pré-
ximas a las sefialadas por Davis (4).

Los virus aislados en nuestro estudio se han adaptado con facilidad
al desarrollo en la cavidad alantoidea. En 9 de los 14 virus aislados tal
adaptacion se consiguié ya en el 1. pase. Para Kilbourne (6), la inocu-
lacién en cavidad alantoidea tiene una eficacia similar a la amnibtica para
el virus gripal A,. Parece aconsejable, pues, como hemos hecho en el pre-
sente trabajo, seguir la técnica de inoculacién por doble via que ofrece
la garantia de maxima eficacia.

Las cepas aisladas en Barcelona, en febrero de 1968 corresponden
antigénicamente a la variante A,/Tokyo/3/67.

La RFC ha sido en nuestro estudio notablemente eficaz, permitiendo
el diagnéstico del 62,5 % de los 24 casos en que se obtuvieron dos sueros.
9 casos (37,5 %) no pudieron ser diagnosticados por RFC, aunque en 3
(12,5 %), los anticuerpos aparecieron en el suero, si bien a titulos insu-
ficientes para el diagnéstico de certeza. De esta forma, sélo 6 casos (25 %)
representan un fallo total de la reaccion.

El fracaso de la RFC con antigenos solubles es un hecho bien cono-
cido en los nifios, que tras la primoinfeccion reaccionan mal frente a los
antigenos solubles y mejor ante los antigenos viricos. Si estudiamos los
fallos de la RFC segin la edad de los casos en los que no aparecieron
anticuerpos, 4 ocurrieron entre 11 nifios menores de 5 afios, lo que re-
presenta una inefectividad de la reaccién del 36,6 %. Entre los adultos,
la RFC fue ineficaz sélo en el 15,3 % (2 casos sobre 13).

La RIH es de interpretacién delicada para el diagnéstico seroldgico.
Para su uso debe preferirse en cualquier caso una cepa de la propia epi-
demia; por ello, nosotros utilizamos esta reaccién en los sueros de los
enfermos, utilizando como antigeno hemaglutinante el virus aislado de los
mismos. En los 10 casos (con virus aislado y dos sueros) la reaccién re-
sultd positiva.

RESUMEN

Durante el mes de febrero de 1968 tuvo lugar en Barcelona y sus al-
rededores un importante aumento de las afecciones de tipo gripal. Los
procesos, clinicamente benignos, afectaron a todas las edades. Se descri-
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ben las caracteristicas del brote epidémico que afecté también a una co-
lectividad infantil.

Se intentd el aislamiento del virus causal en 32 casos. En todos ellos
el producto patolégico conservado a — 50 ©C se inoculé en embrién de
pollo y cultivos celulares de rifion de mono. En 9 casos, ademds, se pu-
dieron practicar siembras directas de cultivos celulares a la cabecera del
enfermo.

Se aislaron 14 cepas de virus identificadas como Mixovirus influenza
A,. El estudio de estas cepas demostré que estaban antigénicamente re-
lacionadas con la cepa A,/Tokyo/3/67.

Se comenta la sensibilidad de los diferentes métodos de aislamiento
y se presentan los resultados seroldgicos de los casos estudiados.

SUMMARY

During February 1968, an increase of cases of influenza-like diseases
were observed in Barcelona and the surroundings. The disease, clinically
mild, affected all age groups. The epidemiological characteristics of the
outbreak are described.

14 strains of Myxovirus Influenza A, were isolated from 32 cases,
by inoculation in embrionated eggs and in monkey kidney cells cultures.
Antigenically, the strains were related to the A,/Tokyo/67 variant.

The sensitivity of the isolation methods and the serological results were
reported.
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INTRODUCCION

Se sabe, desde los trabajos de Gale (3), que la presencia de algunos
hidratos de carbono en el medio en que se desarrolla una bacteria es capaz
de modificar la sintesis de sus enzimas de inducci6n, y que de todos aqué-
llos es la glucosa quien ejerce este efecto de forma mas marcada. Las expe-
riencias de Neidardt y Magasanik (10) sobre la produccién de histidasa y
mioinositoldeshidrogenasa por ‘Aerobacter aerogenes explican este hecho
por la teoria de represion catabdlica, que asimismo es admitida por Cohn
y Horibata (1) para aclarar el efecto de la glucosa sobre la sintesis de
p-galactosidasa por Escherichia coli.

Entre los microorganismos parasitos de plantas ha sido sefialado por
Giumann y Bohni (4) una disminucion en la sintesis de enzimas del
Aspergillus niger por la presencia de glucosa, y Keen y Horton (7) indi-
can también el mismo efecto en el Pyrenochaeta terrestris.

En el presente trabajo exponemos la acci6n ejercida por distintos azi-
cares, con atencién especial a la glucosa, sobre la sintesis de la enzima
poligalacturonasa (PG) por la bacteria Erwinia carotovora.

Microblol. Espafi., 22 (1969), 251 1
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MATERIAL Y METODOS
Estirpe

Se emplea la estirpe de Erwinia carotovora 312 procedente de la Co-
leccién Nacional de Bacterias Fitopatdgenas, de Harpenden (Inglaterra),
que conservamos a 40 °C en tubos inclinados de agar-judia.

Medio de cultivo

Consiste en una solucién al 0,2 % de pectina Citrus decumana en
tampén fosfato 7,6 mM, de pH 7,0, al que se incorpora en el momento
de la siembra 1,0 mg de &cido 1(+)glutdmico, 1,0 mg de L-cistina y
0,1 mg de L-histidina/ml del medio. Voliimenes de 10 ml se distribuyen
en matraces de Erlenmeyer de 100 ml provistos de un tubo de fotémetro
para seguir el crecimiento de Erwinia carotovora por la lectura de su den-
sidad Optica, a 600 mu en un espectrocolorimetro de Bausch-Lomb
(Spectronic 20). Cada matraz se inocula con 1 % (v/v) de una suspension
acuosa de bacterias de 0,5 de densidad ptica, procedente de un cultivo de
veinticuatro horas. La incubacion se practica a 25 °C, en agitacion, duran-
te diferentes periodos de tiempo.

La actividad de la enzima poligalacturonasa se valora en los sobre-
nadantes de los cultivos mediante la técnica de Jansen y McDonnell (6),
expresindose en miligramos de acido monogalacturénico/mililitro de so-
brenadante.

Influencia de los aziicares en la formacion de la enzima

El medio de cultivo que hemos indicado se enriquece por la incorpora-
cién de diversos azicares, que alcanzan concentraciones diferentes com-
prendidas entre 1072 y 1075 M. Los medios asi resultantes se inoculan
con Erwinia carotovora e incuban durante veinticuatro horas en agitacion,
retirindose periédicamente muestras para después de centrifugadas hacer
la valoracién enzimatica en sus sobrenadantes.

Preferencia en la utilizacion de la fuente carbonada
en una mezcla de pectina y glucosa

Los resultados obtenidos en la experiencia precedente nos permiten
fijar una concentracién de glucosa capaz de facilitar la sintesis enziméa-
tica. Esta concentracién, 10~* M, es la que contiene el medio de cultivo
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donde va a desarrollarse la bacteria y seguimos la formacién de PG si-
multdnea a la utilizacion de pectina y glucosa, para relacionar la presen-
cia de la enzima con la asimilacién de ambas sustancias.

Accion inhibidora de la glucosa incorporada en diferentes
fases de crecimiento de Erwinia carotovora

Hemos tomado la concentracién inhibidora 2,5 X 1073 M para estu-
diar si la inhibicién se presenta, no sélo cuando la glucosa forma parte
del medio de cultivo, sino también cuando se incorpora a él una vez que
la bacteria ha alcanzado diferentes fases de desarrollo. Para ello, al culti-
vo en las condiciones establecidas se afiade glucosa después de dos, cua-
tro, seis, nueve y media, catorce y veinticuatro horas. La presencia de la
enzima PG se sigue por ensayos practicados en las muestras de cultivo
que se toman en diferentes tiempos de incubacion.

Influencia de los aziicares en la actividad PG

El efecto de los distintos azicares en la actividad PG de Erwinia
carotovora, in vitro, se examina con el sobrenadante de un culti-
vo dializado de veinticuatro horas y de actividad conocida, al que
se aflade el azdcar correspondiente hasta -alcanzar dos concentraciones
distintas, 2,5 X 1073 y 10-2 M. Después de mantener en contacto doce
horas a 4 °C, se determina la actividad y se compara con el correspon-
diente control.

Andlisis cromatogrdfico

Se practica en los sobrenadantes después de precipitar en ellos la pec-
tina con doble volumen de etanol de 95 % y HCI 0,05 N. Empleamos
papel Whatman nim. 1 y como solvente butanol-icido acético-agua
(4 : 1:5). El revelador es ftalato de anilina.

RESULTADOS

Influencia de diferentes concentraciones de aziicar
en la formacion de la enzima PG

El medio de cultivo contiene 0,2 % de pectina y se enriquece por
incorporacién de un azlGcar que alcanza concentraciones diversas.

3
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El cuadro 1 reproduce los resultados obtenidos, que se expresan en tanto
por ciento del control con sdlo pectina. Existen azlicares, como la maltosa,
totalmente inactivos, frente a los cuales no se produce alteracién alguna
en el mecanismo de sintesis enzimdtica. Otro caso distinto corresponde a
la manosa, que se manifiesta inhibidor, parcial o total, dependiendo de la

Cuadro 1. Formacion de PG por Erwinia carotovora, cultivada veinticuatro
horas en un medio con pectina + diferentes concentraciones de aziicar

Concentraciones del aztcar -(M)

Azicar afiadido

10°° l 10 5%x10™* 1073 5% 107 1072
Glucosa 120 120 110 15 0 0
Arabinosa 160 160 160 160 93 0
Galactosa 98 116 133 140 140 0
Levulosa 135 137 137 67 0 0
Manosa 73 83 80 0 0 0
Lactosa 120 120 120 120 58 40
Maltosa 109 109 109 109 109 109

concentracién que alcanza en el medio. Y, por ultimo, cabe destacar otro
grupo, al que pertenecen glucosa, arabinosa, galactosa, levulosa y lactosa,
que se comportan como estimulantes, a pequefias dosis, y como inhibidores
a concentraciones mds elevadas; el paso de una accién a otra esti marca-
do por una determinada molaridad para cada uno de los aziicares.

Preferencia en la utilizacion de la fuente carbonada

Puesto que concentraciones bajas de glucosa producen un ligero incre-
mento en la formacién de poligalacturonasa, hemos querido seguir peri6-
dicamente la induccién de la enzima durante treinta horas de cultivo de la
bacteria en un medio que contiene pectina y una concentracién estimu-
lante de glucosa (5 X 107% M). Ademés de observar el crecimiento de
Erwinia carotovora, determinamos su produccién de PG en diferentes
tiempos, a la vez que se analiza cromatograficamente la desaparicién de
glucosa. Los resultados aparecen en la figura I, donde puede observarse

4
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Figura 1. Comportamiento de Erwinia carotovora cultivada

en un medio con 0,2 % de pectina y glucosa 5 X 107* M

(el desarrollo, [, y actividad enzimdtica, B, se expresan en

porcentaje del control con sélo pectina). El andlisis croma-

togrdfico muestra la desaparicién de glucosa y la aparicién
de dcidos urdnicos, que también son consumidos,



256 Genoveva Tejerina y M.% Teresa Serra
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Figura 3. Andlisis cromatogrdfico de un cultivo de E. caro-
tovora en un medio con pectina, que a las nueve horas re-
cibe glucosa, hasta alcanzar una concentracién 2,5 X 107° M
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como la glucosa es consumida inmediatamente sin que pueda ser detectada
en 0,05 ml del medio a las cinco horas de cultivo. Hasta este periodo de
crecimiento, la bacteria experimenta un notable estimulo respecto al con-
trol (con sélo 0,2 % de pectina y sin nada de glucosa), que se prolonga,
aunque de forma menos marcada, durante las treinta horas de duracion
de la experiencia. A las siete horas de cultivo se revelan por cromatogra-
fia 4cidos urénicos de diverso grado de polimerizacién, procedentes de la
degradacion de la pectina y que no existen durante el periodo precedente
de asimilacion de glucosa, lo que sugiere que en el medio con mezcla de
pectina y glucosa es este tltimo el primero que se consume y sélo después
de haber sido utilizada la glucosa se inicia la asimilacién de pectina.
A partir de las doce horas, los urénicos dejan de ser detectados, lo que
indica que ha cesado su formacién y que han sido también utilizados por
la bacteria. La formacién de la enzima durante este ensayo no se anticipa
al periodo observado en el control, puesto que en ambos casos aparece al
cabo de siete a nueve horas y su determinacién en el medio de cultivo pre-
senta valores muy semejantes durante el resto de la experiencia. El ligero
aumento de PG en presencia de 5 X 107* M no creemos es muy signi-
ficativo, dado el estimulo que este aziicar ocasiona sobre la produccién
celular de Erwinia carotovora.

Accion inhibidora de glucosa cuando se incorpora a un cultivo de
Eswirnia carotovora en distintas fases de desarrollo

Hemos tomado como testigos de esta experiencia dos cultivos de
Erwinia carotovora, uno en el medio habitual con pectina y otro en el
que la pectina ha sido sustituido por 2,5 X 1073 M de glucosa; en ambos
cultivos hemos seguido el desarrollo de la bacteria, asi como la formacién
de enzima, si bien en el medio con sélo glucosa no. hay sintesis de PG.
La concentracién de glucosa empleada como inhibidora es 2,5 X 1073 M,
que, como indicamos, se afiade al cultivo normal de E. carotovora
en distintos momentos, y los resultados aparecen en la figura 2, por la que
vemos que el crecimiento de la bacteria apenas sufre modificacion por la
presencia de glucosa, cualquiera que sea su fase de desarrollo en que la
recibe. Creemos interesante destacar la depresion que las curvas de creci-
miento manifiestan alrededor de las veinte horas de cultivo y su recupe-
raciéon posterior, no sélo cuando el medio contiene pectina y mas tarde
glucosa, sino también con pectina solamente como Unica fuente de carbono.

7
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En cuanto a la formacién enzimatica, la misma figura 2 muestra los
valores correspondientes a las distintas fases del cultivo de Erwinia caro-
tovora en el medio normal con sélo pectina, asi como los resultados obte-
nidos después de afiadir glucosa (2,5 X 10~3 M) en distintos momentos
de crecimiento de la bacteria. No hay duda de que no existe actividad
enzimética cuando esta concentracién de glucosa se halla presente en el
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Figura 2. Desarrollo y actividad PG en E. carotovora cultivada en distin-

tos medios: con glucosa, 2,5 X 1073 M (X — X), con 0,2 % de pectina

(® — @) y con la misma concentracién de pectina a la que se afade la

glucosa, después de seis horas (...... ), nueve horas (---), catorce horas
(— .—) y veinticuatro horas ( )

medio desde que se inicia el cultivo de E. carotovora, o cuando su incorpo-
racién al mismo se efectiia transcurridas dos, cuatro y seis horas. Ahora
bien, si la glucosa se afiade a un cultivo de nueve horas y media, catorce o
veinticuatro, puede observarse que casi inmediatamente a esta incorpora-
cién se manifiesta una disminucién brusca de la enzima PG, que desapare-
ce totalmente del medio unas horas después.

Hemos querido conocer la relacién de esta desaparicién de PG con la
asimilacién por la bacteria de la glucosa que se afiade al medio. Para ello
elegimos la experiencia en la que se afiade la glucosa al cultivo de nueve
horas y media y las muestras que se retiran antes y después de la adicion
de glucosa, para determinar en ellas la enzima PG; se utilizan también
para efectuar un andlisis cromatogréfico, cuyo resultado corresponde a la

8
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figura 3. A medida que Erwinia carotovora va desarrollandose, aparecen
en el medio polimeros del dcido galacturdnico de diferente peso molecular,
que también se distinguen junto con la glucosa en el momento en que ésta
se incorpora; a partir de este punto, la glucosa del medio va desaparecien-
do, lo que indica que su consumo es inmediato, a la vez que también des-
aparecen los polimeros del galacturénico, lo que parece indicar que no
s6lo son aprovechados, sino que ademis deja de ser aprovechada la pec-
tina de donde proceden.

Influencia de los aziicares en la actividad PG

Se han tomado de cada uno de los azicares dos concentraciones que
inhiben total o parcialmente la formacién de PG (2,5 X 1073y 1072 M),
probandose su accién sobre un sobrenadante dializado, cuya actividad co-
rresponde a 36,5 mg de 4cido monogalacturénico/ml. En ningin caso se
ha manifestado destruccién de actividad enzimética, obteniéndose en todos
los ensayos valores casi idénticos al control.

DISCUSION ‘ :

La bacteria Erwinia carotovora produce poligalacturonasa cuando se
cultiva en un medio con pectina como tnica fuente de carbono, que actdia
a la vez como agente de induccién. El enriquecimiento de dicho medio con
distintos azdcares puede modificar la biosintesis de la enzima, modifica-
cién que depende tanto de la naturaleza del carbohidato afiadido como de
su concentracion. En general, todos los aziicares probados, con excepcion
de manosa y maltosa, producen un estimulo en la formacién de PG cuan-
do se encuentran en concentraciones bajas, pero al aumentar su molaridad
en el medio determinan una marcada inhibicién en la formacién enzima-
tica, que no se refleja, por el contrario, en el desarrollo bacteriano. Este
comportamiento de E. carotovora puede relacionarse con el de Fusa-
rium oxysporum de las experiencias de Patil y Dimond (11), ya que tam-
bién en este caso la bacteria se adapta al segundo substrato sin fase lag y
asimismo es capaz de utilizar por completo los catabolitos procedentes
del azicar cuando estd en concentraciones bajas, y sélo se manifiesta re-
presion en la sintesis de PG al alcanzar concentraciones que proporcionan
cantidades elevadas de catabolitos. Estas concentraciones varian con los
distintos azicares ensayados, oscilando entre 1072 y 1072 M.
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El hecho de que haya sido la glucosa el aziicar que desde las expe-
riencias de Monod (9) y Gale (3) se ha relacionado més directamente con
la biosintesis de enzimas de induccién, nos ha decidido a centrar este
estudio en su efecto sobre la sintesis de PG. Asi, hemos observado que
cuando Erwinia carotovora se cultiva en presencia de pectina y glucosa,
manifiesta una clara preferencia en la utilizacion de esta tltima, que des-
aparece inmediatamente del medio, segln el analisis cromatografico, y solo
después de haber sido consumida se inicia el consumo de pectina, como
revelan los 4cidos urénicos que aparecen cuando ya no hay glucosa. Resul-
tados andlogos han sido observados por Durham y McPherson (2) en sus
estudios con Pseudomonas fluorescens, ya que este microorganismo ataca
inmediatamente la glucosa, cualquiera que sea el momento en que se afiade
al medio donde se cultiva.

Esta predileccién de Erwinia carotovora para la utilizaciéon de glucosa
influye en la induccion de PG, ya que al afiadir concentraciones superio-
res a 2,5 X 1073 M de dicho aziicar en cualquiera de las fases de creci-
miento que preceden a la formacién de la enzima, dicha formacién queda
anulada y no aparece PG en el cultivo, aunque éste se prolongue hasta
setenta y dos horas. Si la incorporacién de la dosis inhibidora de glucosa
tiene lugar después de que la enzima ha comenzado a formarse y a ser
detectada en el medio de cultivo, podemos observar que coincidiendo con
la inmediata utilizacién de esta glucosa cesa la formacién de PG, que no
sOlo se interrumpe durante el tiempo en que E. carotovora consume
la glucosa, sino que tampoco se recupera después de consumida toda ella.

El mecanismo por el cual ejerce la glucosa este efecto tiene un interés
fisiolégico extraordinario, ya que por ser Erwinia carotovora un microor-
ganismo fitopatdgeno, podria sugerirse una regulaciéon de su patogénesis
dependiente de la composiciéon quimica del huésped. A este respecto, cabe
recordar que Russel (12), en sus experiencias con remolacha sefiala que
el tratamiento previo con glucosa, fructosa o sacarosa aumenta su resisten-
cia hacia Peronospora farinosa, de igual forma que Horton y Keen (5)
hacen notar que cuando el contenido en aziicar disminuye en la cebolla, la
sintesis enzimatica de su patégeno Pyrenochaeta terrestris aumenta, deci-
diendo la aparicién ripida de los primeros sintomas de la enfermedad.
También Wood (13) ha indicado que los tejidos vegetales ricos en carbo-
hidratos son capaces de reducir la produccion de enzimas en algunos de
sus patdgenos.

Tras estas consideraciones, nos atrevemos a sugerir que la interven-

10
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cién de azdcares en la sintesis de poligalacturonasa por Erwinia caroto-
vora puede constituir un factor importante en el curso de la infeccién ve-

getal, una vez que la bacteria ha establecido contacto con el posible
huésped.

RESUMEN

La bacteria Erwinia carotovora sintetiza poligalacturonasa (PG) cuan-
do se cultiva en un medio con pectina como tnica fuente de carbono. El
enriquecimiento de dicho medio con distintos azicares, o bien no modifi-
ca la sintesis de la enzima o, por el contrario, produce un ligero estimulo
o inhibicién, de acuerdo con la concentracién del azicar afiadido.

En presencia de una mezcla de pectina y glucosa, Erwinia carotovora
manifiesta una clara preferencia en la utilizaciéon de glucosa y sélo cuando
ésta es agotada inicia la asimilacién de pectina, con la consiguiente biosin-
tesis de la enzima. Pero si la concentracién de glucosa es superior a
2,5 X 1073 M, su incorporacién al medio de cultivo determina la supre-
sion de sintesis enzimética, y si se aflade una vez iniciada ésta, su brusca
interrupcién.

SUMMARY

Erwinia carotovora synthesizes polygalacturonase (PG) when grown in
a medium with pectin as the sole carbon source. The enrichment of this
medium with different sugars, either does not change the synthesis of the
enzyme or, on the contrary, promotes or inhibits it, according to its
concentration.

In the presence of a mixture of pectin and glucose, Erwinia carotovora
exhibits a strong preference in taking glucose and only when this glucose
is used up, starts the assimilation of pectin followed by the synthesis of
the enzyme. If the glucose concentration is higher than 2,5 X 1073 M,
suppress that synthesis and in the case of being added after the synthesis
has started, it stops suddenly.

11
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CENTRO DE EDAFOLOGIA DE SALAMANCA (CS1C)

ESTUDIOS FISIOLOGICOS EN EL HONGO
HIPERPARASITO DE ROYAS DARLUCA FILUM

[I. Efecto de los factores de crecimiento

POI’

G. NICOLAS

INTRODUCCION

En un trabajo anterior de esta serie (7), estudiando la nutricién car-
bonada y nitrogenada en Darluca filum comprobamos que para obtener
un buen crecimiento habia que afiadir siempre al medio base extracto de
levadura o bien un complejo vitaminico, y que en su ausencia el creci-
miento era minimo. Este fendmeno parecia indicar que D. filum era de-
ficiente para uno o varios factores de crecimiento que no podia sintetizar
y que, por lo tanto, necesita que estos sean aportados al medio de cultivo.

Este fenémeno de insuficiencia para ciertos factores de crecimiento
es bastante frecuente entre los hongos, sobre todo los pardsitos, como
es el caso de Darluca filum, ya que su especializacién por un determinado
huésped puede ser debida a que este huésped sintetice estos factores de
crecimiento necesarios para su desarrollo.

En este trabajo se estudian los requerimientos de factores de creci-
miento en Darluca filum.

MATERIAL Y METODOS

Para este estudio se utiliz6 un cultivo monospérico de Darluca filum
procedente del Centralbureau voor Schimmelcultures, de Baarn (Ho-

Microbio!. Espaii., 22 (1969}, 263. 1
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landa). El microorganismo se mantenia por resiembra cada dos o tres
semanas en tubos inclinados con medio GAE (glucosa, 10 g; asparagina,
1 g; extracto de levadura, 0,5 g; KH,PO,, 0,5 g; MgSO, . 7H,0, 0,5 g;
Fe(SOy);, 0,01 g; agar, 20 g, y agua destilada, 1.000 ml). Para todos los
experimentos utilizibamos medios liquidos cuya composicién era: sales
minerales (medio GAE), glucosa 10 g/1 y asparagina g/1. A este medio
base afiadiamos los siguientes factores de crecimiento: tiamina, biotina,
dcido p-aminobenzoico, nicotinamida, pantotenato de calcio, piridoxina,
iriositol, riboflavina y acido nicotinico; todos a la concentracién de 2 mg/1,
excepto la biotina que se afiadié en una concentracién de mg/1. Este me-
dio era ajustado a pH 6,0 con NaOH o HCI, en un pHmetro Beckman.
100 ml de este medio se afiadian en matraces de Erlenmeyer de 300 ml,
lavados previamente con una mezcla crémica. El inéculo se hacia a partir
de una suspensién de micelio que lavdbamos varias veces con agua des-
tilada estéril para eliminar los posibles factores de crecimiento que se pue-
dan arrastrar del medio GAE donde manteniamos los cultivos.

Los cultivos se mantenian siempre en agitacién a 28 °C. El periodo
de incubacién era de doce dias, al cabo de los cuales se determinaba el
crecimiento por peso seco del micelio. Todos los resultados son la media
de, al menos, tres experimentos.

En los estudios preliminares prepardbamos varios medios: uno, con
todas las vitaminas afiadidas, otro, sin ninguna y una serie en la que co-
locabamos todas las vitaminas menos una, que omitiamos. En estudios
posteriores utilizdbamos medios con tiamina y biotina, con tiamina sola
y con biotina sola. Para el estudio de la concentracién 6ptima de tiamina
estableciamos un gradiente que iba desde 0,002 mg/1 hasta 600 mg/1.

Las sales minerales y la glucosa del medio basal se esterilizaban en
autoclave durante veinte minutos, a 110 °C. La asparagina y las solu-
ciones de vitaminas se esterilizaban por filtracién con filtros Eka y eran
afiadidas asépticamente al medio base.

RESULTADOS Y DISCUSION

Fueron utilizadas nueve vitaminas, todas ellas del complejo B, no uti-
lizdndose otras aparte de éstas porque, segin Lilly y Barnett (6), los facto-
res de crecimiento mas a menudo requeridos por los hongos pertenecen
al complejo vitaminico B. Los resultados pueden verse en las figuras 1-2.



Vitamina omitida

Peso seco, mg

Todas 611 :"I
Tiamina 66,7
Biotina 260,2 ‘ |
A. p-aminobenzoico 325.8 1
Nicotinamida 330,6 1
Pantotenato calcico 334,3 1
Piridoxina 336,5 1
Ninguna 340,2 1
Inositol 3565 1
Riboflavina 3583 1
Acido nicotinico 364,7 J
T T T Al
100 200 300 400
Vitamina afadida Peso seco, mg
Ninguna 61,1 ]
Biotina 170,5 ]
Todas 340,2 1
Tiamina 356.3 1
Biotina 4 Tiamina 3858 ]
L) L) L T
100 200 300 400

Figuras 1-2. Factores de crecimiento en Darluca filum
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El hecho de que aparezca algin crecimiento en el control sin vitaminas,
puede ser debido a una contaminacién de la glucosa o la asparagina; de
todas formas, este crecimiento cesa pronto, que es lo que verdaderamen-
te indica una deficiencia para un determinado factor de crecimiento, ya
que segiin Barnett y Lilly (1), la total deficiencia no queda establecida
por la ausencia o por un minimo crecimiento, sino por el hecho de que
el crecimiento cese pronto.

a) Requerimientos de tiamina

En todas las pruebas que hicimos omitiendo la tiamina del medio de
cultivo, observdbamos que el crecimiento era muy pobre, semejante al
obtenido en el control sin vitaminas; el crecimiento se detiene a los pocos

dias, lo que nos da una idea de la deficiencia total de Darluca filum para
esta vitamina.

En un experimento posterior prepardbamos un medio en el que la
Unica vitamina afiadida fue la tiamina, y observibamos que se producia
un crecimiento incluso superior al obtenido con todas las vitaminas, aun-
que como veremos después, una adicion de biotina a este medio aumen-
taba el crecimiento. Casos de deficiencia total de tiamina analogos al ob-
servado por nosotros con Darluca filum son frecuentes en la literatura.
Leben y Keitt (5), estudiando la nutricion de Venturia inaequalis, en-
cuentran una marcada deficiencia para tiamina; a los mismos resultados
llegan Swartz y Georg (9) trabajando con Trichophyton tonsurans, y Erwin
y Katznelson (4) con Phytophthora cryptogea.

Una vez establecida la deficiencia total de Darluca filum para tiamina,
tratamos de estudiar su concentracién Optima. Se establecieron una serie
de medios con cantidades crecientes de tiamina y se encontré que segin
ibamos aumentando la cantidad de tiamina también aumentaba el creci-
miento, hasta llegar a la concentracién de 200 mg/1, en que una mayor
cantidad de tiamina ya no aumentaba el crecimiento, permaneciendo éste
mds o menos estable (figura 3). Como puede apreciarse, el requerimiento
de tiamina es muy grande y podria tener relacién con el fenémeno de

4
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hiperparasitismo observado en este hongo, ya que segiin Shigo y colabo-
radores (8), la ausencia o presencia de un determinado factor de creci-
miento en el huésped puede variar el grado de parasitismo.

- /

200

100 K

0002 Q02 Q2 2 20 200 400 600

Figura 3. Concentracion dptima de tiamina

b) Requerimiento de biotina

>

En los medios en que la biotina era omitida observdbamos que el cre-
cimiento, aunque bueno, siempre era inferior al obtenido con todas ellas
u omitiendo alguna a excepcion de la tiamina. Para comprobar si la de-
ficiencia era total o simplemente una deficiencia parcial, prepardbamos un
medio en el que la Unica vitamina afiadida era la biotina (figuras 1-2)
y otro medio con tiamina + biotina; se observaba que en el medio con
biotina solo el crecimiento era bastante malo, y que al ponerla con tia-
mina el crecimiento era superior que cuando la tiamina iba sola. Estos
resultados parecen indicar que Darluca filum tiene s6lo una deficiencia
parcial para biotina. Este es un fenémeno bastante frecuente en los hon-
g0s, ya que casi siempre las deficiencias para tiamina y biotina van juntas.
Barnett y Lilly (2) dan una lista de hongos en la que la deficiencia total
o parcial de biotina va acompafiada por una deficiencia total en tiamina.

5
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¢) Requerimiento de otros factores de crecimiento

Con las restantes vitaminas no observdbamos ningln efecto beneficio-
so en el crecimiento, ya que en los medios en que se omitia alguno de
estos factores de crecimiento, el desarrollo era casi el mismo que con
todas las vitaminas. En algunos de los medios ensayados observdbamos
que el crecimiento aumentaba con respecto al medio que llevaba todas
las vitaminas; esto ocurria cuando omitiamos el inositol, riboflavina y el
acido nicotinico. Esto pudiera ser debido a que estas vitaminas tuvieran
un efecto téxico en el crecimiento. Un fendmeno parecido a éste es el
descrito por Beckman y Riker (3): trabajando con Chalara quercina en-
cuentran que si quitaban la riboflavina del medio, el crecimiento aumen-
- taba.

A la vista de estos resultados podemos decir que Darluca filum se
comporta respecto a los factores de crecimiento como un hongo paréasito
tipico.

RESUMEN

Este trabajo muestra el efecto de los factores de crecimiento en el
desarrollo de Darluca filum. Este hongo parece ser completamente defi-
ciente para tiamina, mientras que sblo es parcialmente deficiente para
biotina. Se estudia también la concentracién Optima de tiamina. Inositol,
riboflavina y 4cido nicotinico parecen tener un efecto téxico sobre el cre-
cimiento de D. filum.

SUMMARY

This article shows the effect of the growth factors in the nutrition of
Darluca filum. This fungi seems to be completely deficient for thiamine,
whereas it is only partially deficient for biotin. The optimal concentration
of thiamine is also studied. Inositol, riboflavin and nicotinic acid seems
to have a toxic effect in the growth of D. filum.

6
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FACULTAD DE CIENCIAS DE LA UNIVERSIDAD DE BARCELONA
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA

INFLUENCIA DEL INOCULO EN EL CRECIMIENTO
DE CITROBATER INTERMEDIUM C,
EN CULTIVO DISCONTINUO

por

R, CLOTET

Citrobacter intermedium C, acumula aminoécidos durante el crecimien-
to en un medio con sal aménica como Unica fuente de nitrégeno (2). Al
estudiar las condiciones de cultivo que resultan mas favorables para la
segregacion de aminodcidos se llegd al conocimiento de que el crecimien-
to total no es independiente del indculo, contrariamente a lo previsto en
la ecuacion general del crecimiento bacteriano (3).

En el presente trabajo se examina cuantitati\:amente la relacién entre
el inéculo, el crecimiento total y la velocidad de multiplicacién en la re-
ferida cepa bacteriana.

1. MATERIAL Y METODOS
1,1. Medio de cultivo

Constituido por glucosa (20 g/1), CINH, (14 g/1), POHK (1 g/1),
SOMg (0,5 g/1) y COsCa (5 g/1) esterilizado separadamente (medio M1-
14) (3).

Microbiol. Espad., 22 (1969), 271. 1
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El inéculo se prepara con el mismo medio o en otro cuya concentra-
cién de cloruro aménico es de 7 g/1 (medio M1). En ambos casos no se
utiliza carbonato célcico para estabilizar el pH del medio.

1,2. Medida de crecimiento

Por peso seco del residuo celular a 105 °C (3).

1,3. Condiciones de crecimiento

Se ha realizado en tubos de 20 X 200 mm, conteniendo 10 ml de
medio, incubado a 30 °C, y con una agitacion cada doce horas que su-
ponga un coeficiente de transporte de oxigeno de 0,07 mM/l min (3).

En todos los casos, el indculo se incuba cuarenta y ocho horas a 30 °C.
La cantidad de material celular inoculado se expresa en gramos de peso
seco/litro de desarrollo, y se llama iniciador.

2. RESULTADOS

Curvas de crecimiento obtenidas con distintos iniciadores preparados
en medios M1 y M1-14 se tabulan en los cuadros 1-2.

Por crecimiento previo en agar-M1 y en frasco de Roux (noventa y
seis horas a 30 °C) se ha preparado una suspensién en Ringer 1/4 de
Citrobacter intermediuni C;. 5 ml de esta suspensién sirven de indculo
(380 X 1073 a medio M1-14 elaborado previamente de tal forma que
los componentes establecidos para los 10 ml estén contenidos en 4 ml,
afiadiendo a continuacién 1 ml con la suspension de carbonato célcico co-
rrespondiente. El crecimiento obtenido se da en el cuadro 1.

A las setenta y dos horas se centrifuga y esteriliza el sobrenadante por
filtracién. Este medio es practicamente M1-14 debido al escaso crecimien-
to, pero ha estado en contacto con una abundante masa de Citrobacter
intermedium C; durante setenta y dos horas.

Se realiza un subcultivo, en las condiciones tipo descritas, en este
medio y en medio M1-14. El iniciador usado ha sido de 0,92 X 1073 g/I,
y los resultados obtenidos estan tabulados en el cuadro 3.

2
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Cuadro 1.

Crecimiento (expresado en g/l de peso seco) de C. interme-
dium C; en medio M1-14 con carbonato, con iniciadores distintos prepa-
rados en medio M1

Iniciador
Horas
0,3%107® [1,04% 107 | 1,1x 107 | 1,53 107 | 3,82 1072 | 380 10*

24 0,300 0,240 0,400
48 0,450 0,440 0,460 0,400 0,270
72 0,450
96 0,535

120 0,590 0,580 0,560 0,510

168 0,580 0,625 0,640 0,470

Cuadro 2. Crecimiento (expresado en g/l de peso seco) de C. interme-

dium C; en medio M1-14 con carbonato, con iniciadores distintos prepa-
rados en M1-14

Iniciador
Horas
0,06 107 | 0,61 107%| 0,82 107 {1,02x 107*| 1,1x107* [2,14%x10™*
24 0,220 0,280 0,225 0,210 0,245 0,240
48 0,500 0,515 0,430 0,320 0,440 0,310
96 0,450 0,500 0,535 0,420
120 0,550 0,460
168 0,610 0,585 0,570 0,500
(144 h)
192 0,645 0,580
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Cuadro 3. Crecimiento (expresado en g/l de
peso seco) de C. intermedium C; en M1-14
que previamente ha contenido su material

celular
Crecimiento en
.. M1-14 incubado
Horas Crecimiento | [con material celular
en M1-14 normal |"ge ¢ intermedium
G
24 0,280 0,010
72 0,415 0,020
144 0,520 0,130

3. DISCUSION

De los cuadros 1-2 se deduce que sistematicamente un iniciador mds
alto produce un crecimiento menor, sea en el valor obtenido o en la ve-
locidad.

Durante la fase logaritmica:

Xn

log
Xo
R=——— (&
tlog2

Xn, nimero de bacterias después de n generaciones; Xo, nimero de
bacterias iniciales; n, niimero de generaciones, y R, velocidad de multi-
plicacién.

En el supuesto de que la masa de la bacteria permanece constante en
el intervalo estudiado, se puede substituir la relacién de nimero por la
de masas, por lo que (k) se expresara:

Mn

log
Mo
R=——1-— (k)
tlog 2

Con los datos de los cuadros 1-2 y (k') se han calculado los valores
de R consignados en los cuadros 4-5.

4
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Mn
log -
Cuadro 4. Velocidad de multiplicacion —“——23— de C. intermedium
og
C; en medio M1-14 con carbonato con masa inicial distinta preparada

en M1

Iniciador (Mo)

Horas
x 1072 l 0,3 l 1,04 1,1 I 1,53 3,82 380

24 0,317 0,249 0,0029
48 0,220 0,182 0,181 0,162 0,128

72 0,0035
96 0,093
120 0,091 0,076 0,071 0,059
168 0,065 0,057 0,054 0,0018

log Mn
Cuadro 5. Velocidad de multiplicacion W)—%’—— de C. intermedium
C; en medio M1-14 con carbonato con masa gz"nicial distinta preparada
en MI1-14
Iniciador (Mo)
Horas
%1073 0,06 0,61 0,82 1,02 1,1 2,14

24 0,493 0,370 0,338 0,320 0,325 0,284
48 0,270 0,202 0,188 0,173 0,180 0,149
96 0,134 0,101 0,093 0,080
120 0,078 0,073

168 0,079 0,059 0,062 0,047

(144 h)
192 0,050 0,048
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Las figuras 1-2 permiten admitir que las funciones R = f (t) en am-
bos casos se rectifican utilizando coordenadas logaritmicas. Las curvas
obtenidas poseen todas aparentemente la misma pendiente, con distinta
ordenada en el origen que depende del indculo.

0.4 -
0,3 4 p

N \

! . \

0,2 1 \a

0,1 ]

4 N\ -3
0,05 1 \\‘\ OS5
N \— :"I x )l((llb'3

\"»,\\wl,53xl0'3
~——3,82x1073-

Valocidad de multiplicocidn

-

24 a8 9% 168 h

Figura 1. Velocidad de multiplicacion de C. intermedium

C; en medio M1-14, con carbonato, con masas iniciales pre-

paradas en M1, en funcién del tiempo, expresadas las varia-
bles en coordenadas logaritmicas

R = f (t) toma, pues, en el intervalo estudiado la expresion:
logR = a + «alogt(m)
Para confirmar su aparente paralelismo se han determinado los res-

pectivos valores de « y el posible grado de significacion entre las dos series
(cuadro 6).
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Figura 2. Velocidad de multiplicacién de C. intermedium C;

en medio MI1-14, con carbonato, con masas iniciales prepa-

radas en M1-14, en funcién del tiempo, expresadas las va-
riables en coordenadas logaritmicas

Cuadro 6. Valores o para las distintas curvas de las figuras 1-2

Figura 1 Figura 2
(Iniciador en M1) (Iniciador en M1-14)

Mo o Mo o
0,30 x 1073 — 0,973 0,06 x 1073 — 0,940
1,04 x 1073 — 0,926 0,61 x 107* — 0,943
1,10 x 1073 — 0,948 0,82 x 107 — 0,912
1,53 x 107 — 0,942 1,02 x 107? — 0,917
3,82 x 107? — 0,895 1,10 x 107 — 0,925

2,14 x 107 — 0,925

Para los 9 grados de libertad existentes, el valor hallado (0,703) es el
valor de t correspondiente a una probabilidad del 50 %. Las dos series de
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valores de « se hallan en una misma ecuacién empirica. En consecuencia,
la concentracién de cloruro aménico sobre la que se ha obtenido el ini-
ciador, no ejerce ninguna influencia sobre la pendiente de la ecuacién que
describe el crecimiento de Citrobacter intermedium C; en M1-14.

Se toma para el valor de « de (m) el promedio de las dos series (cua-
dro 6): o« = —0,93.

Con lo cual:

logR =a—0,93logt
o bien:

! R = Aton

. siendo A = 102

a es una constante (ordenada en el origen) que depende del inéculo, es
decir, de la masa bacteriana inicial (Mo).

Intentando encontrar una posible relacién entre a y Mo se han deter-
minado los distintos valores de a para cada Mo, ya que en cada caso:

a =log R—0,93 log t

0,03 -
°
0,02 4 o
—~%e0 O
.\O~
<
2 0,011 .
H 1 : —_
H +\A
S 0006 +
S o
0,005 \+~$Ai£\~ +
0,004
0,003
0,002
0,06 O} " 03 06081 2 3 4 x10°gn

Masa bacteriana inicial

Figura 3. Influencia del iniciador sobre la velocidad de crecimiento. Constante A

en funcién de la masa bacteriana inicial para las veinticuatro y cuarenta y ocho

horas de crecimiento de C. intermedium C; en M1-14, con carbonato, con ini-

ciadores desarrollados en M1 y M1-14. Iniciador en M1: 0,24 h; A, 48 h. Inicia-
dor en M1-14: @, 24 h; +, 48 h.
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Se ha calculado la ordenada en el origen tomando los valores corres-
pondientes a las veinticuatro y cuarenta y ocho horas. Expresando grafi-
camente los valores de A en funcién de Mo para las dos series en coorde-
nadas logaritmicas se observa una funcién lineal (figura 3). Se han incluido
los valores de A a las veinticuatro y cuarenta y ocho horas para comprobar
cuidadosamente la total superposiciéon de valores en las dos series, ya que
a las veinticuatro horas los datos son escasos. Comprobada esta total iden-
tidad, se toma como ordenada en el origen los valores de A a las veinticua-
tro horas y ademas se observa que de forma general el fenémeno es inde-
pendiente del medio en que se ha desarrollado el indculo.

Por tanto, para Citrobacter intermedium C; el crecimiento en M1-14
iniciado con un indculo desarrollado indistintamente en M1 6 M1-14, y
entre las veinticuatro y ciento sesenta y ocho horas, vendrd dado por el
sistema:

R t0% = A
AMo  =kx| @
siendo y la pendiente de la ecuacién de la figura 3.
El valor de y viene dado por:
log A =1log K + y log Mo
y tomando los valores correspondientes resulta

y=—0,153 y K=093

El sistema de ecuaciones (n) se transforma en:

R Mo %158 ¢ 08 = (0,039 (p)

relacién general, vélida para el crecimiento de Citrobacter intermedium C;,
en M1-14 entre las veinticuatro y ciento sesenta y ocho horas.

La ecuacién (p) permite llegar a la conclusiéon de que la velocidad de
multiplicacién R de Citrobacter intermedium C; creciendo en M1-14 con
carbonato disminuye con el valor del in6culo y con el tiempo de incuba-
cién, en ambos casos en forma potencial. De hecho, R sélo puede dismi-
nuir si la fraccién de bacterias que se divide es cada vez mas pequeiia, si

9
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el tiempo absoluto de divisién es cada vez mayor o si la fraccion de célu-
las que mueren o se hacen inviables es cada vez mayor. Las tres posi-
bilidades son, desde el punto de vista operativo, equivalentes, pero todas
ellas concordantes con la presencia de una substancia téxica en el medio
cuya concentracion sea proporcional al nimero de bacterias presentes en
cada instante y al tiempo de permanencia de estas bacterias en el medio.
Esta interpretacion viene confirmada por el efecto inhibidor obtenido con
un medio filtrado en el que previamente se ha incubado una cantidad sufi-
cientemente grande de células para que practicamente no haya crecimiento
(cuadro 3). El efecto de Mo y t sobre la velocidad de multiplicacion es
entonces independiente de la presencia misma de las células y por tanto
consecuencia de un factor toxico liberado al medio.

Examinando la curva de crecimiento durante los valores de t para los
que se ha verificado (p), puede observarse que comprenden la fase loga-
ritmica y la transicién a la estacionaria. Entonces cabria pensar en la posi-
bilidad de que la ecuacién (p) tenga un caracter mucho més general, repre-
sentando la expresion matematica de la fase de transicién en funcién de
substancias téxicas como causas del paro del crecimiento en el cultivo
discontinuo.

La influencia del tamafio del inéculo sobre el tiempo medio de gene-
racién y el crecimiento total ha sido considerado recientemente por varios
autores, sobre la base de la formacién de substancias inhibidoras solubles.
Tal es el caso del modelo de Ramkrishna (5) para cultivo continuo y dis-
continuo, si bien posteriormente incluye ademds la influencia del metabo-
lismo endégeno (6). Las substancias inhibidoras del crecimiento pueden
producirse como consecuencia de un medio de crecimiento con algin com-
ponente en proporcién desequilibrada frente a las necesidades nutritivas
del organismo (6).

Horvath (4), estudiando las condiciones de crecimiento de Bacillus
subtilis 168 encuentra que el tamafio del indculo aumenta el tiempo de
generacién y disminuye el crecimiento total, como ya habian sefialado
Burkholder y Giles (1). Las curvas que relacionan el tiempo de generacion
en funcién del tiempo de cultivo para distintos inéculos consignados por
Horvath son superponibles a las 1-2, si bien se refieren a una escala de
tiempos mucho mds pequefia.

10



Inéculo y crecimiento de C. intermedium en cultivo discontinuo 281

RESUMEN

En Citrobacter intermedium C; que acumula aminoacidos durante el
crecimiento en un medio con sal amdnica como tnica fuente de nitrégeno,
se observa que el crecimiento total, C, y la velocidad de multiplicacion, R,
no es independiente del inéculo, Mo.

Se realizan varias determinaciones de C por peso seco con distintos Mo,
ya sea en medio de crecimiento e indculo, glucosa-sales amonicas, con
7 g/1 de cloruro aménico, 6 14 g/1.

Los valores de R son funcién logaritmica del tiempo de incubacién, t,
y con un valor de « en coordenadas semilogaritmicas independiente de la
concentracién de cloruro aménico en el que se ha desarrollado el indculo.
Por otro lado, la ordenada en el origen de R = f (1), A, es, a su vez,
funcidn logaritmica de Mo e independiente de la concentracién de cloruro
amoénico en el medio de desarrollo del indculo.

De todo ello se deduce la ecuacion:

R M00,153 1093 = 0,039 (p)

valida para el crecimiento de Citrobacter intermedium C; en medio glu-
cosa/sales amonicas entre las veinticuatro y ciento sesenta y ocho horas,
siendo independiente de la concentracién de cloruro aménico en el me-
dio de indculo.

La disminucién de R al aumentar Mo puede explicarse por la presen-
cia de una substancia téxica en el medio cuya concentracién sea propor-
cional al namero de bacterias presentes en cada instante y a t. Se confirma
esta hipdtesis por el efecto inhibidor obtenido con un medio filtrado en el
que previamente se ha incubado una cantidad suficientemente grande de
células para que practicamente no haya crecimiento. La ecuacién (p) pue-
de ser la expresién matematica de la fase logaritmica y de transicion a la
estacionaria en presencia de substancias téxicas que determinen el paro del
crecimiento en cultivo discontinuo.

SUMMARY

Citrobacter intermedium C, what accumulates amminoacids during the
growing in glucose-amonium salts medium, hasn’t the total growth (C) and
the multiplication rate (R) independent of the inocula (Mo). Different
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determinations of C was doing at different Mo developed in glucose-
ammonium salts medium, as at 7 g/l as 14 g/1 NH,Cl.

The R values are logarithmic function of the incubation time (t), and
with the « value, in semilogarithmic coordinate axes, independent of the
ammonium salt in the inocula. On the other hand, the origin ordinate
of R =f (t), A, is also logarithmic function of Mo and independent of
the ammonium salt in the medium of inocula. It can put in the mathe-
matical expresion:

R . M00,153 1093 = 0’039 (p)

valid for the growing (between 24 and 168 hours) of Citrobacter interme-
dium C; in glucose-ammonium salts medium.

(p) suggests the presence of toxic substances in the medium, propor-
tional to the total number of bacteria and t. It’s confirmed for the inhibitor
effect obtained with a filtered medium incubated previously with a big
number of microorganisms. (p) can be also the ecuation what describes
the logarithmic and stationary phase by action of toxic substances what
would determine the stop of growing in discontinuous culture.

BIBLIOGRAFIA

. BURKHOLDER, P. R., y GILES, N. H. 1947. Am. J. Botany, 34, 345.

. CLOTET, R.; GUINEA, J., y PAREs FARRAs, R. 1968. Microbiol. Espaifi., 21, 155.

. CLOTET, R.; GUINEA, J., y PARES-FARRAS, R. 1969. Rev. Espaii. Fisiol., 25, 41.

. HorvaTH, S. 1967. J. Gen. Microbiol., 48, 215.

RAMKRISHNA, D. 1965. Models for the dinamics of microbial growth. Ph. D.
Thesis. University of Minnesota, Minneapolis.

6. RAMKRISHNA, D.; FREDRICKSON, A. G., y TsucHiva, H. M. 1966. J. Gen. Appl.

Microbiol. (Tokyo), 12, 311.

bW =

12



II CONGRESO NACIONAL DE MICROBIOLOGIA

Se ha celebrado este Congreso en Madrid, en la sede del Consejo Su-
perior de Investigaciones Cientificas, durante los dias 20 a 22 de noviem-
bre; fue organizado por la Sociedad de Microbidlogos Es pafioles y el Ins-
tituto “Jaime Ferrdn”, de Microbiologia, y presidido por el Dr. Gonzalo
Urgoiti, Presidente de la Sociedad. Se pronunciaron cuatro conferencias,
a cargo de los profesores Rafael Gémez Lus (Universidad de Zaragoza),
Gonzalo Piédrola Gil (Universidad de Madrid), Julio Rodriguez Villanueva
(Universidad de Salamanca) y Lorenzo Vilas Lépez (Universidad de Ma-
drid), y se presentaron mas de un centenar de comunicaciones, distribuidas
en las secciones siguientes: Fisiologia Microbiana y Biologia Molecular,
Virus, Microbiologia General, Inmunologia y Microbiologia de Patdgenos,
y Antibidticos.

La Secretaria del Congreso ha recogido en una publicacién los rest-
menes de las conferencias y comunicaciones.

JUNTA DIRECTIVA DE LA SOCIEDAD

El dia 22 de noviembre, dentro del marco del Congreso anterior, se
celebré una Asamblea General de la Sociedad de Microbidlogos Espafioles
en la que se llevd a cabo el escrutinio de los votos recibidoes para la reno-
vacién parcial reglamentaria de la Junta Directiva. Como resultado de la
eleccion, la Junta ha quedado constituida de la siguiente forma:

Presidente: Dr. Gonzalo Urgoiti Somovilla
Vicepresidente: Prof. Agustin Pumarola Busquets
Secretario: Dr. Julio Pérez Silva

Tesorero: Dr. Enrique Feduchy Marifio
Bibliotecario: Dr. Alvaro Zugaza Bilbao

Vocal: Prof. Vicente Callao Fabregat

Vocal: Dr. Andrés Chordi Corbo
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TECNICAS DE MICROSCOPIA ELECTRONICA EN BIOLOGIA, por
Rafael Gonzdlez-Santander. 1969. Aguilar, S. A. de Ediciones, Ma-
drid. XL + 666 paginas y 102 ilustraciones.

La Microscopia Electrénica se ha convertido, sin duda, en una de las
técnicas auxiliares mas eficaces para la investigacién en campos tan dis-
pares como la Metalurgia, Fisica y Quimica y la Biologia; en esta Gltima,
donde se centra fundamentalmente el libro del Dr. Gonzélez-Santander,
gracias a las nuevas técnicas de preparacién de materiales, se ha conse-
guido un extraordinario desarrollo. Todas estas técnicas son descritas con
extraordinaria minuciosidad, lo que hace que la obra sea de gran interés
préctico para todos aquellos que se dediquen a estos problemas.

El libro estd dividido en seis capitulos y tres apéndices. En el primer
capitulo, o introduccién, se pone de manifiesto la importancia de la Mi-
croscopia Electrénica en Biologia, una relacién de todos los microscopios
electronicos instalados en Espafia y algunos datos sobre el desarrollo de
la investigacién ultraestructural en nuestra patria. En los demds capitulos
se estudia ordenadamente el proceso de tratamiento de los materiales, des-
de la toma de muestras hasta el momento de la observacion al microsco-
pio electrénico. La dilatada experiencia del autor en este campo, hace que
describa hasta los mas minimos detalles de los métodos, pues sabe la gran
importancia que éstos tienen, y todo ello con la maxima claridad de expo-
sicién que, ademds, ayuda con numerosos gréficos, por lo que resulta un
manual imprescindible para el que quiera adentrarse en el campo de la
Microscopia Electrénica en Biologia.

M. RUBIO-HUERTOS

%

MYCOPLASMA DISEASES OF MAN (Compendio de los trabajos pre-
sentados al Simposio Internacional de Reinhardsbrunn Castle, 2-6 de
octubre de 1968). Directores: Martin Sprossig y Wolf Witzleb. 1969.
Veb Gustav Fischer Verlag, Jena. 356 péginas y 66 ilustraciones.

Las enfermedades producidas por micoplasmas en el hombre tienen
cada dia mayor importancia clinica, ya que gran parte de las enfermeda-
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des atipicas del aparato respiratorio y del urinario son producidas por
ellas, y sobre todo si tenemos en cuenta que la mayoria de los micoplas-
mas son resistentes a muchos de los antibidticos empleados corrientemente.

Los trabajos de este simposio son todos de directa aplicacién clinica
y por ello creemos que sean de gran utilidad al especialista, en particular
para aquellos servicios hospitalarios donde, dado un ndmero de pacien-
tes elevado, se presenten con frecuencia casos de estas enfermedades ati-
picas y rebeldes a los tratamientos convencionales.

M. RUBIO-HUERTOS

ASPECTOS MICROBIOLOGICOS DE LA HIGIENE DE LOS ALI-
MENTOS. Informe de un Comité de Expertos de la OMS reunido con
participacion de la FAO. 1968. Organizacién Mundial de la Salud,
Serie de Informes Técnicos, nim. 399, Ginebra. 71 paginas.

Después de exponer los dltimos adelantos realizados en microbiologia
de los alimentos, especialmente en materia de salmonelas, Clostridium bo-
tulinum y otras bacterias, virus y rickettsias, el informe estudia las mico-
toxinas y los parasitos animales de importancia desde el punto de vista
de la higiene de los alimentos.

En la parte del informe correspondiente a la tecnologia de la higiene
de los alimentos, se exponen los diferentes métodos de conservacion y se
sefialan los riesgos inherentes a una elaboracion o un envase defectuosos,
dedicando especial atencién a los articulos que pueden ser particularmen-
te peligrosos, por ejemplo, la carne y sus derivados, los alimentos prepa-
rados y listos para el consumo, pero sin esterilizar, y los productos crudos.

Finalmente se formulan recomendaciones sobre los métodos de mues-
treo y de laboratorio, y sobre el establecimiento de normas microbioldgi-
cas para alimentos. El informe termina con una lista de recomendaciones
sobre los estudios que conviene emprender. En forma de anexo se ha in-
cluido una seleccién bibliografica sobre microbiologia de los alimentos.

‘En resumen, un manual prictico de gran interés para los cultivadores
de este campo de la Higiene.
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