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NOS HEMOS SUPERADO

EPICiRCH

LA REVOLUCION DE, LA CITOMETRIA DE FLUJO

Hace algunos afios COULTER introdujo et EPICS-C, el citébmetro
de flujo més pequedio y facil de utilizar. Después de 7 afios de
experiencia y mas de 500 instalaciones en todo el mundo,
COULTER se supera introduciendo el EPICS-CS: el &cell sorter»
mads réapido, sencillo, compacto y econdémico del mercado, que
une a las caracteristicas del EPICS-C una mayor capacidad de
memoria y andlisis, impresora grafica de alta resolucién y gran

sencillez de manejo.

Si todavia piensa que la Citometria de Flujo es una técnica cara para su laboratorio, '

CONSULTENOS.

COULTER

Polig. Ind. «La Fuensantay - Parcela 11 '@
Teléfono: 645 30 11, MOSTOLES {Madrid) "

ERICS DMISION

OF OORNTER CORPORATION. HIALEAH FLA
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/Nos complacemos en poner a su disposicion la Microbiologia se componen de un ordenador central
_ solucion informatica mds acorde con sus necesidades, tipo TOWER {con Sistema Operativo UNIX},
./ desde la configuracion més sofisticada y potente hasta  Impresara, Codigo de Barras y hasta 64 terminales
la més versatil ¥ funcional. Nuestros programas  con lapices lectores. El ordenador Central puede
para gestion integrada de Laboratorios de  tener, desde 150 MB hasta 9 Giga-bytes. \
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MICROBIOLOGIA SEM 6 {1990), 51-64 MINIREVIEW

Genetics of lactic acid bacteria with special reference
to lactococci

Ana Rodriguez '* and Daniel Ramén Vidal ®

! Instituto de Productos Licteos de Asturias. CSIC. Cria. de Infiesto, sfn. 33300 Villaviciosa. Asturias. Spain.
2 nstinuro de Agroguimica y Tecnologia de Alimentos. CSIC. Jaime Roig, 11. 46010 Vafencia. Spain.
(Received June 22, 1990).

Summary

Lactic acid bacteria play an important role in the manufacture of fermented foods. Genetic stu-
dies have made these microorganisms, particularly lactococei, accessible to genetic manipulation.
The instability of key metabelic traits of lactococei has been explained by the presence of plasmid
DNA species. Most genetic interest has been focused to solve the quoted instability and the sensiti-
vity to bacteriophage infection. At the same time, gene transfer systems have been developed and
specific genes with commercial significance have been identified and cloned. Lactic acid bacteria
can be also used as production organisms of heterologous proteins, . g. chimosin, lysozyme.

Key words: lactic acid bacteria, plasmid, gene cloning,

Resumen

Las bacterias ldcticas juegan un papel importante en la elaboracién de alimentos fermentados.
La manipulacidén genética de estos organismos, y en particular de los lactococos, es posible gracias a
los estudios genéticos realizados. La presencia de pldsmidos explica la inestabilidad de las caracte-
risticas metabdlicas vitales de los lactococos. El mayor interés genético se ha enfocado en la cita-
da inestabilidad y la senstbilidad a la infeccién por bacteriofagos. Al mismo tiempo, se han desarro-
llado sistemas de transferencia genética y se han identificado y clonado genes especificos de interés
comercial. Las bacterias ldcticas puedea ser utilizadas también como organismos de produccién de
proteinas heterélogas, tales como quimosina y lisozima,

Introduction

The term «latic acid bacteria» emerged at the beginning of this century. A definition as gram-
positive group of microaerophilic genera whose main fermentation product from carbohydrates is
lactate, was given by Orla-Jensen (1931). Nowadays, lactic acid bacteria (LAB) comprise cocei
(Streptococei, Pediococci, Leuconostocs) and rods (Lactobacillae and Bifidobacteria) (25, 45).

{*) Corresponding author.
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The species of the genera Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus and Streptococcus are phy-
logenetically related as shown by oligonucleotide cataloging of their 165 rRNA, forming a super-
cluster within the so-called «Clostridia sub-branch» (107). Recently, the lactic streptococei or group
N streptococci were transferred to the genus Lactococcus (97, 98). Phenotypic differences among
strains of this group allow to distinguish two subspecies of interest for food industry: L. lactis subsp.
Iactis and L. lactis subsp. cremoris. The citrate-fermenting lactococci, formely S. lactis subsp. dia-
cetylactis (26) no longer have subspecies status (81, 98).

LAB sensu stricto are members of the indigenous flora of the raw material of food and are
used in food technology as starter cultures. They perform an essential role in the production and/or
preservation of wholesome foods inciuding a great number of milk-derived products, fermented ve-
getables, bakery products, fermented animal feed, fermented meats, ete. (108).

The main function of LAB in food fermentations is one of acidification resulting form conver-
sion of carbohydrates (mainly lactose) to lactate. The rapid production of lactic acid inhibits the
growth of most undesirable spoilage microorganisms and food pathogens.

The great demand of stable starter cultures for food fermentation processes determine the
need to obtain new and improved strains in order to perform lactic fermentations in an efficient and
predectible way. In this regard, genetic studies have been mainly directed to the group N of strepto-
cocel, to a lesser extent to lactobacilli, and have been very limited in Leuconostocs and Pediococci.
Throughout this review we will put an emphasis on the role of LAB involved in the manufacture of
dairy products due to the availability of literature on this subject.

Plasmids in lactic acid bacteria. Functional propetties

LAB contain an unusually large complement of plasmid DNA. Most of them are cryptic, ie.
their functional properties have not been elucidated yet (15), but the main industrially important
parameters of lactic starter cultures, bacteriophage resistance, lactose, citrate and protein metabo-
lism, are all encoded by plasmid DNA, which is easily lost in many strains (see Table 1). The spon-
taneous loss of these metabolic properties observed in these bacteria was correlated to the presence

TABLE 1
SOME METABOLIC FUNCTIONS LINKED TO
PLASMID DNA IN LACTIC ACID BACTERIA

Sugar melabolism:

— Lactose.

— Glucose.

— Mannose.

— Galactose.

— Sucrose.

— Xylose.
Proteinase activity.
Citrate metabolisn.
Bacteriophage resistance.
Production of antagonic compounds:

— Nisin.

— Diplococcin.

— Bacteriocins.
Resistance to nisin.
Exopolymer production.
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TABLE 2
PLASMIDS CARRYING LACTOSE UTILIZATION AND/OR PROTEINASE GENES
Lac Prt Lac/Pst Reference

Lactococcus lactis C2 30 Md 18 Md 50
L. actis ML3 33Md 33 Md 117
L. lactis 712 33 Md 28
L. lactis 18-16 ' 41 Md 50
L. lactis DRC1 ' 31 Md 49
L. lactis subsp. cremoris Bl 37T Md 48
L. lactis subsp. cremoris HP 9 Md 61
L. lactis subsp. cremoris ML1 ' 22Md 61
Lactobacillus helveticus 536-2 82 Md 104
L. casei DR1002 23Md 6
Leuconostoc mesenteroides X2 34 Md 85
L. lactis N2 16 Md 85

' Citrate fermenting lactococei. Md: Megadaltons. Lac: Lactose utilization. Prt: Proteinase.

of plasmid DNA. For this reason, plasmid biology is becoming an important field of study for strains
used for dairy, meat and vegetable fermentation processes. The confirmation of the role of plasmids
encoding for traits vital for successful fermentations is supported by physical and genetics studies.

A large variety of plasmids is found in lactococci (15, 72) and lactobacilli (52, 114), while
S. thermophilus shows almost total lack of plasmids and small number is found in leuconostocs (83)
and pediococci (37).

Lactose metabolism

The very efficient conversion of carbohydrates (mainly lactose) to lactic acid by LAB is of
great relevance in dairing and preservation of a variety of fermented foods. Two different systems
for lactose catabolism have been found in LAB (19): (i) the lactose phosphoenolpyruvate depen-
dent phosphotransferase system (PTS) and phospho-8-galactosidase in L. lactis strains and Lb. ea-
sei; (ii) thelactose permease system and a B-galactosidase in Leuconostoc spp. and thermophilic LAB.

The lactose-fermenting ability is plasmid-mediated in many lactococei as well as some lactoba-
cilli (Table 2 ). This conclusion is based on phenotypic, physical and genetic evidence. The sponta-
neous loss of lactose metabolism (lac”) was confirmed by Mckay et al. (1972), and this could be in-
creased treating cells with acridine dyes or culturing cells at elevated temperatures (6, 42, 67). Pre-
sumptive correlation of lac metabolism to plasmid DNA was based on the loss of a particular
plasmid from lac® strains. The involvement of a specific plasmid in lac metabolism is proved when
the introduction of the plasmid into lac™ cells by any of gene transfer systems results in the regai-
ning of the ability.

The lac plasmid encodes for Enzyme 11, Enzyme II1* and P-B-gal involved in lactose utiliza-
tion by lactococci (71, 78) and Lb. casei (7, 63), as is shown by enzyme complementation analysis. In
some lactococei enzymes of tagatose branch of lactose metabolism are coded by genes located on
plasmid DNA (12),

Ilac

Proteolysis

LAB are all nutritionally fastidious and they have an important proteolytic system as a means of
getting N from proteins and peptides to promote the rapid growth and consequent acidification du-
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ring food fermentations. In addition, the proteolytic system plays a role in the development of the
organoleptic properties of foods. The proteolytic activity of LAB has been mainly studied in rela-
tion to their function in the manufaciure of dairy products.

The instability of proteinases production in lactococel is well known. There is evidence for
plasmid linkage of this trait in a number of lactococei strains (see Table 2). Prt variants show a re-
duced acid production. In some L. lactis strains (ML3, C10, M18, 712}, the phenotype prt” is asso-
ciated to the plasmid involved in lac utilization. Sumtlar data for L. lactis subsp. cremoris (59, 61)
and citrate fermenting L. lactis strains (49) have been reported. Genetic data on proteinases in the
other genera of LAB are not available. In fact, no curing results have been obtained with proteina-
se plasmids.

Bacteriophage resistance

The common presence of bacteriophages in food fermentations environments has resulted in
the need to control phage development because they are able to disrupt growth and acid production
of starter cultures.

Within LAB, lactococei and thermophilic streptococci are preferentially attacked by phages
and for this reason, bacteriophage resistance mechanisms have been intensively studied in these
strains.

Several approaches have been tried in order to develop new phage — resistance strains: rotation
of starter strains; phage inhibitory media; starter concentrates. However, these attempts have not
allowed to eliminate phage contamination. Nevertheless, the genetic studies of phage defense me-
chanisms have resulted in the identification of a number of plasmids which encode bacteriophage
resistance in lactococei (91). The mechanisms of resistance encoded by these plasmids include inter-
ference with phage adsorption (20, 93), resiriction-modification (4, 8, 13, 92, 110} and abortive infec-
tion (21, 35, 42, 103).

The molecular analysis of these mechanisms will be used in genetic programmes of phage in-
sensitive starter cultures development.

Miscellaneous properties
Production of flavour and aroma

A number of compounds, particularly diacetyl and perhaps acetate and CO,, contribute to fla-
vour and aroma of fermented dairy products. All of them resuit from citrate metabolism in L. lactis
and several leuconostoc species (11), although CO, is also produced from lactose in Leuconostoc spp.
Unstable citrate utilization has been observed and plasmid linkage has been established. Kempler
and Mckay (1981) have shown that this trait is associated to the presence of a 5.5 MDa plasmid in
L. lactis subsp. lactis 18-16 and DRC1 after obtaining cit” variants by treatment with acridine oran-
ge. These variants have lost the citrate permease activity. Cit” variants have alsc been detected in
L. mesenteroides which have lost a 10 MDa plasmid (72, 83).

Production of antagonistic compounds
To control the growth of spoilage and pathogenic microorganisms, LAB have a complex anta-

gonistic system. In addition to organic acids production, the antagonistic activity include peroxides,
diacetyl, antibiotic —like substances and bacteriecins.
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Bacteriocins are bactericidal proteins secreted by many strains of lactic acid bacteria. The anti-
microbial activity is mostly directed against closely related bacteria (53). In lactococci it has been
demonstrated that bacteriocin production is associated with plasmid DNA (14). However, bacterio-
cin production and immunity in lactobacilli seems to be either plasmid (53, 96) or chromosomally
(47, 53) encoded. In leuconostocs, production of bacteriocin is not well established (53).

In LAB it is also impertant the production of antagonistic compounds defined as antibiotic-h-
ke substances. In this regard, nisin is a polypeptide antibiotic produced by L. lactis. Nisin contains
three unusual aminoacids, dehydroalanine, lanthionine and B-metil-lanthionine and belongs to lan-
tibiotics. Nisin is used as food preservative because of its high potency against certain Gram-positi-
ve (Clostridium and Bacillus spores). The envolvement of plasmid DNA in nisin production and re-
sistance was first suggested by Kozaz et al. (1974). Physical evidence was established (37, 62, 109).
In additien, close genetic linkage of sucrose metabolism (Suc') and nisin production (Nis*) was sho-
wed (30, 37, 109).

Gene transfer systems

During the last few years, several gene transfer processes have been found in lactic acid bacte-
ria. These systems are essential for the development of genetic technologies applied to the improve-
ment of strains for industrial application. Some of these mechanisms occur naturally (conjugation,
transduction) whereas others have been developed at the laboratory and have to use protoplasts
(fusion, transformation, transfection).

Transduction

Some bacteriophages act as vectors for transfer of host markers between bacterial cells. This
gene transfer system is named transduction. Transduction mediated by virulent phages was first
described in detail for streptomycin resistance in L. lactis subsp. lactis 18-16 (90). Later, Mckay
et al. (1973) described lactose metaboelism transduction mediated by a temperate phage. Transduc-
tion carried out with induced phages from lac* transductants resulted in an increased frequency of
lactose gene transfer (HFT) (74). Other studies showed the cotransduction of lactose metabolism
and proteinase activity (29, 73). In addition, it has been shown that transducied lactose plasmids are
smaller than the natural ones because the phage head size is too small to accommodate them.

Transduction has also been observed in other species including L. lactis subsp. cremoris C3
(105) and Streptococcus thermophilus (79). However, transduction has not been reported in Lacto-
bacillus although a few phages have been described.

Conjugation

Conjugation is a gene transfer mechanism which requires cell to cell contact. In lactococei, con-
jugation occurs by cellecting cells on @ membrane filter (33, 82), or by plating cells on an agar me-
dium (49, 75). A new method in which cells are entrapped in calcinm alginate gel beads has been re-
cently developed (111).

Conjugal transfer of plasmid-encoded lactose genes between strains of L. lactis (32) and from ci-
trate fermenting L. lactis 18-16 into a plasmid free derivative of C2 strain (49) were reported. Lactose
genes transferred by conjugation have been described in several other lactococeal strains (75, 105).

The transfer processes described above took place at low frequency. However, high frequency
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transfer and cell-aggregation phenotypes have been detected between transconjugants (32, 33).
These observations were accompanied by the enlargement of lac plasmids. An IS element located
oit the lac plasmid is responsible of this process in L. lactis ML3 (87).-However, in L. lactis 712 the
sex factor is located on the bacterial chromosome (23). In addition, for high frequency transfer and
cell aggregation is needed the presence of a chromosomal gene agg and the genes for clumping
(clu) (112).

Conjugal transfer of other plasmid-encoded traits have been obtained: bacteriocin production
(82, 89, 99); sucrose-fermenting ability and nisin production (30, 38, 109); proteinase production
(33) and bacteriophage resistance (8, 94, 103, 110).

No lactococeal plasmid DINA can also be transferred between lactococci. The pAMB,, a conju-
gative plasmid of wide host range isolated from Enterococcus faecalis, that encodes an erythromy-
cin resistance determinant, has been transferred by conjugation into a lac defective derivative of
L. lactis 712 (33), into L. plantarum and L. acidophilus (101, 115). This plasmid is able to mobilize
other plasmids.

Conjugal transfer of transposons and insertion elements to lactic acid bacteria is becoming a
potential tool for targeting of chromosomally located genes (40, 41).

Protoplast fusion

Osmotically stabilized protoplasts of LAB (27, 64, 116) produced by enzymatically removing of
the cell wall have been used to carry out gene transfer by fusion. The fusion of protoplasts mediated
by the fusogenic agent PEG, results in the formation of recombinants containing genetic informa-
tion from both parental strains. The first successful experiment of protoplast fusion was carried out
by Gasson (1980} in L. lactis 712 derivatives. Intraspecific fusion of protoplasts has been reported
for lactobacilli (46). Intergeneric protoplast fusions have been also reported involving L. lactis and
lactobacilli (10).

Transformation

Transformation is the process in which the uptake of naked DNA by a bacterial cell results in
the adquisition of a specific phenotype. Plasmids act as vehicles of donor DNA in this gene transfer
system.

So far, successful genetic modification of bacteria depends on a reliable transformation system.
Since natural competence is undemonstrated in lactococci (54, 90), a great effort has been made to
introduce DNA in recipient cells using protoplasts. Nevertheless, induced competence has been re-
cently described in L. lactis LM0230. This strain has been transformed without protoplasts forma-
tion (93). Different protocols of protoplast formation and regeneration have been described in lac-
tococci (24, 27), and the first successful transformation in L. lactis was achieved by Kondo and
Mckay (1982) using a modified protocol of B. subrilis. The transformation frequency was very low
(8.5 transformants per ug DNA). The optimization of the protocol resulted in an increased
frequency (4 x 10%) {55). New modifications are carried out in order to get better frequencies.
However, transformation in L. lactis subsp. cremoris has still poor efficiency. In addition, transforma-
tion efficiency varies among different lactococci and plasmid incompatibility may also affect it (113).

On the other hand, protoplast cotransformation has been applied to introduce different-sized
cryptic plasmids into the plasmid-free L. lactis 111403, using the indicator plasmid pHV1301 (102).

Protoplast transformation has ben achieved in several species of lactobacilli: L. reuteri (80) and
L. acidophilus (67). However, L. casei and L. plantarum protoplast transformation requires the use
of liposomes (5). In leuconostocs, no protoplast transformation has been shown,
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TABLE 3
STRAINS USED AS HOSTS IN GENE CLONING EXPERIMENTS
Parent strain Derivative Phenotype

Lactococcus lactis C2 LM0230 PF lac
Lactococcus lactis 712 MG1363 PF lac
Lactococcus lactis ML3 MMS36 rec” lac*
L. lactis' BU2 BU2-60 PF lac”
L. lactis subsp. cremoris 4802 4843 PF  lac
Lactobacillus reuteri DSM20016 PF lac em.
Leuconostoc para

mesenteroides NZ6009 NZ6091 PF lac cit*

! Citrate fermenting lactococci. PF: Plasmid-free. lac: Lactose mtilization. cit: Citrate fermentation.
ems:; Erythromycin sensitivity.

Recently, transformation of LAB has been achieved by electroporation, a new technique in
which a brief electric discharge is applied to render cells permeabie to DNA. Preliminary success
with this technique has been reported with L. lactis (39). Optimized results have been obtained in
L. lactis LM0230 (88). Transformation by electroporation was also obtained in the subspecies cre-
moris, L. casei and other lactobacilli species (69), and L. paramesenteroides (16). Electroporation
has been also achieved in S. thermophilus (106).

Transfection

This process is equivalent to transformation being the only difference that naked phage DNA
rather than a plasmid is used as vehicle of donor DNA, Geis (1982) achieved protoplast transfec-
tion in citrate fermenting L. Jactis F7/2 using DNA of phage P008. The result obtained was
5 x 10°plaques per ug of DNA. The use of liposomes improved the transfection efficiency up to
4 x 10°. Transfection by electroporation has been reported in L. lactis (88). Transfection has been
also shown in L. casei (100) with a low frequency. Recently, higher frequencies were obtained for
L. casei and L. bulgaricus (3).

Gene cloning

Cloning is virtually the only procedure by which a DNA fragment containing a specific gene
can be prepared, allowing a direct study of the structure of genes and the control of gene expres-
sion. In this regard, the great development of lactic acid bacteria genetics has aliowed the recent ap-
plication of gene cloning techniques in the genetics analysis and practical improvement of these
bacteria. This process has several requirements: i) availability of suitable vectors (plasmid and/or
bacteriophage DNA) for transporting a desired gene into the appropriate recipient cell; i) suitable
hosts in which cloned DNA is stable maintained and expressed; iii) efficient gene transfer system,

Host-vector system

A reliable and efficient procedure for intreducing DNA in LAB is essential for developing a
gene cloning system in these industrially important microorganisms.
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TABLE 4
LACTIC STREPTOCOCCAL VECTORS

Vector Parental Plasmid Resistance Marker Size (Kb)
pGB301*® pIP501 Cm, Em 9.8
pGKV2* pPWVOI Cm, Em 47
pCK1® pSH7! Cm, Km 55
pNZ12° pSH71 Cm.Km 4.3

* Non-lactococcal origen vectors, ® Veclors based on replicons of erytic plasmids. Cm: Chlorampheni-
col. Em: Ervthromycin. Km: Kanamyecin. Kb: Kilobases.

So far, a first generation of host-vectors systems has been developed in lactococeci, including
some transformable model! strains used as hosts, a number of cloning vectors and several transfor-
mation protocols. Model strains are plasmid-free derivatives of starter cultures used in the food in-
dustry (Tabie 3).

Concerning ta cloning vectors, two main categories can be distinguished (Table 4): i) non-lac-
tococcal origin vectors able to replicate in lactococci and it} vectors based on replicons of eryptic
plasmids that are abundantly present in lactococci.

Cloning vectors of the first class are plasmids derived from the broad host range pAMB and
pIP501, Deletion derivatives of these plasmids have been obtained in 8. sanguis (2), in B, subtilis
{9), replicating and expressing antibiotic resistance in lactococci (9, 55). The second category of clo-
ning vectors were constructed by adding genetic markers to cryptic plasmids abundantly present in
lactococci. Using various approaches, the related plasmids pW V01 and pSH71 have been combined
with well-characterized antibiotic resistance genes from S. aureus plasmids (31, 57). These vectors
—shuttle vectors—- replicate in lactic acid bacteria, in B. subtilis, and also, in E. coll,

Since starter strains are non or poorly transformable, cloning experiments can be performed in
these intermediate hosts, using their efficient transformation procedures. Subsequently, the cons-
tructed plasmids can be returned to lactococcal hosts without further genetic manipulation.

A third class of cloning vectors has been developed by inserting DNA fragments containing
multiple cloning siies into the second category described above, resulting in pCK3509 (1), pNZ17,
pNZ18, etc., which allow the seiection and characterization of expression signals in lactococci.

Apart from lactococci, development of vectors are carried out in lactobacilli, Some resistance-
determining plasmids present in lactobacilli can be useful for the construction of vectors. Attempts
to construct vectors based on cryptic Lactobacillus plasmids have been made but no good resulis
have been achieved (65). Another approach used for transforming lactobacilli was the utilization of
lactococcal vectors (5), This strategy has been also used for cloning several genes in L. casei, L. pa-
ramesenteroides and S. thermophilus.

In spite of told above, the classical cloning vectors using drug-resistance genes are unsafe for
direct use in food manufacture. So that, ‘food grade’ vectors with genetic markers acceptable for
that proposal have to be developed,

Cloning of lactose genes

Several genes of the lactose catabolic pathway have been cloned from plasmid DNA and ex-
pressed in different hosts (Table 5). Genes encoding enzyme 11", enzyme III"* and P-B8-Gal of
L. lactis C2 were cloned in plasmid-free LM2001 (55). In a related study, genes encoding for the sa-
me enzymes from L. cremoris H2 were cloned in S. sanguis. Chromosomal integration of the cloned
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TABLE 5
SUMMARY CLONED GENES OF LACTOSE METABOLIC PATHWAY AND PROTEINASE FROM
LACTIC ACID BACTERIA

Gene Fg:g::; Host for cloning
pbg pLP712 MG1363, E. coli, B. subtilis
pbg + EnzI[** + EnzllI*™ pLM2001 S. sanguis.
tag-1,6-P-aldolase pD11 E. coli
bg pLZ15 E. coli
pbg pMGR2( L. paramesentercides
prt pWVO05s MG1363, B. subtilis
prt pLP712 MG 1363, B. subtilis
prt pSK111 MG1363, B. subtilis, E. coli

pbg: Phospho-B-D-galactosidasc. bg: B-galactosidase. prt: Proteinasc,

TABLE 6
HETEROLOGOUS GENES CLONED IN LACTIC
ACID BACTERIA

Gene Source

Antibiotic resistance markers:

— Chloramphenicol

— Kanamycin . S. aurcus/E. faecalis
— Erythromycin
— Tetracyclin

B-galactosidase E. coli

B-lactamase E. coli

Epp white lysozyme Hen

Chymosin Bovine

DNA occurred (44). In addition, lac G gene encoding P-B-Gal from L. lactis 712 was isolated from
the mini-lactose plasmid pMG82( and cloned and expressed in E. coli (70) and L. lactis (18). Simi-
lar approaches have been used to cloned the plasmid encoded lac G genes from L. casei in E. coli
(63) and A-Gal gene (22). On the other hand, a gene from the tagatose 1.6-biphosphate aldolase of
L. lactis H1 was cloned and expressed in E. coli using as vector pACYC184 (66).

Recently, the L. lactis gene encoding p-B-gal has been cloned in L. paramesenteroides, showing
the efficiency of heterclogous gene expression signals in this species (15).

Cloning of proteinase genes

In the recent past, the proteinase genes (prt) from L. cremoris Wg2 and S8K11 and L. lactis 712
have been cloned, expressed and sequenced. The cloning in E. coli plasmid vector resulted in for-
mation of deletions. Consequently, the prt genes were cloned and expressed either on B, subiilis
plasmid vectors (34, 58) or on E. coli bacteriophage lambda vectors (17). The proteinase genes iso-
lated appear to be quite similar (Table 5).
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Cloning of other genes

Chopin et al. (1986) cloned genes involved in prophage stability and UV resistance and located
on pIL7 plasmid in a plasmid-free derivative of L. factis [L594. Moreover, Loureiro and Chopin
(1987) excised the transposon Tn916 as a 22 Kb fragment and cloned in the strain 11594 using the
pAMB-derived vector pIL204. That means that direct cloning of large DNA fragments is possible in
lactococci, allowing the molecular analysis of gene clusters. On the other hand, cloning and expres-
sion of important heterologous genes have been achieved in LAB as is shown in Table 6.

Expression signals

In order to establish efficient expression systems in lactococci, several promoters, ribosome-
binding sites (RBS) and terminators have been isolated. The identification of these signals was
achieved by random isolation using expression — probe vectors. These vectors are based on the
promoter-less chloramphenicol acetyl transferase (cat-86) gene and have allowed to isolate expres-
sion signals in L. lactis, E. coli and B. subtilis. So far, the expression signals identified show a se-
guence organization which is characteristic for Gram positives. Thus, expression of both homolo-
gous and heterologous genes can be achieved in LAB.

Conclusions

Lactic acid bacteria are a unique group of industrially important microorganismns. In the recent
past the genetic progress on these bacteria has allowed to carry out fundamental and applied re-
search directed to improve their use as starters and production organisms in the food industry. The-
se studies still have to continue,
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Evolucién de la microflora de levaduras durante los primeros
dias de la fermentacién en mostos mallorquines inoculados

J. Mora, 1. I. Barbas y A. Mulet*
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Summary

Three fermentations were carried out with grape must of the Callet variety. This cultivar is
considered autochthonous from the island of Majorca. Two tanks were inoculated with siarting cul-
tures of selected yeasts and the last was fermented spontaneously by wild yeasts. The frequency of
yeast isolates during the early stages of the fermentation, showed that Candida stellaza was more af
fected by the inoculation than the other wild yeasts with the exception of Saccharomyces cerevisiae.
The chemical analyses of wines showed a better alcoholic rate and less volatile acidity in the inocu-
lated wines. Tweo sensorial analyses were performed and significant differences belween the wines
were noted.

Kev words: yeast, inoculation, wine, S. cerevisiae.

Resumen

Se han llevado a cabo tres fermentaciones con mosto de uva de la variedad Callet, considerada
autéetona de la isla de Mallorca, Dos se iniciaron con la adicién de cultivos de levaduras selecciona-
das y la tercera se llevd a cabo por fermentacién espontdnea. Las frecuencias de aislamiento de las
distintas especies de levadura muestran que la especie més afectada por la inoculacién es Candida
stefiata, mientras que el resto de las especies, con la excepcidn de Saccharemyces cerevisiae, se ven
menos influenciadas por la inoculacién. Los andlisis quimicos de los vinos muestran un mayor ren-
dimiento alcohdlico y menor acidez volétil en los vinos inoculados respecto al de fermentacion es-
pontinea. Se ha realizado un andlisis sensorial que ha demostrado la existencia de diferencias signi-
ficativas entre ambos tipos de vinos,

Parte de los resultados del presente trabajo fueron presentados en la VI Reunién Cientifica de
Microbiologfa de los Alimentos de la SEM.

Introduccion

La distribucion de las distintas especies de levaduras a lo largo del proceso fermentativo del
"mosto de uva es hoy en dia un hecho bien conocido tanto en Espaiia (10) como en otros paises (2).

(*} A guien debe dirigirse la correspondencia.
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La evolucidn de dichas especies ha side también establecida (7). Sin embargo, esta evolucién puede
sufrir modificaciones debidas a la utilizacién de cultivos iniciadores (8, 9). Algunocs autores son par-
tidarios de utilizar técnicas especiales de vinificacién que respetan en mayor medida [a ecologfa de
las levaduras mediante la utilizacién escalonada de varias cepas que pueden ser de distintos géneros
(5). Sin embargo, la técnica mds corriente de inoculacién es la de utilizar una cepa seleccionada de
Saccharomyces cerevisiae.

Los cultivos iniciaderes de levaduras seleccionadas para vinificacidn han sido usados desde ha-
ce tiempo en la practica enolégica de los paises de tradicidn vitivinicola reciente (12). Sin embargo,
estas téenicas de fermentacidn han tardado mas en introducirse en Europa y no estdn generalizadas
todavia en Espaiia, aunque el interés por su utilizacién aumenta constantemente.

En la isla de Mallorca la vinificacion tradicional se lleva a cabo mediante las levaduras silves-
tres, siendo la utilizacién de levaduras seleccionadas practicamente inexistente. La distribucion de
las especies que conducen la fermentacién en los mostos de la isla ha sido descrita en los tltimos
aftos (13). Sin embarge, no se habia estudiado, hasta el momento, el efecto de 1a inoculacidén sobre
esta microflora ni sobre la calidad de los vinos. El objetivo de este trabajo ha sido la comparacion
desde el punto de vista microbioldgico de la fermentacion espontdnea frente a la utilizacion de leva-
duras seleccionadas en los mostos mallorguines. Los tipos de vinos obtenidos con los dos procedi-
mientos se compararon mediante el analisis fisico-quimico y el anélisis sensorial.

Material y métodos

Cepas de levadura: Se utilizaron dos cepas de Saccharomyces cerevisiae que se habian aislado
de la fermentaci6én de mostos mallorguines en un trabajo anterior (13),

Vinificaciones: Se llevaron a cabo tres vinificaciones con mosto de la variedad autdctona Callet,
obtenido mediante estrujado mecdnico y posterior escurrido, Las fermentaciones se realizaron a es-
cala semiindustrial, utilizando depdsitos de PVC de unos 400 litros de capacidad. La concentracidén
inicial de 8O, fue de uncs 100 mg/L y la temperatura de fermentacidn se controlé de manera que en
ninglin momento se superaron fos 30° C. Dos de los mostos (A y B) se inocularon con un 2% {v/v)
de cultivo iniciador (ca. 10° cel/ml), tal como describe Daudt (6), y e} tercero (C) se dejé fermentar
espontaneamente por las levaduras silvestres.

TABLA 1
ESPECIES DE LEVADURA AISLADAS DE LOS MOSTOS ANTES DE INICIARSE LA
FERMENTACION

C B A
Especie
n % n % n %
Candida stellata 9 299 11 36,7 10 333
Candida pulcherrima 1 33 1 33 2 6,7
Candida steatolytica 2 6.6 0 — -0 —
Candida diversa 1 36 0 — 0 —
Klveckera apiculata 3 26,7 10 333 9 299
Kloeckera apis 6 20,0 6 20,0 6 20,0
Kluyveromyces thermotolerans 1 i3 ¢ — 0 -
Issatchenkia terricola 2 6,6 1 33 1 33
Saccharomyces cerevisiae 0 — 1 33 2 6,7

n: Niimero de aislamientos.
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Fig. 1. Frecuencias de aislamiento de las distintas especies de levadura durante los primeros dias de la fermentacion del mos-
to no inoculado C. '
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Fig. 2. Frecuencias de aislamienio de las distintas especies de levadura durante los primeros dias de la fermentacion del
mosto inoculado B.

Toma de muestras, aislamiento ¢ identificacion de las levaduras: De cada una de las tres fermen-
taciones se tomaron seis muestras. La primera fue tomada inmediatamente después de la adicién
del cultivo iniciador vy las restantes en cada uno de los cinco dias sucesivos. Una vez conveniente-
mente diluidas, las muestras se sembraron en superficie sobre placas de agar YM (DIFCQO) y se in-
cubaron de tres a cinco dias a 25° C. A continuacién se tomaron al azar 30 colonias de una placa
contable. Los cultivos, una vez purificados, se identificaron segiin las descripciones y las claves pro-
puestas por Barneti y cof (3) y Kreger-Van Rij (11).

Andlisis quimicos: Los andlisis quimicos de mosto y vinos se llevaron a cabo por técnicas habi-
toales (1). Los componentes voldtiles fueron determinados por cromotografia de gases (Columna
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Fig. 3. Frecuencias de aislamiento de las distintas especies de levadura durante los primeros dias de la fermentacidn del mos-
10 inoculade A.

de 2 m x 1/8" de Carbowax 20M sobre Carbopack B de 60/80 mesh. Iny. 150° C, Det. 175" C, Temp.
prog. 4 min a 150° C, 5° C/min hasta 150° C. Gas portador: N,. Caudal: 20 mL/min. Detector: FID).

Andlisis sensorial: El andlisis sensorial de los vinos A y C se llevé a cabo con un grupo de 2t
jueces en condiciones estandarizadas (4, 14). Las pruebas sensoriales utilizadas fueron la prueba
triangular y una prueba de tipo «A 0 no A»,

Resultados y discusion

Los aislamientos de levaduras realizados en los mostos antes de iniciarse la fermentacién mues-
tran la presencia de nueve especies (Tabla 1). Las especies con mayor frecuencia de aislamiento en los
tres mostos son Candida stellata, Kloeckera apiculata v Kloeckera apis. También se aisla en los tres
mostos, aunque con frecuencias sensiblemente menores, Candida pulcherrima e Issatchenkia terricola.
En el mosto no inoculado (C) se aislan ademds Candida diversa, C. steatolytica y Kluyveromyces ther-
motolerans. En los mostos inoculados (A y B) se aisla también Saccharomyces cerevisine.

La Figura 1 muestra la evolucién de las especies a lo largo de los primeros dias de la fermenta-
cién en el mosto C. La frecuencia de C. stellatq aumenta el primer dia y se mantiene como especie
predominante durante los tres primeros dias de la fermentacion. Las especies apiculadas Kl apicu-
lata y KI. apis se mantienen en frecuencias bajas hasta el segundo dfa, y el resto de las especies no se
aislan ya en el primer dia de fermentacién. S. cerevisiae no se empieza a aislar hasta el tercer dia,
pero es la especie predominante el quinto dia.

La Figura 2 muestra la evolucion de las especies en el mosto inoculado A. S. cerevisiae predo-
mina desde el primer dia de fermentacidn y es la tnica especie aislada a partir del cuarto dia. C. ste-
{lata se mantiene en frecuencias bajas hasta el tercer dfa, mientras que las levaduras apiculadas sélo
se afslan los dos primeros dias. A pesar de no haber sido aislado el dfa 0, K. thermotolerans aparece
el primer dia y se mantiene en frecuencias de aislamiento bajas hasta desaparecer el cuarto dia.

La Figura 3 muestra la evolucidn de las especies en el mosto inoculade B. En esta fermentacién
el predominio de S. cerevisiae no es tan rapido como en el mosto A. Sin embargo, y a diferencia del
meosto C, los aislamientos de esta especie son progresivamente mayores desde el primer dfa. La evo-
lucién del resto de las especies es similar a la observada en el mosto A,
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TABLA 2
ANALISTS QUIMICOS DEL MOSTO Y DE LOS VINOS

Vinos
Mosto

C B A
Densidad relativa a 20° C 1.084 0,997 0,997 (.9%6
pH 3,15 3,25 3,25 321
Acidez total g/L* 7.9 1.7 74 73
Acidez volatil g/L = —_ 0.49 0.28 0,26
Azicares reductores gL 193.0 09 2,0 1.0
Nitrégeno total mg/L 365 — — -
FAN mg/L 184 — — —
Prolina mg/l. 920 — — —
SO, libre mg/L — 32 40 3.2
S0, combinado mg/L. — 288 280 288
Etanol % (viv) — 100 10,5 10.6
Acetaldehido mg/L. —_ 16 11 16
Metanol mg/L — 43 4 45
Acetato de etilo mg/L — 29 13 19
1-propanol mg/L. — 23 11 15
2-metil-1-propanol mg/L — 78 47 72
i-butanol mg/L — 3 1 1
Alcoholes amilicos mg/L — 159 91 172

*: En 4cido tartdrico. **: En dcido acético. FAN: Nitrégeno alfa-aminado libre.

Comparando la evolucidn de las especies de levadura en las tres fermentaciones estudiadas ca-
be sefialar que si bien el protagonisme de algunas especies estd condicionado por la adicién del cul-
tivo iniciador, otras no parecen estar afectadas por este hecho. Asi, podemos observar gue la inocu-
lacién afecta al niimero de aislamientos de C. stellata, pero no a los de las especies apiculadas. Por
otra parte, en la fermentacién de los mostos inoculados A v B se detecta la presencia de K. thermo-
tolerans, cosa que no ocurre en el mosto C.

Algunas especies tienen una escasa persistencia en los tres mostos. C. diversa, C. steatolytica e
I terricola no se aislan el primer dia de la fermentacién y C. puicherrima sélo se afsla durante los
dos primeros dias en el mosto B.

La Tabla 2 muestra los analisis quimicos del mosto y de los tres vinos. Se observa un mayer
rendimiento alcohdlico en los vinos A y B, asi como una acidez volatil inferior con respecto al vino
C. Del resto de los andlisis efectuados cabe destacar la diferencia existente en la concentracion de

_alcoholes amilicos y 2-metil-1-propanol entre los vinos A y B. Las dos cepas de levadura utilizadas
ya habian mostrado diferencias en este sentido en la caracterizacion de las cepas realizada mediante
fermentaciones a pequeiia escala que se llevaron a cabo en el laboraterio (Mera, J., 1989, Tesis doc-
toral. Universitat de les Illes Balears).

El anilisis sensorial se llevé a cabo cinco meses después de terminada la fermentacién. La fer-
mentacién maloléctica habia sido completada espontdneamente en los tres vinos, pero el vino B ad-
quirié accidentalmente olor a moho durante su conservacién. Por este motivo el anakisis sensorial se
llevé a cabo dnicamente con los vinos A y B.

De los 21 jueces que tomaron parte en el andlisis sensorial, 12 identificaron correctamente el vi-
no distinto cuando se les presentaron los vino A y C en una prueba triangular. De los 12 jueces que
realizaren la identificacién correcta, ocho prefirieron el vino A. De acuerdo con estos resultados se
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puede concluir que existen diferencias significativas (95% de probabilidad) entre las muestras pre-
sentadas; sin embargo, la preferencia por una v otra no es estadisticamente significativa (4, 14).

Con los mismos jueces se llevd a cabo una prueba de tipo «A o no A» utilizando como vino de
referencia el vino C. 8dlo uno de los 21 jueces reconocié al vino A como del mismo tipo que el C,
mientras que 18 jueces reconocieron como similar al de referencia a otro vino cbtenido a partir de
la misma variedad de uva por fermentacidn espontinea en otra bodega de la misma zona.

En las experiencias que se han llevado a cabo se ha puesto en evidencia la influencia de la adi-
cién de cultivos iniciadores sobre la fermentacidn del mosto de la variedad Callet, autéctona de la
isla de Mallorca. En el aspecto microbioldgico, los aistamientos de C. steflata son mas numerosos
durante los primeros dias de la fermentacién del mosto no inoculade, mientras que el resto de las
especies no son tan afectadas por la adicidn del cultivo iniciador. El predominio de S. cerevisiae es
més rdpido cn los mostos inoculados. Este hecho conlleva la disminucién de especies de levaduras
silvestres, que, como es sabido, son en algunos casos fuertemente productoras de acidez voldtil. Por
-ello, se puede observar en los vinos inoculados un mayor rendimiento alcohdlico y una acidez vola-
til mas baja. Se pone de manifiesto que la adicion de cultivos iniciadores produce vinos sensorial-
mente distintos y que, en conjunto, esta técnica puede contribuir favorablemente a la mejora de la ca-
lidad del vino obtenido con esta variedad de uva.
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Summary

The role of type II restriction endonucleases in phage development in two different strains of
Streptomyces coelicolor has been analyzed. Two of ten phages tested (A4 and R4, ) presented a
low efficiency of platting (e.o.p.) in the studied strains. The isolation of hest-range mutants of @A4
and R4, |, with improved e.o.p. and higher adsorption capability in these two bacterial strains, sug-
gests that the presence of host endonucleases is not the main barrier for these phages, but rather
adsorption inability.

Key words: phages, deoxyribonucleases, streptomyces coelicolor.

Resumen

Se ha estudiado el efecto que dos endonucleasas de restriccién del tipo II de dos cepas diferen-
tes de Streptomyces coelicolor ejercen sobre el desarrollo de diversos fagos. Dos de los 10 fagos en-
sayados (3Ad y R4, ) presentaron una baja eficiencia de plaquee (e.f.p.) en las cepas estudiadas.
El aislamiento de mutantes de A4 y R4 con e. f. p. més altas y mayor adsorcion de ambas cepas
sugiere que la principal barrera para su desarrollo es su incapacidad de adsorcién y no la presencia
de la endonucleasa del huésped.

The genus Streptomyces has proved to be a good source of type II restriction enzymes; more
than 33 deoxyriboendonucleolytic activities have been detected to date (15). For most of these
Streptomyces enzymes there is no genetic evidence for the presence of an associated, functional
R-M system, although there are clear examples of biological implications of such enzymes in phage
restriction (5, 7, 13, 17). Recent reports show that other Streptomyces DNAse activities, besides tra-
ditional type II deoxyriboendonucleases, can be involved, under some circumstances with «in vivo»
phage restriction (1, 10, 11). Moreover adsorption capability of phages at different phases of the
growth curve has been described as one of the main factors which determined development and/or
phage plague size in those strains (1, 11).

(*) Corresponding author.

Abbreviations: ETHZ: Eidgendssischen Technischen Hochschule, Ziirich; CECT: Coleccién Espaiiola de Culfi-
vos Tipo; ATCC: American Type Cultuve Collection.
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In this work we show a general absence of «in vitro» phage restriction in S. ceelicolor CECT
3079 and in §. coelicoior A3170, both of which also harbour an identical type II deoxyribonuclease
activity. Adsorption incapability seems to be the main barrier for the few phages which are not able
to grow in any of the cited strains. .

Growth on surface and sporulation of S. coelicolor ETHZ A3170 and S. coelicolor CECT 3079
(Miiller, Kutzner 1122) were achieved on GAE medium at 30° C (12). Characteristics of phages
P10, P17, P27, R4, and @C31, ,, source and hosts have been previously described (16), @ A2, @ A4,
BA6. DAT and BAB were isolated from soil on S, antibioticus ATCC 11891 (original host) by L. A.
Diaz and M. R. Rodicio (unpublished observations). Phages were grown on bacteria cultured on
nutrient agar supplemented with 0.5% glucose (NAG medium) (1). To grow strains in liquid culture
this medium-without agar-was used. Efficiency of plating (¢.0.p.) was obtained as described pre-
viously (16). Separate lytic plaques collected with a Pasteur pipetie were used as a source of phage
suspensions to follow the e.o.p. throughout successive hosts. Adsorption ability of phages to 5. coe-
licolor was measured as described in De los Reyes-Gavilsn e af (10). Phage DNAs were isolated
basically as in Chater ef al (8). Endodeoxyribonuclease activity was determined by analysing super-
natants prepared by high-speed centrifugation of sonicated mycelial pellets (1). Enzymatic hydroly-
sis was carried out on lambda DNA (0.5 pg) as described (1) except that NaCl was increased to
70 mM in the reaction buffer.

The e.0.p. of ten virulent actinophages was tested in 8. coelicolor A3170 and S. coelicolor
CECT 3079. High e.o.p. values were obtained for most of the phages, with the exception of R4,
and BA4 (Table 1). When R4, | and DA4 were soaked out from plaques on §. coeficolor CECT
3079. a remarkable increase in e.0.p. was obtained with both phages on this strain. These results
could indicate the presence of a modification-restriction system (2). However, when we carried out
successive infectious cycles in 8. coelicolor and in the original host —S. albus J1074 {7) and S. anti-
bioticus ATCC 11891, respectively— phages scaked out from single plaques showed no decrease in
e.0.p. (Table 1).

S. coelicolor A3170 and §. coelicolor CECT 3079 each produced a type II restriction endonu-
clease not described previously in these strains, which gives an identical pattern of bands on lambda
DNA (Fig. 1 A, B). These enzymes required Mg™ (5-10 mM) and about 70mM NaCl for maximum
activity. When DNAs from R4, , and A4 were assayed with the cell-free extracts of CECT 3079
and A3170, no digestion was observed (Fig. 1). This led us to consider adsorption incapability of the
phages at the mycelium as a possible cause for lack of phage growth in these strains. Thus, the ad-
sorption of phages to the above strains was investigated (Table 2). Adsorption of both phages to the
mycelium of 5. coelicoior CECT 3079 obtained on three different developmental stages was very
inefficient. On the contrary, R4, , or (BA4 phage suspensions obtained after passsage through either
S. coelicolor CECT 3079 or S. coelicolor A3170 showed an efficient adsorption on CECT 3079 (Ta-
ble 2}: this suggested that host-range mutants with improved adsorption capability on S. coelicolor
CECT 3079 and S. coelicolor A3170 were selected, thus explaining the subsequent high ¢.0.p. va-
lues showed in this strain. Analogous results were obtained with @ A4 soaked off from $. coelicolor
A3170 and tested on this strain.

Restriction endonuclease production has been proposed as a major determinant for broad
host-range bacteriophage specificity in Strepromyces (9). Despite this, the existance of type II endo-
nucleases in Strepfomyces with apparently no restriction function against phages has been docu-
mented. More than 30 phages tested were able to develop in S. albus P, producing Sa/PI endonucle-
ase, an isoschizomer of Psif (3), although only one phage (an R4 derivative) was restricted by Sa/P1
(6). It seerns that phages could evolve a resistance mechanism by deleting or changing their restric-
tion target sites from DNA (4). This can be supported by the fact that there seems to be a general
bias towards no restriction sites or multiple restriction sites in actinophage DNAs, but not interme-
diate resistance (4.9. L. A, Diaz, unpublished results). The relative high incidence of a given restric-
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TABLE |
PLATING EFFICIENCY OF PHAGES ON THE 5. COELICOLOR STRAINS
Strains
Phages ™’
A317D CECT 3079
P10 0.42 .27
P17 310 1.34
P27 IR 3.10
@C31,, 0.17 019
R4, 0.65 3.9%10"
R4, , CECT 3079" 0.64 1,214
R4, , CECT 3079.J1074"" 0.65 1.48"!
BA2 0.90 (.90
DAL 6%10™ S*10°
DA4.A3170 040 0.50
OA4.A3TOATCC 11891 0.66 0.75
OA4.CECT 3079 0.57 0.30™
DALCECT 3079.ATCC 11891 0.81 0.66"!
DAL 6.50 6.90
AAT" 7.20 5.50
DAS 0.68 033

@ Phages were tested as high titre suspensions (16) obtained from original host in which e.o.p.

is1.
S coclicotor A3170 is the original host for this phage.
"' Last host. S. coeticolor CECT 3079, or 8. coelicolor A3170.

"' Two successive infectious cycles, indicated by a dot: in this case the last host was S. afbus

GI1074 [a restriction minus mutant, (7)]. or 8. aneibioricus ATCC 11891,

“1 walues were similar for phage suspensions obtained from three scparately isolated single

plagques.

' Adsorption to the original host is not very efficient (L. A. Diaz, unpublished results).

Fig. 1. Hydrolytic activity of 8. coelividor

endonucieases un lambda DNA (A, B),
R4, DNA (C, D) and DA4DNALE, F).

CECT 3 (A.C.EYand AN70(B.D.F)
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TABLE 2
ADSORPTION OF PHAGES TO 8. COELICOLOR CECT 3079

Phages™ Free phage decreasc '
R4, , 6.50
R4, . CECT 3079 70
DAL 7.80
@A4. CECT 3679 68

“" The valucs are expressed as free phage percentage of decrease with res-
pect to the control —original host— considered 100% after 120 min. of
incubation. The adsorption efficiency was measured using mycelium
grown to early stationary phase (10), in which endonucleases of both
strains are produced.

* Suspension of phages were obtained from the original hosts {16) (5. athus
GJI1074 for R4, ; see Table 1).

1 Adsorption efficiency was measured using late exponentially grown my-
celium. Results for middle exponential —and early stage stationary—
grown mycelium were similar.

" Last host, §. coeficolor CECT 3079; suspensions were obtained from sin-
gle plaques and multiplied in the same host before testing the adsorption.

tion enzyme on the several species of Strepfomyces could explain the high preportion of phage re-
sistance, through a selective pressure against those particular recognition sites. This is clearly visible
when the phage resistance to Spa 1 (and the other Xho I isoschizomers), which is the enzyme most
frequently found in Strepiomyces (15), is analyzed. A significantiy high proportion of actinophages
are resistant to this enzyme (4: L. A, Diaz, unpublished results). The same reasening is more diffi-
cult to apply to Sa/P1 due to the fact that it has only been described to date in two species [S. albus
P and §. karnatakensis (15)].

The appearance of host-range mutants for R4 (from which R4, , is a derivative) was previously
described in S. coelicolor (Miiller) (6). Similar to the case reported in this work, R4 phages increa-
sed their e.o.p. after passage through this strain, and kept the later constant after propagation in
S. albus J1074. Changes in adsorption efficiency were suggested as the result of this mutation; no
restriction endonuclease was detected otherwise in the S. coelicolor strain used. Thus, R4 seems to
possess a ready host-adaptative behaviour by changing its adsorption determinant phenotypes. An
interesting phenomenon has also been previously reported in E. coli phage T7, in which successive
changes in phage adsorption determinants give rise to a «phenotypic» host-controlled modification-
restriction mechanism without the mediation of any enzymatic process (14). This behaviour has been
suggested to be the tesult of a host-induced post-synthetic modification of specific phage coat
proteins involved in the specificity of adsorption. This could also be the case of R4, and PA4in §.
coelicolor. Unfortunately, very scarce data exist in Strepromyces about the location of phage recep-
tors, their biochemical nature and their correlation with the morphological and biochemical charac-
teristics of the phages (4), so that a reliable interpretation of the observed phenomenon must await
further research on this subject.
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Summary

A toxicogenic strain of Fusarium graminearum which produces DON and ZEA was cultivated
on natural solid substrates (wheat, polished rice and hulled rice) under different environmental
conditions. The production of both toxins and mycelium growth (in terms of glucosamine) were
evaluated to establish the relation between the production of DON and ZEA and the different my-
celium growth on the substrates mentioned above.

Polished rice was the substrate on which most production of both toxins was obtained. Compa-
ring the three substrates studied, the highest quantities of DON were obtained at a temperature of
27° C during incubation period, being indifferent to the presence of light except in the case of
hutled rice. Whereas for ZEA the best conditions in wheat and polished rice were medium tempe-
ratures {17°-21° C respectively) and darkness. While in hulled rice the ideal conditions for the pro-
duction of both toxins were temperature of 27° C and the presence of light. Concerning the myce-
lium growth, this was very scarce when cultivated in hulled rice, increasing in polished rice and
being largest in wheat. The increase or reduction of the mycelium growth in the different substrates
was not proportional to the increase or decrease of the production of both toxins. Therefore, pro-
duction of DON and ZEA could be subjected to the nature of the substrate and environmental con-
ditions, more than the rate of development of Fusarium graminearum in cereal grains.

Key words: Fusarium graminearum, growih, deoxynivalenol, zearalenone, natural solid substrates.
Resumen
Una cepa de Fusarium graminearum, productora de deoxinivalenol (DON) y zearalenona

(ZEAY}, se cultiv en sustratos naturales sélidos (trigo, arroz pulido y arroz con cdscara) bajo distintas
condiciones ambientales. En los cultivos obtenidos se evalug la produccién de ambas toxinas y el

(*} A quien debe dirigirse la correspondencia.
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crecimiento micelial (en términos de glucosamina liberada tras hidrélisis de la quitina), a los efectos
de establecer la relacién existente entre la produccién de DON y ZEA vy el crecimiento del hongo
en los granos. El arroz pulido fue el sustrato que condiciond la mayor produccién de ambas toxinas.
En los tres granos las cantidades mds elevadas de DON se obtuvieron con 27° C. La presencia de la
luz resulto indiferente, excepto cuando se cultivé en arroz con cdscara. En cuanto a ZEA en arroz
pulido v trigo las condiciones dptimas fueron temperaturas medias (17°-21° C, fespectivamente) y
oscuridad, mientras que en arroz con cdscara las condiciones ideales para la produccion de ambas
toxinas fueron 27° C y presencia de luz. El crecimiento micelial resulté muy escaso cuando se cultive
en arroz con ¢dscara, aumentando en arroz pulido v siendo el méximo en trigo. El incremento de la
masa micelial no corrié paralelo con el aumento o el descenso de la sintesis de ambas toxinas. Por
tanto, la produccion de DON y ZEA podria estar supeditada a la calidad del sustrato y los factores
ambientales mas que al grado de invasién de los granos por F graminearum.

Introduceidn

Fusarium graminearum Schw., anamorfo de Gibberella zeae (Schw.) Petch es un hongo fitopa-
togeno que cominmente ataca al trigo, maiz, cebada y otros cereales en la Argentina y ¢n otras par-
tes del mundo (4, 9, 18). Cuando E graminearum infecta naturalmente los granos puede producir
micotoxinas tales como zearalenona (ZEA) v decxinivalenol (DON). La primera es responsable de
un sindrome estrogénico en cerdos y vacunos (11, 17), mientras que el DON, conocido también co-
mo vomitoxina, es un tricoteceno citotéxico que produce emesis y rechazo del alimento en animales
como cerdos y poilos (2, 12). Ambas toxinas se forman en los granos infectados antes de ser cose-
chados. ZEA se encuentra generalmente en maiz, en menor cantidad en trigo y también se ha de-
tectado en alimentos para cerdos {12). DON es uno de los tricotecenos mas comiinmente hallados
en trigo, maiz y alimentos balanceados en USA, Canad4, Sudafrica y Japdn (10, 12, 18, 23). Esta to-
xina se ha convertido en una preocupacién para las autoridades sanitarias de esos paises, pues en
los andlisis que se han realizado en producios a base de harina de trigo se ha detectado DON en un
nivel alte de contaminacién, comprobdndose que no se eliminé ni se destruyé totalmente durante el
proceso de molienda ni tampoco durante la panificacion (1, 8, 15).

En estudios realizados en la Argentina sobre la incidencia de aflatoxinas, zearalenona y trico-
tecenos en trigo, maiz y en sus productos elaborados durante dos cosechas (Rizzo, com. pers.), se ha
encontrada DON en un 80% de las muestras a base de harina de trigo y ZEA con una escasa fre-
cuencia. Aunque el nivel de contaminacion de los productos estudiados estuvieron por debajo de
-los limites internacionales, fue notable la alta incidencia de DON y la escasa incidencia de ZEA en
trigo. A pesar de eso se detectaron estas dos toxinas simultdneamente en muestras de galletitas a
base de harina de trigo.

Debido a la importancia de estas toxinas, se han hecho experiencias con aislamientos de F gra-
minearum de distintos paises para estudiar el efecto de varios factores, tales como sustratos, pH, ta-
mario del frasco, concentracién de oxigeno y didxido de carbono, temperaturas, tiempo de incuba-
cién y porcentaje de humedad sobre la produccion de DON y ZEA (6, 7, 16, 22). Las investigacio-
nes que se han realizado para relacionar el crecimiento del hongo con la sintesis de toxinas son
escasas. El-Bahrawy et al. (5) compararon varias cepas y valuaron la produccién de DON, la utiliza-
cién de carbohidratos, ¢l pH y el crecimiento fiingico en un medio de cultivo liquido. En sustratos
naturales sélidos la relacién entre el crecimiento micelial v la elaboracion de toxinas no ha sido ana-
lizada; por tanto, el objetivo de este trabajo consisti en evaluar la relacién existente entre la pro-
duccién de DON y ZEA vy el crecimiento micelial de F graminearum cultivado en distintos sustra-
tos naturales sélidos bajo diferentes condiciones ambientales.
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Maieriales y métodos

Se utilizé una cepa de F graminearum (GZA), productora en forma simutdnea de DON y ZEA
aislada de semillas de trigo procedentes de la localidad de Barrow {provincia de Buenos Aires). Se
la mantuvo como cultivo monospdrico en agar de patata glucosado (APG) a temperatura ambiente.

Susiratos

Se utilizaron trigo (T), arroz pulido (AP) y arroz con sus glumelas, es decir, con c4scara (AC).
Se colocaron 100 g de cada sustrato en frascos Erlenmeyer de 500 ml. Para humedecer los granos se
mantuvieron inmersos en agua corriente durante 30 minutos. Después de eliminar el exceso de
agua los frascos se esterilizaron en autoclave a 120° C durante 20 minutos,

fnoculacion y condiciones de cultivo

La cepa de F graminearum, GZ4, proveniente de cultivos monospéricos, ssmbrada en cajas de
petri con APG, fue incubada a 20° C durante 4 dias bajo un régimen de 12 horas de luz cercana al
ultravioleta (NUV) y 12 horas de oscuridad. Del borde de esas colonias se extrajeron discos de
8 mm de didmetro mediante un sacabocados y se sembraron asépticamente en los frascos con tos di-
ferentes sustratos. Se incubaron durante 21 dias de manera estética en distintas cdmaras de cultivo,
ail,17, 21 y 27° C (* 2° C). El régimen luminico consistié en 16 horas de luz suministrada por tu-
bos fluorescentes, (180 limenes mZs™ entre 400 y 700 nm) y 8 horas de oscuridad. Otros grupos de
frascos con los mismos sustratos se incubaron en las mismas cdmaras y temperaturas, pero en oscu-
ridad total. La combinacién de los 3 sustratos, las 4 temperaturas y los 2 regimenes luminicos origi-
naron 24 tratamientos que se realizaren por duplicado.

Finalizado el periodo de incubacién los cultivos se secaron en estufa con circulacién de aire a
60° C y se pulverizaron con molinillo de granos para determinar en cada uno la presencia de DON 'y
ZEA v el crecimiento micelial.

Extraccion de DON y ZEA

Se utilizé el método de Bottalico er af. (3) ligeramente modificado. Se pesaron 4 g de cada mues-
tra y se introdujeron en Erlenmeyer de 250 ml junto con 18 ml de una solucién metanol-agua
(40 : 60), 0,5 g de cloruro de sodio y 9 mi de n-hexano. Los frascos se agitaron en agitador de vaivén
durante 30 minutos y los extractos se filtraron a través de papel de filtro. Se tomaron 5 ml de la ca-
pa inferior del filtrado {(metanol-agua) y se concentraron a sequedad en evaporador rotatorio. El
residuo seco se resuspendid 2 veces en 3 ml de acetato de etilo. Las dos fracciones obtenidas con el
acetato de etilo se mezclaron y se evaporaron. El residuo se resuspendié en 200 pi de cloroformo.

Determinacion semicuantirativa de las toxinas por cromatografia en capa fina (CCF)

En placas de Silicagel 60 (Merck n.° 5553) se depositaron 10 pl de los extractos de las 24 mues-
tras y 3 pl de cada uno de los estidndares {DON en una solucién metandlica de 100 pg/ml y ZEA 50
ng/ml de benceno).

Las placas se desarrollaron en una solucién benceno-acetona (3 : 2). Para visualizar DON las
placas se sumergieron en una solucién de cloruro de aluminio (15 g de Cl;Al 6H;0 més 15 mi de
agua destilada v 85 ml de etanol absoluto); luego se calentaron a 110° C durante 10 minutos. Las
manchas se observaron bajo luz UV de 365 nm (fluorescencia azul-verdosa). Para visualizar ZEA
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se observé directamente bajo UV de 254 nm (fluorescencia verde) y se confirmd rociando las placas
con bencidina, obteniéndose una coloracién piirpura oscura.

Las cantidades relativas de las toxinas presentes en los extractos fueron estimadas por compara-
cidén visual con los estdndares utilizados.

Cuantificacion del crecimiento micelial de F. graminearum (GZ4) en sustratos sélidos narurales
(expresado como Ug de glucosimina/mg de micelio seco)

Se utilizé €l método aplicado por Priyadarshini y Tulpule (13). Se basé en la estimacién guimi-
ca de la quitina, principal constituyente de la pared celular fingica, transformandola en unidades
glucosamina que se cuantifican colorimétricamente (14). _

Para la aplicacién de este método previamente se determing el factor de conversién (ug de gluco-
samina/mg de micelio seco del hongo desarrollado «in vitro»). El hongo se sembrd en Erlenmeyer
de 500 ml, conteniendo 100 ml de Czapek enriquecido con 1% de peptona. Se incubé en forma es-
tatica a 24° C y oscuridad durante 21 dias. Finalizado el periodo de incubacién, el cultivo se filtré y
la masa de micelio se lavé con agua destilada. El peso de ta masa micelial se determing transfirien-
do alicuotas de 0.3, 0.6 vy 0,9 ml de 1a suspension de micelio a cipsulas de porcelana previamente ta-
radas que se secaron en estufa a 104” C hasta peso constante. Las mismas cantidades de 1a suspen-
sién de micelio se procesaron y se determind la cantidad de glucosamina como lo describid Ride y
Drysdale {14), con Jas modificaciones sugeridas por Priyadarshini y Tulpule (13). El valor obtenido
constituye el factor de conversion para la cepa GZ4 de F graminearum.

Para determinar el crecimiento micelial de las muestras constituidas por los sustratos s6lidos,
una vez secadas y pulverizadas, se tomaron entre 20 y 50 mg de cada una por duplicado, se procesa-
ron y se estimé la cantidad de glucosamina (14).

Resultados y discusién

La cepa de F graminearum, GZ4, crecio en los tres sustratos ensayados sin desarrollo conidial,
produjo DON y ZEA durante los 21 dias de incubacidn en cantidades variables de acuerdo con el
sustrato y las condiciones de cultivo evaluadas (Tabla 1).

El AP fue el que condiciond la mayor produccién de ambas toxinas. Este sustrato, que es con-
siderado uno de los mejores medios de cultivo, ademds de contar con una elevada proporcién de hi-
dratos de carbono que pueden ser metabolizados por el hongo en forma inmediata, posee mejor ca-
lidad proteica que la mayoria de los cereales, y esta calidad est4 en funcién de la composicion de las
proteinas del arroz. Ueno et al. (20), estudiando la produccién de fusarenona-x, hallaron que sobre
nueve aminodcidos incorporados a los medios de cultive, la metionina y el triptofano fueron los que
favorecieron la mayor produccidn de esta toxina.

En los tres sustratos las cantidades mayores de DON se obtuvieron a 27° Cy el aumento de la
temperatura favorecié su biosintesis. El comportamiento de la cepa GZ4 fue similar a otros aisla-
mientos empleados por distintos investigadores (7, 21, 22), aunque las cantidades de DON y ZEA
elaboradas por la cepa utilizada en este ensayo fueron considerablemente inferiores.

La produccion de ZEA fue diferente en los tres sustratos. En T y AP fue superior con tempe-
raturas medias de incubacién, 21° y 17° C, respectivamente, coincidiendo con los resultados de Eu-
genio et al. (6). También Greenhalgh et al. (7) observaron que cuando F graminearum se incub6 a
19,5° Cy utilizando como sustrato arroz, el producto principal elaborado por el hongo fue la ZEA.

Los resultados de la presente experiencia permiten inferir que la biosintesis de ZEA es menos
exigente que la de DON en cuanto a requirimientos térmicos, al menos en aquellos sustratos donde
los hidratos de carbono estdn disponibles en forma inmediata. Mientras que en AC la mejor res-
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TABLA 1
PRODUCCION DE DON Y ZEA POR FUSARIUM GRAMINEARUM GZ4 EN DISTINTOS
SUSTRATOS, TEMPERATURAS Y REGIMENES LUMINICOS A LOS 21 DIAS DE INCUBACION

Condiciones Sustratos
de ATrOZ Art
i . Oz
cultivo Trigo pulido con cascara
T . ig,
P Rég DON ZEA DON ZEA DON ZEA
("'C) lum.
LUZ Trazas ND ND Trazas ND ND
11
OS8C. ND ND ND 2+ ND ND
LUZ Trazas ND 3+ 54+ 1+ 1+
17
QOSC. 1+ 1+ 4+ 6+ ND 2+
LUZ 1+ 2+ ND 1+ 1+ 3+
21
OSC. 2+ 3+ ND 3+ ND 1+
LUZ 2+ Trazas 5+ 2+ 4+ 5+
27
O8C. . 3+ ND 5+ 2+ 1+ 2+

DON: Deoxinivalenol, ZEA: Zearalenona. DON +: 1,8 pg/g de muestra seca. ZEA +: 0,72 nug/g de muestra se-
ca. ND: No detectado.

puesta se obtuvo a 27° C, (Tabla 1), como lo demostraron Schoroeder y Hein (16), quienes obtuvie-
ron cantidades considerables de ZEA a 25" C en forma constante.

Al evaluar la accién de la luz se noté que su presencia ejercié un efecto inhibidor sobre la pro-
duccién de estas toxinas en el AP y en el T. Fue evidente que la oscuridad total results un factor fa-
vorable, excepto en el AP a 27° C, donde fue indiferente para la produccién de DON y ZEA. Con
el sustrato AC la luz ejercié una influencia positiva sobre la produccién de ambas toxinas,

El contenido de glucosamina en el micelio de F. graminearum (GZA4) (= Factor de conversidn)
en cultivo liquido resultd 120 pg/mg de micelio seco. El crecimiento micelial en los sustratos sélidos
incubado bajo distintas condiciones ambientales se halla en [a Tabla 2.

El método quimico y colorimétrico aplicado para cuantificar el crecimiento micelial resulié muy
sensible, pudiéndose detectar muy pequefias cantidades de micelio, Pese a que otros investigadores
{13) lo haliaron f4cil y rdpido, en la presente experiencia se comprobé que el procesado de las mues-
tras es sumamente prolongado, torndndolo poco aplicable para un nmimero elevado de muestras.

No obstante, cuando se emplean sustratos sélidos naturales, donde no es posible separar el mi-
celio que coloniza los granos, este método quimico y colerimétrico permite cuantificar el crecimien-
to fiingico.

Los resultados de las Tablas I y 2 indican 1a presencia de amplias variaciones en valores abso-
lutos entre los distintos sustratos y condiciones de cultivo con respecto no sélo a la produccién de
DON y ZEA, sino también al crecimiento micelial calculado como valores de glucosamina.

Cuando F graminearum se incubé a 11° C el crecimiento fue muy reducido en todos los sustra-
tos; a partir de los 17° C hasta los 27° C la masa micelial fue aumentando. En T y AP, a 17°, 21y
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TABLA 2

CRECIMIENTO MICELIAL DE FUSARIUM GRAMINEARUM GZ4. DETERMINADO
A PARTIR DEL CONTENIDC DE QUITINA, EN SUSTRATOS SOLIDOS
NATURALES Y CON DISTINTAS CONDICIONES DE INCUBACION

Condicicnes Crecimiento miceiial*
de cultivo {mg micelio seco/g de muestra)
Temp. Rép. T Arroz Arroz
"¢y lum. Tgo pulido con cascara
LUZ 55.00+* 3544 40.83
11
OSC. 59.00 48.12 30,00
LUZ 163.62 14727 122,50
17
OS8C. 172.13 17208 120.83
LUZ 164.83 160.62 7590
21
OSC. 182.55 169.87 90.25
LUZ 173.02 152.75 54,39
27
QSsC. 176.07 152.28 77.95

®: Factor de conversion: 1 meg de micelio seco. igual a 120 pg de glucosamina.
*#: Cada valor representa el promedio de dos repeticiones.

27° C. el comportamiento de la cepa en términos generales no mostrd valores muy variables, mien-
tras que en AC el crecimiento a 17° C fue apreciablemente mayor que a 21 y 27° C (Tabla 2). En es-
te iltimo sustrato. bajo las condiciones de cultivo, el crecimiento micelial fue escaso y en general
también la produccidén de toxinas, especialmente DON. Este comportamiento se atribuyo a la ba-
rrera fisica que la cascara del grano opuso al hongo, viéndose impedida la utilizacién del almidén
en forma inmediata. Esta falta de actividad se percibié por la ausencia de pigmentos al finalizar el
periodo de incubacion, ya que la presencia de los mismos puede ser correlacionada con el agota-
miento de los nutrientes en el sustrato {7).

En T y AP. en cuanto al crecimiento micelial, se hallaron resultados semejantes, aunque leve-
mente superiores sobre el primer sustrato. No se hall6 una relacién directa entre el crecimiento mi-
celial y la produccién de DON y ZEA. El AP fue el que favorecié la mayor produccién de toxinas,
pero no fue el que permitid un crecimiento fiingico mayor. En el mismo sustrato las temperaturas
de 17° y 21° C dieron lugar al crecimiento maximo, pero no resultaron las 6ptimas, por ejemplo, para
la produccion de DON.

Con respecto al factor luz, su efecto sobre el crecimiento micelial fue similar al observado en la
produccién de toxinas. En T y AP se hallaron valores levemente superiores bajo las condiciones de
oscuridad excepto a 27° C, donde el efecto fue indiferente. Mientras que en AC el comportamiento
fue errdtico y la respuesta variable con las disintas temperaturas de incubacién,

A partir de los resultados pudo observarse que la cantidad de toxina producida no fue concor-
dante con el crecimiento fungico; el incremento o decrecimiento de la masa micelial no corrié para-
lelo con el aumento ¢ descenso de fa produccién de ambas toxinas. Por lo tanto, Ia produccién de
DON y ZEA podria estar supeditada a la calidad del sustrato y los factores ambientales mds que al
grado de invasion de F graminearum en el grano.
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Summary

The water rivers contains a basal autochthonus population of micro-organisms which is local
and temporal and it is modified by the incoming sewage. In this paper a simple model is applied to
estimate the faecal bacterial load poured from the town of Lérida to the Segre River and the
downstream assimilation capacity of this river. In spite of the inherent limitations and imprecisions
due to sampling operations and calculations, the numerical results are related to other published re-
sults, The evolution of faecal bacterial population downstream of Lérida does not follow the theo-
retical model without a growth coefficient. The showed data on faecal pollution (bacteriological
and viral detectors) are the only ones which have been publised on the final section, the most dis-
turbed, of the Segre River.

Key words: bacterial, load, assimilation, capacity, rivers.

Resumen

En condiciones naturales los rios contienen poblaciones de microorganismos adaptadas al me-
dio y persistentes en el tiempo. Las aportaciones externas de aguas residuales aumentan la carga
microbiana, pero su persistencia en el medio es local y transitoria. En este articulo, aplicando un
modelo sencillo, se lleva a cabo una estimacion de la carga bacteriana vertida por la ciudad de Lén-
da al rio Segre y de la capacidad de autodepuracién de éste. A pesar de las imprecisiones y limita-
cienes inherentes al muestreo y a los célculos, los resultados numéricos obtenidos muestran una
cierta coherencia en relacidn a datos o referencias conocidas. La dindmica de la poblacidn bacteria-
na fecal en el tramo final del ric Segre no se ajusta a un modelo sin coeficiente de crecimiento. Los
datos presentados se refieren a contaminacién fecal bacteriana y virica (enterovirus) y son los Gni-
cos publicados sobre el tramo final del rio Segre, que, por otro lado, es el mas contaminado.

Introduccién

Los anilisis microbiolégicos sobre aguas fluviales aportan una valiosa informacién acerca de la
actividad de los nucleos de poblacidn de ribera y de 1a capacidad de autodepuracion del propio rio.

(*) A quien debe dirigirse la correspondencia.
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Fig. 1. Dindmica tedrica esperable en la evolucién de algunos pardmetros fisico-quimicos y poblacionales, aguas abajo de un
punto de vertido de aguas residuales de tipo urbano, sefialado en los grificos con una flecha. En abcisas («C») puede leerse
concentracidn o abundancia; en ordenadas {<D»), distancia al punto de vertido o tiempo transcurrido desde el vertido.

En condiciones naturales, los rfos contienen importantes poblaciones de microorganismos que, por
otro lado, son las finicas capaces de persistir en el tiempo. Las aportaciones externas de aguas resi-
duales aumentan la carga microbiana, pero su persistencia en el medio es local y transitoria, que-
dando supeditada a varios factores tales como el tipo de flujo del rio, el caudal, el régimen térmico,
la concentracién en oxigeno disuelto y nutrientes, ¢l pH, la mineralizacion, la presencia de depreda-
dores... (10). Todos estos factores hacen que las poblaciones aldctonas de microorganismos, en fun-
cién de su propia capacidad especifica de resistencia, tiendan a disminuir aguas abajo de un punto
de vertido.

Esta dinamica da lugar a las tipicas representaciones graficas (Fig. 1.) (13), que se repiten
aguas abajo de cnalquier vertido de aguas residuales y que en definitiva no son mds que el reflejo
de la capacidad de autodepuracién de los rios. Las desviaciones respecto a las curvas tedricas de-
penden de 1a magnitud del vertido y de las caracteristicas del medio receptor.

Con este articulo se pretende exponer una metodologia aplicada en la estimacidn de la carga
bacteriana urbana y su dindmica aguas abajo del punto de vertido para el caso del rio Segre a su pa-
50 por la ciudad de Lérida.
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Fig. 2. Situacién orientativa de los punios de muestreo en el tramo urbano del ric Segre en Lérida (niimeros 2, 3, 4 y 5), aguas
arriba de éste (n." 1) y aguas abajo (n.°6 y n." 7). «PL» = Presa de Lérida; «P» = Puentes; «RS» = Rio Segre; «C» = Colectores
urbanos definidos existentes en el momento del muestreo. El colector muestreado correspende a2l punto n.” 5.
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Material y métodos

La Figura 2 muestra la situacién orientativa de las estaciones de muestreo en la zona de estu-
dio. El primer punto se situd aguas arriba de cualquier vertido urbanoe atribuible a la ciudad (ndme-
ro 1); el punto nfimero 2, dentro ya del tramo urbano pero aguas arriba de cualquier colector con-
trolado; los puntos nimeros 3 y 4, en el rio a su pase por la ciudad; el punto nimero 5, en el colec-
tor final, y los puntes nlimeros 6 y 7, a 1 y 21 km aguas abajo del citado colector final.

El punto de muestreo nimero 2 estaba bajo los efectos de la presa de Lérida, un pequeifio re-
servorio de agua que contribuye a la decantacion de materias en suspensién y por tanto de microor-
ganismos, ¥y que ademds recibe aguas procedentes de canales laterales, fo que pudo suponer una
cierta dilucién. En el punto de muestreo nimero 3, situado aguas abajo de un afluente natural del
Segre en el interior de la ciudad, el rio Noguerola, que actuaba como recolector de aguas residuales
de algunos sectores urbanos, no se observan (Tabla 1) incrementos de la carga bacteriana, posible-
mente a causa de que durante el muestreo quedé fuera de 1a «pluma de dispersién» de las aguas del
citado afluente-colector.

Cabe decir que en estos iltimos 21 km existen una serie de vertidos concretos incontrolados no
cuantificades de pequefios niicleos de poblacidn y desagiies de acequias de riego.

Para la elaboracion de este articulo se ha combinado la estructura v metodologia establecida
en su dia para un estudio fisico-quimico y bioldgico amplio realizado sobre tedo el rio Segre, desde
su origen {Francia) hasta su desembocadura (8), con unos datos no publicados obtenidos por los
mismos autores correspondientes a una campaiia realizada en abril de 1984 sobre los puntos de
muestreo anteriormente resefiados.

Un aspecto a remarcar acerca del Ambito espacial escogido para este estudio es que las aguas
residuales que la ciudad vierte son mayoritariamente de origen orginico, de manera que no cabe la
posibilidad de que el rio vea limitada o interrumpida su capacidad de autodepuracién por la presen-
cia de aguas residuales industriales (metales pesados, compuestos téxicos recalcitrantes...). Ade-
mas, los vertidos son directos, sin tratamiento alguno, ¥ ocurren en un tramo relativamente corto
(menos de 2 km).

Si bien no se aborda la dindmica temporal de las poblaciones microbianas en el rio, los valores
de concentracién obtenidos se ajustan a los intervalos de confianza resefiados en el citado estudio
mds amplio de todo el rio Segre (8) para cada una de las determinaciones microbiologicas realiza-
das. Los resultados quedan dentro de la variabilidad anual y no son atribuibles a ninguna situacién
particular v/o extraordinaria.

Para la evaluacidn anual de los coeficientes de autodepuracién del tramo estudiado, entre las
estaciones de muesireo niimeros 6 y 7 se han utilizado los datos publicados existentes {8) en forma

TABLA 1
RESULTADOS DE LOS ANALISIS REALIZADOS Y DE LOS INDICES CALCULADOS

Pto. muestreo 1 2 3 4 5 6 7
OT/100 mi 2.4.10° 43.10* 24.10° 42.10° 23107 7.010° 2.4.10°
OF100m -  1,3.10° 43.10° 43.10° 4210° 1,3.10° 7.0.1¢° 9,3.10*
EF/100 ml 7.0.10% 24.10° 93,1 1,5.10° 13.10° 43.10° 43.10°
Indices:

OTICF 1.85 1,00 5,58 1,00 1.00 1,77 2,58
OF/100 185,71 17.92 4624 280,00 1628 10,00 216,29

CT = Celiformes totales. CF = Coliformes fecales. EF = Estreptococos fecales.
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de valores medios mensuales que engloban los resultades obtenidos en 26 campaiias de muestreo,
aproximadamente quincenales, realizadas desde julio de 1983 hasta junioc de 1984.

En el momento del estudio. la ciudad de Lérida vertia sus aguas residuales al Segre a través de
tres colectores, que en la actualidad han sido reagrupados y entubades hacia un punto de vertido
comun aguas abajo de la ciudad. Debido a la inaccesibilidad, sélo se obtuvieron muestras en uno de
los colectores.

Los datos empleados se refieren a colimetrias (coliformes totales y coliformes fecales, E. cofi)
y estreptometrias (estreptococos fecales), que se obtuvieren mediante la téenica del ndmero mds
probabie (3., 11). Los datos viroldgices que se presentan (enterovirus) fueron obtenidos por el De-
partamento de Microbiologia de la Universidad de Barcelona, mediante el método de adsorcidn-
elucion sobre polvo de vidrio (5, 12).

Resultados

Caracteristicas microbiologicas generales de la zona de estudio

La Tabla 1 muestra los resultados obtenidos en los diferentes puntos de muestreo, junto con
los valores de dos sencillos indices indicadores del tipo de contaminacién bacteriana.

La relacién entre coliformes totales (CT) y fecales (CF) se usa como indice apreximado para
establecer la proporcidn de coliformes totales con origen entérico. Para un valor de CT/CF de «1»
se deduce que todos los coliformes totales son de origen fecal y no de otras fuentes (suelo, agua...).
En la Tabla 1 los valores resultantes de este indice se mantienen muy préximos a la unidad o iguales
a ella, lo que permite establecer un predominio de la componente bacteriana fecal sobre la natural
en todo el trame estudiado. El otro indice resefiado en la misma tabla {CF/EF) compara la contami-
nacién fecal bacteriana de origen preferentemente humano (coliformes fecales) con la de origen
preferentemente animal (estreptococos fecales) (11). En este caso, los valores mayores que la uni-
dad indican cargas fecales preferentemente de origen humano, mientras que los valores inferiores a
«1» presuponen una mayor componente fecal animal. Se deduce que en la carga fecal presente en el
tramo de estudio la componente humana es la mis importante.

Calculo del vertido de la poblacion de Lérida

Del caudal de aguas residuales y del aporte directo de carga microbiana de la poblacidn de Lé-
rida al rio Segre. sélo se disponia de los datos referentes a uno de los tres colectores existentes, con-
cretamente del mds distal (punto ndmero 5; Fig. 2).

El vertido total de la ciudad, tanto en términos de carga microbiana como de caudat de aguas
residuales, se ha estimado a partir de los datos expuestos en la Tabla 1 referidos a coliformes feca-
les. Para la elaboracién de los cdleulos se han empleado los siguientes valores:

— Concentracién de coliformes fecales en el colector muestreado : 1,34.1077100 ml,

— Caudal del colector muestreado : 200 I/s.

— Carga fecal humana por persona y dia (Gerlach, 1981} : 100 g.

— Concentracién de coliformes fecales en la carga fecal humana (OMS, 1977): 1,00.10%g.

De donde:
1.34.107 col. fec/100 ml x 200 Ifs = 2,31552.10"" col. fec/dia.

2,31552.10" col. fec/dia : 1.00.10° col. fec/g = 2.315.520 g/dia.
2.315.520 g/dia : 100 g/habitante y dia = 23.155 habitantes.
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Como que la poblacién total de Lérida en el momento del estudio era de 109.397 habitantes, y
suponiendo que todos ellos vierten al alcantarillado municipal, se deduce que la poblacion que vier-
te al resto de colectores es de 86,242 habitantes. _

Para el cdlculo preciso del vertido total de la ciudad, se necesitarian las concentraciones de co-
liformes fecales en los otros dos colectores existentes no muestreados. Como aproximacioén se ha
partido de la carga fecal tedrica vertida al rio por los 86.242 habitantes. Asi, utilizando los mismos
factores de conversién que en el caso anterior:

£6.242 habitantes x 100 g/habitante y dia = 8.624.200 g/dia.
8.624.200 g/dia x 1,00.10%ol. fec/g = 8,6242.10" col. fec/dia (1l

Teniendo en cuenta que el caudal circulante por el rio en el momento del muestreo era de
25,9 m*s, el aporte de coliformes fecales deducido aplicado directamente sobre el citado caudal, re-
presenta un incremento de concentracion en el rio de 3.854 col. fec/ml, valor que es muy similar al
que se obtienen de la diferencia entre la concentracidn en coliformes fecales aguas abajo de los dos
colectores no muestreados (4,2 x 10° col. fec/100 ml) y la de aguas arriba de éstos (4,3 x 10° col.
fec/ml), que results ser de 3.770 col. fec/ml; esta referencia indica, por otro lado, que el volumen de
agua aportade por los dos colectores en cojunto era relativamente pequeiio respecto al caudal cir-
culante en el momento en el que se realizo la campafia de muestreo.

La aproximacién al cdlculo de la concentracién de coliformes fecales en los colectores no
muestreados, y a partir de ahi la estima de su caudal conjunto, se puede plantear en términos de
una media ponderada aplicada a una mezcla de dos soluciones de distinta concentracién y volumen.
Asi, considerando los citados dos colectores como uno solo:

N.” col. fec. aguas arriba colectores N N.® col. fec. aporte colectores _ N.° col. fec. aguas abajo colectores

Q, Q, Q+Q;

Conociendo Q, estos cocientes pueden expresarse, de un modo equivalente, en términos de
nitmero de coliformes fecales por dia, permitiendo con ello aprovechar el dato obtenido en [1] y a
partir de ahf estimar la carga diaria de coliformes fecales por dia aguas abajo de los colectores:

Namero col. fec. aguas arnba/dia + Nimero col. fec. aporte colectores/dia =
= Niimero col. fec. aguas abajo colectores/dia.

Donde sustituyendo por los valores conocidos:
(4.3.10%col. feciml x 2,23776.10" ml/dia) + 8,6242.10" col. fec/dia = 9,58643.10" col. fec/dia.

El valor obtenido representa la carga diaria en coliformes fecales que pasa por el puntoe situado
aguas abajo de los dos colectores no muestreados, de manera que, conociendo la concentracién en
este punto {Tabla 1), puede plantearse una nueva expresién:

N.° col. fec. aguas abajo colectores/dia
(Q+ Q,)dia

Donde se conocen todos les términos excepte Q,, que vendra expresado en ml. Sustituyendo por
los valores conocidos, resolviendo la ecuacion y después de ajustar las unidades, resulta que ¢l cau-
dal circulante por el conjunto de los dos colectores no muestreados es de unos 518 ls, que sumados
a los 200 V/s aportados por el colector muestreado, suponen un volumen de aguas residuales genera-
de por parte de la ciudad de 718 Ifs, estima que resuita coherente con ¢l caudal de agua potable su-
ministrado a la ciudad, que viene a ser del orden de 700-800 Ifs.

= N.° col. fec. aguas abajo colectores/ml,
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La concentracion media de coliformes fecales en los dos colectores puede ahora estimarse fa-
cilmente: 8,6242.10" col. fec/dia : 518 I/s = 1,93.107 col. fec/100 mi, que es una estima del mismo or-
den v, por tanto, en principio también coherente, con la concentracidn de coliformes fecales encon-
trada en el colector muestreado (Tabla 1) y con el volumen de poblacion de la ciudad. En el cofec-
tor de la ciudad de Soria (1), que a los efectos de este estudio puede servir como referencia vilida,
se obtuvo un valor medio de 3,6.107 col. fec/100 ml.

Aproximacion ala estimacién de la capacidad de autodepuracidn

La capacidad de autodepuracion del rio Segre desde que recibe los aportes hasta la estacion de
muestreo situada a 20 km aguas abajo, se ha evaluado mediante un modelo sencillo que parie de
una serie de supuestos que permiten simplificar los cdlculos y ajustarse, como aproximacién, a la
evolucidn tedrica de la poblacion bacteriana expuesta en la Fig. 1, aguas abajo de un punto de verti-
do. Las hipétesis de cdlculo para el tramo considerado son las siguientes:

a) Se supone que no hay un crecimiento bacteriano significativo. Sélo se considera la mor-
talidad.

b} Los aportes externos son constantes por unidad de recorrido.

¢} No existen variaciones significativas de caudal.

Conocidas la concentracidn inicial y final en el tramo considerado, la expresidn de partida para
el modelo es [a siguiente:

dqy
— =-Kiqp + §;
dx
donde «qy» es la concentracién microbiana inicial, «<K;» es la constante de mortalidad y «S;» las uni-
dades de carga micrebiana aportadas por unidad de recorrido del rio y 100 ml. Operando con la an-
terior expresion se obtiene:

K {x- K, [
.l{x:& Kju ‘ll’

5
q; = X (1-e* ™+ (qy) e

con «X-Xp» como longitud del tramo considerado y «q;» la concentracién microbiana final. Despe-
jando «3;» se llega a la siguiente expresion:

8 =K [{q) - (qu) e [x'x"l]/[l —e™ ] (2]

Para calcular la constante de mortalidad en el tramo considerado y bajo las hipétesis estableci-
das, comeo dqy/dx = -K; g, para un modelo sin crecimiento microbiano como el presente, entonces:

K, = In(qo) - In(q)/(x-x,) 3l

A partir de las concentraciones de coliformes y estrepiococos fecales en el punto de muestreo
nlimero 6 («qy»} y las del punto nimero 7 («q;»}), separadas entre si por una fongitud de ric de 20
km, se obtienen los coeficientes de mortalidad de 0,10/km («K.») para los coliformes fecales y de
0,23/km (<K .») para los estreptococos fecales, valores ambos muy bajos al compararlos, respectiva-
mente, con los 0,50 km vy 0,76/km obtenidos en un trame superior del mismo rio Segre (8}, o con
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JU AG SE OC NO DI EN FE MR AB MA JN

Fig. 3. Evolucidn a io large del afio de los ceeficientes de mortalidad para los coliformes fecales (0) y los estreptococos fecales
(®) entre los puntos de muestreo n.° 6 ¥ n.° 7, segiin los datos publicados en (8). :

000

(.89 y 0,70/km estimados en el rio Duero, aguas abajo de Soria (1). La diferencia entre los coefi-
cientes de mortalidad estimados presupone una menor tasa de supervivencia de los estreptococos
frente a los coliformes fecales. Esta apreciacién es una constante a lo largo del afio como muestra la
Fig. 3; sin embargo, no puede extrapolarse fuera del contexto del rio y del tramo considerado, si se
atiende a las interpretaciones a menudo contradictorias publicadas al respecto (11).

En principio, cabria pensar que la causa de esos coeficientes de mortalidad tan bajos guarda
relacién con la existencia de aportes incontrolados al rio dentro del tramo considerado entre los
puntos ndmeros 6 y 7. Esto puede estimarse a partir de Ja expresién [2], de la que se deduce un
aporte de 8,3.10° y de 0,1.10" est. fec/100 mi. km, valores ambos bastante bajos, lo que plantea una
aparente contradiccion frente a los «K» v «Kp estimados,

A partir de la misma expresién [3], despejando el término «x—Xy», €s decir, la longitud del tra-
mo considerado, es posible calcular la distancia necesaria para que el rio retorne a unas determina-
das concentraciones microbianas. Esta estimacién puede interpretarse como una aproximacion
cuantitativa a la apreciacién del impacto ambiental de la cindad de Lérida sobre el rio. '

Tomando como referencia el punto de muestreo nimero 2 situado aguas airiba de los colecto-
res («q;») y la carga microbiana en el punto niimero 6 aguas abajo de éstos («qy»), resulta que la dis-
tancia a recorrer por el rio hasta conseguir unas condiciones equivalentes al punto nimero 1 es de
27,9 km para los coliformes fecales y de 13,1 km para los estreptococos fecales.

De la misma forma, para que las aguas del rio sean aptas para el bafio aguas abajo de la ciudad
de Lérida, la distancia a recorrer por el Segre hasta alcanzar los valores de concentracion recomen-
dados por 1a CEE en materia de aguas de bario, resulta de ser de 88,5 km para los coliformes fecales
y de 27,6 km para los estreptococos fecales. La longitud del tramo de rio que va desde la ciudad de
Lérida hasta la desembocadura en el Ebro es de unos 43 km,
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TABLA 2
VALORES MEDIOS DE CONCENTRACION DE ENTEROVIRUS

Pto. muestreo 1 5 6 7
Enterovirus {(UFC/101) 250 91.20 37.65 2,20
Desviacion tipica 4,30 120,00 48.40 3,70
% positividad 30,00 100,00 80,00 30,00

Valores correspondientes a la media de cinco muestras recogidas en cada punio entre enero y mayo de 1984.

TABLA 3
REFERENCIAS COMPARATIVAS DE DATOS VIROLOGICOS

Rio (tramo-localidad) Titulacién media (101) % positividad
Rio Segre (pto. n.° 6) 3765 UFC ' 80.00
Rio Duero (Soria) 1,58 UFC 16,20
Rio Besds (Sant Adria del Besds) 15-170 NMPUC 50-100
Rio Llobregat (El Prat de Llcbregat) 2 NMPUC 50-60
Rio Furan (Saint Etienne) 1710600 UFC Hokok
Rio Seaa (Orly) 45,00 UFC Hk
Rio Rhin {Estrasburgo) 560,00 UFC ok

Rio Duero (1), rios Besds y Llobregat (6), rio Furan (5), rio Sena (12), rio Rhin (2).

La Fig. 3, basada en datos publicados (8}, sirve para ver la tendencia de variacién anual de los
coeficientes de autodepuracién del tramo final estudiado aguas abajo de Lérida. Bdsicamente se
observan dos épocas con valores mdximos y dos mds con valores minimos que pueden interpretarse
a partir de la combinacion entre candales circulantes y temperatura del agua. El primer mdximo co-
rresponde al periodo post-estival, con temperaturas del agoa atn relativamente altas y caudales axin
reducidos (final del estiaje, septiembre). En estas condiciones la tasa de sedimentacién de los es-
treptococos fecales puede ser alta. Al avanzar el afio, el caudal circulante aumenta con las lHuvias
otofiales, de manera que la carga fecal vertida por la cindad de Lérida puede recorrer el tramo estu-
diado en menos tiempo (mayor velocidad del agua). dando el efecte de una disminucion de la capa-
cidad de autodepuracién. Para marzo la reduccidn de caudales y las bajas temperaturas del agua
podrian haber determinado, respectivamente, un aumento de la tasa de sedimentacion y un decre-
mento de la supervivencia bacteriana, lo que se traduciria en un aumento de los coeficientes de
autodepuracion, Para la época del deshielo (mayo), cabria pensar en una interpretacion similar a la
del periado de lluvias, s6lo que con efectos de un orden de magnitud muy superior de acuerdo con
el mayor volumen de agua circulante.

Anilisis virolégicos

La Tabla 2 muestra los iinicos datos viroldgicos (enterovirus) existentes acerca del rio Segre
(8). La complejidad analitica, y de ahé el mas restringido conocimiento de su dindmica en los rios,
hace que la virologia no se contemple muy a menudo dentro de los estudios limnoldgicos, como
tampoco se hace con pesticidas, herbicidas, hidrocarburos o metales pesados por razones similares.

La estacion de muestreo correspondiente al colector urbano de Lérida (nimero 5) es, l6gica-
mente, la que dio los promedios mds elevados, con un 100% de positividad. En el paso del rio a tra-
vés de la ciudad se observa un gran incremento en las concentraciones viricas, lo que confirma ¢l
impacto estimado con los parametros bacterioldgicos.
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A pesar de la notable resistencia de los enterovirus frente a los factores ambientales e incluso
frente a los desinfectantes mds comunes (9), en términos absolutos su evolucidn, a medida que el
rio se aleja de la cindad (puntos nimeros 6 y 7), presenta una reduccién del orden del 94%, que es
un valor mity sinilar al obtenido para les coliformes fecales con un 87% y para los estreptococos
con un 99%. ’

La Tabla 3 compara los datos propios con los obtenidos en otros rios. Se trata de una tabla que
incluye valoraciones bajo diferentes métodos que si bien no son directamente comparables, si que
pueden utilizarse como referencia en términos de orden de magnitud, por lo que la titukacién virica
media del Segre a 1a salida de Lérida puede considerarse notable. En comparacion con el rio Duero
en Soria (1), la titulacion es unas 24 veces mayor en el Segre, con un factor de positividad de 2,9, a
pesar de que la carga fecal de coliformes es del mismo orden.

Diiscusion

El rio Segre llega a la ciudad de Lérida con un contenido microbiano de origen fecal en sus
aguas notable. En base a los indices calculados, este contenido es atribuible preferentemente a los
aportes de aguas residuales de origen humano.

A la entrada del rio en la ctudad se aprecia una cierta dilucion en los valares de concentracion
debido a la presencia de Ia presa de Lérida, que aumenta la tasa de sedimentacidn y retencidn bac-
teriana, en especial para los estreptococos fecales. La entrada de acequias y flujos de agua laterales
1o estrictamente residuales puede contribuir en cierta medida a la citada dilucidn.

Los aportes de aguas residuales de la ciudad de Lérida, estimados en un caudat de 718 I/s, con
una concentracion del orden de 1,77.107 col.fec/100 ml, determinan un incremento significativo de
la carga microbiana fecal, bacteriana y virica. Para este iltimo caso, las concentraciones obtenidas y
sobre todo su porcentaje de positividad pueden considerarse notables.

El tramo fina! del rio Segre presenta una carga fecal notable (indice CT/CF; Tabla 1) v unos
coeficientes de mortalidad y autodepuracién {«K », «K,») muy bajos, junto con unos aportes
(«S.», «S.p») también poco importantes. Teniendo en cuenta que en el modelo aplicado «8;» es una
variable dependiente de «K;», a unos valores de «K;» altos corresponderian valores de «S;» también
mayores que podrian interpretarse como los responsables del mantenimiento de una carga fecal
compensatoria de los altos coeficientes de mortalidad. Por el contrario, en el caso concreto de este
articulo, la aparente contradiccién entre los valores de «K;» y «S» obtenidos admite dos interpreta-
ciones. Puede ser que los aportes entre el punto niimero 6 y el niimero 7 sean discontinuos y pun-
tuales de manera que contribuyan al mantenimiento de una carga basal bacteriana de origen fecal
que determine unas estimaciones bajas de «K;» y, consecuentemente, de «S;». Puede ser también
que la peblacion bacteriana fecal mantenga una cierta actividad de crecimiento bajo unas condicio-
nes del medio adecuadas; de esta forma, un «K;» estimado en base a un modelo sin crecimiento bac-
teriano seria también bajo. En ambos casos, el modelo aplicado sin coeficiente de crecimiento no se
ajusta a la dindmica tedrica de la poblacién bacteriana fecal del rio Segre aguas abajo de Lérida.

En los términos planteados, la asimilacion (autodepuracion) del vertido de Lérida es muy baja
y no se completa hasta transcurridos unos caantos kilémetros aguas abajo de la cindad, entre 13,1 y
27,9 km. Coemo consecuencia de todo ello las aguas del tramo no son aptas, tedricamente, ni siquie-
Ta para usos recreativos.

En cuanteo a la evolucidn de los coeficientes de autodepuracidn a lo largo del afio, el propio ré-
gimen de caudales del rio, de tipo nivo-pluvial y sus consecuencias sobre la relacién capacidad de
transporte-sedimentacidn de sus aguas, parecen ser suficientes para explicarla, por encima de otros
factores abidticos.

Los datos viricos obtenidos muestran un patrén de distribucidn espacial paralelo a los datos
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bacicrioldgicos que sirve para confirmar los resultados obtenidos en términos de autodepuracion,
asi como para situar al rio Segre dentro de un rango comprometido de contaminacion virica.
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Summary

The physical maps of the DNA of five bacteriophages (Mm1, @M2, GM3, Mm4 and Mm3)
which infect Micromonospora are presented. The restriction analyses showed that all of them had
linear, double-stranded DNA,, but only four (Mm!1, @M2, Mm4 and Mm5) presented cohesive ends.
The phages showed no relationship in terms of their restriction maps or of DNA-DNA hybridiza-
tion, with the exception of Mm4 and Mm3, which resulted to be very similar. Phage MmS5 presented
a high level of resistance to chelating agents, although deletion mutants, all of them showing a sin-
gle deletion of 1.4 kb, were obtained by using extremely selective conditions.

Key words: Micromonospora, bacteriophages, DNA mapping, cohesive ends, deletion mutants.

Resumen

Se presentan los mapas fisicos del DNA de cinco bacteriéfagos (Mm1, OM2, OM3, Mm4 y
Mm3) que infectan Micromonospora. Los andlisis de restriccién demostraron que todos ellos pose-
en DNA de doble cadena y lineal, pero sélo cuatro (Mm1, @M2, Mm4 y MmS5) presentan extremos
cohesivos. Los fagos no muestran ningdn parentesco en términos de sus mapas de restriccion ni de
hibridacién DNA-DNA, con [a excepcién de Mm4 y Mm3, que resultaron ser muy similares. EI fa-
2o MmS5 presenta un alto nivel de resistencia a los agentes quelantes, aunque utilizando condiciones
selectivas muy extremas se obtuvieron mutantes, todos ellos con una tinica delecidn de 1,4 kb,

Introduction

The genus Micromonospora includes bacteria with complex life cycles (7, 17, 20), some of
which play important roles in industry and nature as producers of antimetabolites and hydrolytic
enzymes (10, 21, 22).

In spite of its obvious applied importance very few reports have been published on the biology
of the genus, and in particular on its geneties (1, 9, 15). In an attempt to develop conditions that

(*) Corresponding author.
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could enable the manipulation of interesting Micromonospora strains we have studied several bac-
teriophages, named Mm1, §M2, @M3, Mm4 and Mm35. Some of their general biological properties
have been previously described by us (2), and we also have developed a transfection system (3).

All the five phages were naked and showed an icosahedral head and a long non-contractile tail,
although they differed in size and in the structure of the distal part of the tail (basal plate present or
absent). All of them were temperate, and four immunity groups could be established (Mm4 and
MmS5 were included in the same group). These last two phages presented up to 11 structural poly-
peptides in a very similar pattern, and they could infect 13 out of 20 strains of Micromonospora,
whereas the other three could only form plaques in a single strain. Finally, the genetic material of
the five phages was seen to consist of a single molecule of double-stranded DNA,

In this report we describe in more detail the characteristics of these DNAs as well as the possi-
bility of obtaining deletion mutants, a necessary requisite to develop a phage-based cloning system
for Micromonospora.

Material and methods

Bacteria and buacteriophages

Micromonospora sp. IMET 8002 was routinely used as the host for phage propagation under
the conditions specified in our previous paper (2). This bacterial strain, as well as phages Mml,
Mm4, and Mm3, were a kind gift of prof. Helmut Prauser, Zentralinstitut fiir Mikrobiologie und
Experimentelle Therapie, Jena, Germany. Phages @M?2 and M3 were isolated from garden soil in
our laboratory, as previously described (2).

DNA technigues

The isolation of phage DNA was done from high titer lysates by hot SDS disruption of the par-
ticles, as described (19).

Restriction endonucleases were supplied by Boehringer Mannheim and used under the condi-
tions specified by Maniatis ez al. (11).

Separation of restriction fragments was done in 0.6 % agarose gels (Type I, low EEQ, Sigma)
submerged in TAE buffer (40 mM Tris-acetate, 2 mM EDTA, pH 8.0} and run at 1.1 volts/fcm for 16
h. DNA was stained with ethidium bromide (1 pg/ml), and fragment sizes were determined using
Hindlll-generated fragments of phage lambda DNA as standards (4).

The presence or absence of cohesive ends was determined by two methods:

a) Treatment of phage DNA with T4 DNA-ligase (Boehringer Mannheim) (8), followed by
digestion with restriction enzymes and separation of DNA fragments in agarose gels,
along with similar samples which were not subjected to any DNA-ligase treatment.

b) Phage DNA sampies were digested with restriction enzymes and divided in two aliquots:
one of these was kept at room temperature, t0 min, before loading in agarose gels, whe-
reas the other was heated at 75°C, 10 min, immediately before loading. Samples were
then electropheresed in parallel.

Transference of restriction fragments from agarose gels to nitrocellulose filters (BA-85, Schlei-
cher and Schuell} was done as described by Southern (16).

Probe DNAs were prepared by nick-translation usign **P-labelled dCTP (New England Nucle-
ar}, as previously described (13).

DNA-DNA hybridizations were performed as described by Maniatis et al. (11), at 68°C over-
night, but followed by two washes in 2 x SSC, 0.5% SDS and another two in 0.1 x SSC, 0.1 % SDS
at room temperature for 15 min.
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Fig. 1. Delermination of the presence of cohesive ends in the DNA of phages Mm 1. @M2, ©M3, Mmd4 and Mm35. Samples of
each phage DNA were digested with restriction enzymes with {lanes «b») or without {lanes «a»} previous treatment with
DNA-ligase. and electrophoresed in parallel, as described in the text. 1: Mim1 DNA digested with BamHI + BgiIl. 2: hM2
DNA digested with EcoRI[ + Hindl[[. 3: @M3 DNA digested with Clal. 4: Mmd4 DNA digested with HindIIL 5: Mm5 DNA di-
gested with Hindlll. Bars mark the fragments conlaining cohesive ends. and arrows show the fragments produced afier their
ligation. No cohesive ends could be detected in M3 DNA.

Isolation of Mm5 deletion mutants

Mm3 virions were treated with up to 0.5 M EDTA or 0.25 M sodium pyrophosphate (Na-PPi)
in 0.1 M Tris-HC1 (pH 7.5), at temperatures ranging from 37 to 55“C for 30 min. Samples treated in
this way were diluted and plated out by the conventional double layer technique. After giving rise
to plaques, the progeny of surviving virions was resuspended and subjected again to the same treat-
ment; a total of four rounds of treatment were performed in each case. After each treatment round,
10 to 50 individual plaques were picked and propagated separately, and their DNAs were extracted,
digested, and electrophoresed in order to detect deletions.

Results and discussion

Cohesive ends

The presence or absence of cohesive ends in the DNA molecules of phages Mm1, @M2. @M3,
M4 and Mm3, could be demonstrated through their prior ligation, followed by digestion and sepa-
ration of the resulting fragments. It is shown in Fig. 1 that the ligase treatment of the DNA of four
phages (Mm1, @M2, Mm4 and MmS5) resulted in the disappearance (or weakening) of two restric-
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tion fragments, which was accompanied by the appearance (or strengthening} of another band whose
size was the sum of the missing fragments. This was the expected result if naturally eccurring cohe-
sive ends were present in the phage DNA. The same results were obtained by comparison of res-
tricted samples subjected to heating (75°C, 10 min) or kept at room temperature immediately befo-
re electrophoresis: the expected fusion bands appeared in unheated samples (although weaker than
those obtained with ligase ), bui were not visible in beated samples (not shown}).

On the contrary, although restriction analyses clearly showed phage @M3 DNA to be a linear
molecule, no cohesive ends could be detected by any of the two methods, which seems to indicate
that cohesive ends are not present in @M3 DNA.

Restriction mapping

The DNA of the five phages was treated with the following restriction enzymes: BamHI, Bglll,
Clal, EcoR1, EcoRY, HindlIl, Hpal, Kpnl, Pst], Pvull, Sall, Xbal and Xhol. The number of recog-
nition sites for each enzyme in the five DNAs has been previously reported (2). We have obtained
additional data from singie and double digests of each DNA with the enzymes cutting in up to four
sites, and both from linear and ligated DNA samples, which allowed us to draw the physical maps
presented in Fig. 2. In some cases, as in phage Mmi DNA, only two enzymes {BamHl and BglII}
cut in less than four sites, while the rest had none or more than ten sites; in other cases, as in Mm4
and Mm3 DNAs, the maps could be constructed for five enzymes, thus giving a more accurate map-
ping of the DNA.

Surprisingly, we have found that $M3 DNA was only cut by 3 out of the 13 enzymes (Bgll1,
Clal and Sall), in spite of being the longest of the five phages DNA (around 65 kb). Because of this,
we assayed nine more enzymes on phage @M3 DNA, most of them recognizing four base pairs or
modified, or degenerated, sequences; eight of them (Bcil, BstEllL, Haelll, Hindll, Hpall, Mbol,
Mspl and XholIl) cut GM3 DNA in rhore than ten sites, while Sacl did not cut it at all. Furthermo-
re, since M3 fragments carrying cohesive ends (terminal fragments) could net be identified, we
could only partially build its physical map for enzymes BgllI (1 site) and Clal (3 sites).

Another remark must be made concerming the maps of phages Mm4 and Mm5 DNAs: when
they were compared, it could be seen that their left half was essentially identical, while the right si-
de, and especially the region closest to the righ cohesive end, showed several differences.

DNA-DNA hybridizations

DNA-DNA hybridizations were performed to test the degree of homology between the DNA
molecules of the five phages. *P-labelled probes prepared from Mm1, @M2 and @M3 DNAs did
not hybridize with the DNA of any of the other phages. In contrast, probes made with Mm4 or
Mm5 DNAs hybridized with all the restriction fragments of Mm5 or Mm4, respectively (not
shown). These results confirmed previous data (2) pointing towards the absence of any relationship
among the phages studied, with the exception of Mm4 and MmS5. Nevertheless, Mm4 and Mm5 are
definitely different entities, not only due to their distinct efficiency and morphology of the plaques
they form on commen hosts (2}, but alse due to the dissimilarities found in their restriction maps
(see above).

Obtention of deletion mutants from phage Mm3

The presence of cohesive ends in four of the five phages, as well as their temperate nature,
opened the possibility of using them as cloning vectors precursors through the isolation of deletion
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Fig. 2. Restriction maps of the DNA of phages Mm1 (50.6 kb), @M2 {189 kb), @M3 (65.5 kb), Mm4 (44.0 kb) and Mm3
{44.4 kb) {from top to bottom, respectively). Abbreviations: B, BamHI; G, Bglll; C, Clal; I, EcoRI; ¥, EcoRV; H, HindlIL P,
Hpal; U, Pvull; X, Xbal; O, Xhol; cos, cohesive ends. In @M2 DNA a Hindlll site and a Xhol site are almost coincident and
have been marked as a single site. In @M3 DNA two additional Clal sites, giving rise to 23.9, 5.4 and 2.7 kb fragments, lie to
the left of the signaled Clal site, but they could not be properly located because of the lack of other restriction sites or cohesi-
ve ends. Letters enclosed in a circle show the restriction sites shared in common by Mm4 and Mm3, Dotted line marks the
Mm5 DNA region where ca. 1.4 kb deletions couid be observed.

mutants. We have chosen phage MmS as a cloning vector precursor because of its wide host range,
broader than those of Mm1 and @M2, and because of its regularly higher yields when compared to
Mm4, which shows the same host range.

The selection of MmS5 deletion mutants was attempted whith chelating agents. Surprisingly,
EDTA did not affect MmS5 viability at any concentration up to 0.5 M (data not shown). On the
other hand, conditions of treatment with sodium pyrophosphate {4} mM, 37°C, 30 min} that allow
high rates of mortality and consequently efficient selection of deleted mutants in other phages (5, 6,
12, 14, 18) only marginally affected Mm5: the percentage of survival ranged-from 26 % after the
first cycle of treatment to 52 % after the fourth (100 % = ca. 10° PFU). In fact, after separately pro-
pagating 70 individua! plaques obtained after this treatment, all of them showed a DNA indistin-
guishable from the wild type DNA by restriction analysis with HindlIl, indicating that the dele-
tions, if any, were too small to be detected. By using different selective conditions (lowering the NaPPi
concentration to 25 mM, but increasing the incubation temperature to 55°C, 30 min) dramatic de-
creases in the survival rate were obtained, ranging from 0.002 % after the first round to 3.5% af-
ter the fourth (100% = ca. 10" PFU). Ten individual plaques were isolated after the first cycle of
treatment, and none presented deletions; however, four out of ten had deletions after the second
round, as did all the isolates from the third and fourth rounds (ten and fifty, respectively). Curiously
enough, the 64 mutants isolated apparently had suffered the same deletion, i.e., the loss of a seg-
ment of about 1.4 kb located in the 9.8 kb fragment flanked by Xbal and HindlIl sites on the left
side of Mm5 DNA map (see Fig. 2).

The fact that drastic selective conditions had to be applied to get any deletions from Mm3
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DNA and that all of them lied in the same region of the genome could possibly indicate that Mm5
DNA is not very tightly packed into its capsid, and could therefore be considered as a naturally oc-
currying deletion mutant. Alternatively, the possibility also exists that the amount of dispensable
DNA was small from the very beginning. Finally, a combination of both circunstances cannot be ex-
cluded. .
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Summary

A method of isolation and culture of ciliated protozoa as well as a method of bioassay which
gives the results of the toxicity tests through the recounts of the organisms, are described.

Key words: ecotoxicity, ciliate, sioassays.

Resumen

Se describe un método de aislamiento v cultivo de protozoos ciliados, asi como un método de
bicensayo que permite conocer los resultados de toxicidad a través del recuento de los organismos.

Los microorganismos, incluidos los protozoos, son y han sido durante muchos afios dtiles indi-
cadores de las condiciones ambientales, y tanto la calidad como la precision de la informacién que
puede obtenerse con ellos empieza a reconocerse ahora. Asf, se ha sefialado frecuentemente (1, 2,
3,4, 5) la importancia de desarrollar técnicas predictivas que permitan saber el efecto de determina-
dos compuestes toxicos en la vida acudtica de un rio o de una corriente receptora de descargas in-
dustriales. L.a mayoria de estas predicciones sobre agresiones ambientales se han apoyado primera-
mente, y muchas veces iinicamente, en pruebas de toxicidad con especies aisladas, siendo estos bio-
ensayos muy ttiles como un primer paso en los estudios de ecotoxicidad.

En este trabajo se describe un método de aislamiento de protozoos ciliados de su ecosistema
original, asi como el método de cultive y un bioensayo de toxicidad. El ciliado utilizado para este
estudio ha sido Colpidium campyium Stokes, 1885, ciliado libre nadador consumidor de bacterias v
frecuente en el procese de tratamiento biolégico por lodos activados de las aguas residuales urba-
nas. Este método puede aplicarse también a otras especies de ciliados. Las muestras fueron toma-
das en una planta depuradora de aguas residuales por lodos activados de 1a provincia de Madrid.
Para el aislamiento del ciliado se preparan placas Petri desechables con gotas de solucidn salina dilui-
da distribuidas por la superficie de la placa en lineas (Fig. 1). Se toma la muestra del agua residual y se
vierte sobre un pocillo de vidrio. Aqui, con ayuda de un microscopio estereoscépico, se recogen con

{*) A quien debe dirigirse la correspondencia,
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MUESTRA DE AGUA RESIDUAL

(LODOS ACTIVADOS} TABLA DE LAS DOSIS TOXICAS

INCUBACION 24 h a 17.5°C

-OBSERVACION DE COLPIDIUM
- CAMPYLUM A INTERVALOS DE
TIEMPO REGULARES

PEPTONA .
0.02% -
CONTROL CONTROL BANCC DE DILUCIONES
E. COLI 1 2 DEL TOXICO+CILIADOS
{5=7)x1Q0"cel/ml
| l

—

CULTIVO MONOESPECEFICO
DE COLPIDIUM CAMPYLUM

INCUBACION 24-48 h

SOLUCION MADRE
DEL TOXICO

CULTIVO CON COLPIDIUM LAVADO ¥ FILTRACION
CAMPYLUM DEL MEDIO

Fig. 1. Esquema del bioensayo empleado para los estudios t6xicos con Colpidium campylum.

micropipeta los protozoos ciliados de interés para el estudio y se pasan a la gota ndmero 1 de ta pla-
ca Petri. De esta primera gota se vuelven a recoger, mediante otra micropipeta esterilizada, los
C. campylum y se (raspasan a una nueva gota, la mimero 2. Este proceso se repite sucesivamente
hasta conseguir haber aislado el ciliado del resto de protozoos y otros organismos de la muestra ini-
cial del agua residual o de la muestra objeto de estudio. El cultivo de los ciliados se realiza a partir
de la tltima gota. en la que se tiene la certeza que el ciliado estd complentamente aislado.
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Como alimento para Colpidium campylum se inoculd Escherichia coli, aislada del agua resi-
dual de la misma depuradora y cultivada en un medio liquido preparado con peptona al 0,02%, co-
mo ¢l empleado para los ciliades, después de dejarlo incubar 24 horas. La concentracién final épti-
ma para el cultivo de Celpidium campylum se consiguié después de realizar ensayos previos de
aproximacién con distintas dosis, observando el rendimiento mdximo en ndmero de individuos/ml
obtenido en 48 horas. El nimero final de bacterias por mililitro en los tubos de ciliados fue de 5-7 x
10° células. La bactopeptona fue seleccionada como medio de cultivo nutritivo para el crecimiento
de las bacterias que se afiaden a cada tubo de Colpidium campylum. De esta forma se obtenia un
caldo apropiado donde las bacterias podian seguir dividiéndose aunque los ciliados fueran alimen-
tdndose de ellas. Con ello se consigue que la falta de alimento no constituya un factor limitante en
el ciclo de vida de los ciliados.

Los cultivos se realizaron en tubos de 100 ml (peptona, 15 ml de solucidn estéril al 0,1%; agua
desionizada, 80 ml; suspension bacteriana, 0,2 ml, equivalente a 5-7 x 10° cel/ml; ciliados, 50 célu-
las). Los tubos se incuban a 17,5° C durante 48 horas. Es importante sefialar que los rendimientos
son mejores una vez que el ciliado se ha aclimatado al medio. El crecimiento de los ciliadoes de cada
cultivo se estudid mediante recuento, al estereomicroscopio (x 40 aumentos), del niimero de proto-
zoos, obteniéndose la media final después de repetir de 3 a 5 veces cada recuento.

Para el ensayo de toxicidad se emplean los cultivos de Colpidium campylum después de 48 ho-
ras de incubacién a 17,5° C. Se lavan varias veces (como minimo ires) con agua desionizada para
evitar que la materia orgdnica del cultivo enmascare los resultades al impedir que la sustancia téxi-
ca que interesa evaluar actiie directamente sobre los ciliados. Para este filtrado son dtiles los filtros
Millipore de & pm de didmetro de poro, ya que no permiten el paso de los ciliados, pero sf el de las
bacterias y materia orgdnica. Este medio resuspendido es el que se emplea en los experimentos de
toxicidad. Una vez concluido este paso se realizan los recuentos del niimero/ml de ciliados. Con los
ciliados resuspendidos en medio libre de bacterias y materia orgédnica se realizan las primeras apro-
ximaciones de las concentraciones y dosis que deben emplearse en las pruebas téxicas, siempre por
encima y por debajo de aquel valor que sea toxico para mds del 50% de la poblacién en 24 horas,
Para ello se parte de una concentracidn elevada del toxico, por ejemplo 1 mg/l, aumentando o dis-
minuyendo la dosis segiin el efecto que provoque en los ciliados. Una vez preparada suficiente can-
tidad de suspensién con protozoos, se divide en series, de forma que una se emplea como CON-
TROL de la conducta de los ciliados sin haber adicionado ningiin tdxico; otra serie se utiliza para
estudiar el efecto de la sustancia toxica sobre los protozoos. Al inicio de los bioensayos se van ha-
ciendo observaciones cada 5 minutos. Después, y a lo largo del estudio, se van anotando las obser-
vaciones para construir una tabla con dosis y tiempos al objeto de determinar la concentracion letal
para los organismos a los 5, 10, 30, 35 minutos o el tiempo que quiera estimarse.

Después de cada tiempo, tanto Ias muestras control como las de los ciliados expuestos al téxico
se examinan para determinar los efectos nocivos y establecer comparaciones. Se toman muestras
para realizar los recuentos, previo examen al estereomicroscopio para comprobar si los ciliados co-
mienzan a ser afectados. De la muestra control no se realizan recuentos porque permanece iguak
que al iniciar el ensayo, excepto cuando se estudian periodos largos de tiempo, como son los de 24,
48 0 96 horas. Una vez hechos los recuentos, la determinacién de la supervivencia se realiza me-
diante la expresién:

N

= )
Donde Ny es el nimero de células contadas en el instante inicial (t = 0) y N el nfimere de célu-
las contadas al cabo del tiempo requerido. Por tanto, Ny se refiere siempre al control. A continua-

cién se estiman los porcentajes de supervivencia referidos a un determinado tiempe, que es fijado
de acuerdo con los intereses del estudioso del tema. Asimismo pueden, construirse curvas de super-
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vivencia y calcular, de acuerdo con el criterio de Carter y Cameron {6), el limite de tolerancia me-
dio (LTM) o conceniracién letal media (CL50), el tiempo letal 50 (TL30), la concentracidn del um-
bral de letalidad y la dosis letal, necesarios en cualquier estudio de toxicidad.

La viabilidad celular se comprucba al microscopto estereoscdpice, bajo el supuesto que todas
fas células méviles son viables. Los ciliados de la muestra control nadan normalmente, pero en con-
diciones téxicas para la célula todo movimiento de natacién cesa y hay un cambio visible en la for-
ma y comportamiento celular. De esta manera se aprecia fdcilmente la letalidad. Para asegurarse
por completo de ello, se hacen subcultivos de los ciliados considerados como muertos, comprobén-
dose la determinacion visual. Los cambios de la célula que se estudian son el tamaiic de los indivi-
duos, 1a forma, el modo de natacidn, el ritmo de la vacuola conirdctil y la lisis/no lisis de la membra-
na plasmatica, todo en condiciones de toxicidad. Por otra parte, los niveles subletales pueden afec-
tar a la infraciliacién y la estructura de los ciliados, por lo cual se realizan impregnaciones
especificas (7).

En conclusion, se ha desarrollado un método simple para el aislamiento y cultivo de protozoos
ciliados, proponiéndose un ensayo de toxicidad. El método tiene diversas ventajas sobre otros ya
existentes, en especial el de Carter y Cameron (6) en lo que respecta a la toxicidad. que es el mas
difundido. Entre ellas cabe destacar las siguientes: no se parte de una especie de ciliado aislada pre-
viamente, se acorta el tiempo de aislamiento y se empiea un método de cultivo més sencille. Ade-
mds, permite probar varios medios de cultivo al mismo tiempo, as{ como ensayar diversos t6xicos si-
multdneamente, detallando el célculo de la supervivencia de los ciliados. El método, por iltimo, no
presenta ninguna complejidad para cualquier investigador que desee iniciarse en esta metodologia.
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