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INTRODUCCION

La esporulacion de las levaduras ha sido estudiada por
numerosos autores, a pesar de lo cual, es ain hoy uno de los
procesos peor conocidos de la fisiologia de esos organismos. Las
observaciones que se encuentran en la bibliografia muchas veces
son vagas y contradictorias, y urge investigar el problema en
forma sistematica tomando en consideracidn los distintos facto-
res en funcién del metabolismo general de esos microbios.

De los numerosos medios de esporulacidon propuestos hasta
hoy para Saccharomuyces, el que quiza reine las mayores venta-
jas es el de Fowell (1), Este medio prcvoca la formacidén de un
nlimero mas elevado de ascos de cuatro esporas que otros medios
de esporulacién; ademds, constituye por su composicién sencilla,
una base excelente para intentar el estudio del mecanismo intimo
de la esporulacién .

E] objeto del presente trabajo es el de estudiar la influencia
del agregado de agua de levaduras autolizadas al medio de Fowell.
Maneval 2) y Lindegren y Hamilton (3) han encontrado que el
autolizado de levaduras puede estimular ]a esporulacidén. Kirsop
(1) también hallé que los extractos de levaduras favorecen la
esporulacién, e hizo la interesante observacion de que la intensi-
dad de la esporulacién esta ligada a la concentracién de células
en el medio de esporulacion. En este trabajo se ha observado un
aumento en la proporcidon de ascos por agregado de agua de le-
vaduras al medio de Fowell y los resultados explican en cierto
modo las observaciones relativas a la influencia de la densidad
de células en el medio de esporulacion.

MATERIALES UTILIZADOS Y
EXPERIENCIAS EFECTUADAS

Las cepas de levaduras utilizadas en el trabajo provienen
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(2) Investigador del Laboratorio de Fermentaciones, Facultad de
Ciencias Agrarias,
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de aislamientos directos efectuados a partir de mostos de uva y
de manzana en fermentacién. Las cepas 1, 3, 4, 5, 7, 8,
11, 13, 14, 16, 19, 20, 24, 25, y 31 han sido aisladas de mos-
tos de uva. Todas ellas corresponden a la especie Saccharomyces
cerevistge var, ellipsordeus, Las cepas 1616, 1625 y 1640 pro-
vienen de mostos de manzana. 1616 y 1640 pertenecen a Saccha-
romyces cerevisiae var ellipsoideus, y 1625 es una especie no iden-
tificada del mismo género. Los nimeros mencionados en esta lis-
ta son los de nuestra coleccion de levaduras.

Para el culuvo de las cepas se utilizd el agar de agua de
levaduras autolizadas, preparada de acuerdo al método de Orla-
Jensen (8), con 2 por ciento de glucosa. Con 500 g de levadura
prensada se ha preparado 2,5 hitros de medio, el cual contiene
aproximadamente U,15 por ciento de nitroégeno total, determi-
nado por el método de Kjeldahl. Luego de una incubacion de
24 horas en este medio, las células fueron transplantadas a los
medios de esporulacion.

Los medios de esporulacion estudiados fueron:

1) medio de Fowell; .

2) medio de Fowel] con 5 por ciento de agua de levadu-

ras autolizadas, y :

3) medio de Fowell con 10 por ciento de agua de leva-

duras autolizadas.

En la descripcion que va mas adelante, estos medios seran
denominados “F”, "5” y “10", respectivamente.

El transplante a estos medios fué efectuado con ansa de
cultivos, y se traté de llevar al medio de esporulacién respectivo,
cantidades aproximadamente iguales de la pasta microbiana en
cada grupo de experiencias efectuadas. Los tubos de medio de
esporulacién fueron llevados a estufa a 28°C, y luego de 4 dias
se efectud el recuento de las células esporuladas. Esta operacién
se realizé de la siguiente manera: se recogieron las células de toda
la superficie del agar con ayuda del ansa, se homogeneizo el con-
junto, y se hizo una suspensién en agua. Se llevo una gotita
de la suspensiéon a una camara cuenta-globulos Thoma, y con-
t6 el niimero total de células (entre 300 y 600 células en todos
los casos) y el numero de ascos de una, dos, tres y cuatro espo-
ras. Finalmente, se determiné el porcentaje de cada tipo de asco
en la suspension.

RESULTADOS OBTENIDOS

Por siembra de una pequefia cantidad de células en los
medios de esporulacién mencionados mas arriba, se obtuvieron
los resultados consignados en el cuadro 1.




CUADRO 1

Poroen_mjesdeamde:

CEPA MEDIO
1 espora |2 esporas|3 esporas 4 esporas
1 P 0 1,6 3,5 1,5
1 b 0 11 10 1,6
1 10 0 9 8 1,5
3 F 0 13 8,6 18
3 5 0 41 26 9
3 10 0 42 28 7.5
4 F 0 117 6,5 4
4 5 0 25 16 6.5
4 10 0 24 26 4,6
5 F 0,5 23 20 6,5
5 5 0 617 80 3
5 10 0 63 24 1
7 F 0 6 2,5 1
1 5 0 8,5 4 2
T 10 0 11 2 0,5
8 F 0,5 21 11 6
8§ 5 0,5 45 20 2,5
8 10 0,5 43 23 3
1 F 0 0 2 1,5
11 5 0 0 0,5 0,5
11 10 0 0 0 0
13 F 0 24 3 1,5
13 5 0 53 11 2,5
13 10 0 78 9 1
14 r B Wi 0,5 00 0
14 5 ¢ | 4 00 0
14 19 05 | 7 0,5 0
16 P 05 | 23 3 1,5
16 5 [} | 29 6,5 2,6
16 10 0 46 7 0,6
19 F 0 14 11 7
19 5 0 32 26 7,5
19 10 0 37 25 5
20 F 0 10 2,5 0,5
20 5 0 15 5,5 1 3,5
20 10 0 21 6,5 2,6
24 F ] 23 7.5 1,5
24 5 0 75 7,5 0,5
24 10 1 77 8 0,5
25 P 0,5 2 2,5 1
25 5 0 4,5 3 1,5
25 10 0 T 3,5 0,
21 P 0,5 10 4 1
31 5 0 12 23 9
31 10 0 23 32 9
1616 P 0,5 0 0,5 0
1616 5 0 2 0.5 0
1616 10 0 6 1 0,5
1625 F 1 2,6 0,5 0
1625 5 0 0 0 0
1625 10 0 0 0 0
1640 F 0 8545 2,5 3
1640 5 22 40 12 4
1640 10 1,5 44 | 23 - f
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En general se ha notado que los porcentajes de esporulacion
pueden sufrir variaciones considerables en las distintas repeticio-
nes, Los resultados de] cuadro 1 corresponden a una de las se-
ries de experiencias que puede tomarse como un buen promedio
de todas las observaciones realizadas. No obstante las varia-
ciones en los porcentajes entre una experiencia y otra, en todos
los casos se ha notado la misma tendencia de cada una de las
cepas en respuesta al agregado de agua de levaduras al medio de
esporulacién . La respuesta de las distintas cepas a esta modifica-
cién del medio de Fowell puede resumirse de la siguiente ma-
nera:

1) Hay un aumento en todos los tipos de ascos: cepas
20, 31 y 1640;

2) Hay un aumento en e] numero de ascos de menos de
cuatro esporas y no hay variaciones apreciables en el nimero de
estos Gltimos: cepas 1, 4, 7, 13, 14, 19, 24, 25 y 1616;

3) Hay un aumento en la proporcién de ascos de menos
de cuatro esporas y una disminucién en el namero de estos ulti-
mos: cepas 3, 5, 8 y 16;

4) Hay una disminucién en la esporulacién: cepas 11
y 1625.

Los resultados muestran que si bien la mayoria de las ce-
pas reaccionan produciendo un nimero mayor de ascos de po-
cas esporas en medio de Fowell adicionado de agua de levaduras,
con relacién al medio de Fowell original, otras cepas reaccionan de
manera distinta, lo cual indica que el mecanismo de la esporula-
cién es complejo, y las distintas cepas tienen requerimientos di-
ferentes. Dado que pocas cepas (20, 31 y 1640) acusan un leve
aumento en el nimero de ascos de cuatro esporas, que son los
que reciben preferente atencién en los trabajos de genética de
levaduras, el agregado de agua de levaduras a] medio de Fowell
dificilmente puede recomendarse como una modificacién de uti-
lidad para los laboratorios que se dedican a esas actividades. En
algunos casos, el nimero total de células esporuladas aumenta
notablemente (cepas 3, 5, 8, 13, 16, 19, 24, 31, 1640). En
la cepa 5 se llega a obtener una esporulacién de casi 100 por cien-
to de las células agregando al medio de Fowell 5 por ciento de
agua de levaduras autolizadas. Estos resultados pueden ser de in-
terés si se desea estudiar la composicién o el metabolismo de las
esporas. En los casos especiales en que se desee aprovechar estas
ventajas del nuevo medio de esporulacién, creemos conveniente
usar la variante con 5 por ciento de agua de levaduras, especial-
mente cuando se realizan trabajos de genética, ya que agregando
mayor cantidad de agua de levaduras se corre el peligro de que
las esporas germinen luego de cierto tiempo, y que ocurran re-
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combinaciones de caracteres en los hibridos obtenidos. El medio
que se propone para estos casos estaria constituido por: agua de
levaduras autolizadas al 5 por ciento, conteniendo 0,66 por cien-
to de acetato de sodio trihidrato, pH 6,5, con 1,5 a 2,0 por
ciento de agar.

Hemos comprobado que e] agregado de extracto de levadu-
ras de la casa Baltimore Biological Laboratory (Baltimore, Ma-
ryland) en proporcién del 0,02 por ciento da aproximadamente
los mismos resultados. Las determinaciones de nitrégeno de este
extracto por el método de Kjeldahl han dado un promedio de 5,5
por ciento de nitrégeno total.

Los resultados del cuadro 1 podrian constituir una expli-
cacién de la observacién de Kirsop (4) acerca de la influencia de
la densidad de células en el medio de esporulacién, sobre el por-
centaje de ascos obtenidos. Cuando la densidad de células es
elevada, los productos que se liberan al medio por lisis de algu-
nas células, podrian alcanzar en el medio una concentracién
apropiada para estimular la esporulacién del resto de las células.
En un grupo de experiencias tomamos las cepas 1, 20, 25, y 31,
e hicimos siembras en Fowel] tratando de llevar muy pocas células
en un caso, y en otro, una cantidad considerable de células. En
cada caso la siembra se hizo por duplicado, y los resultados del
cuadro 2 representan un promedio de ambas determinaciones.

OUADRO 2

Influencia de la densidad de células en el medio de Fowell
sobre la esporulacion

_____ SIEMBRA LEVE SIEMBRA DENSA
OEPAS | % ascos| % ascos| % ascos|% ascos|% ascos| % ascos
2 esporas| 3 esporas 4esmu'asl2esporas 3 esporas| 4 esporas
1 4,0 1,5 1,5 14 6,5 2,6
20 1 1 1 8,56 4,5 3
25 0,5 0,5 0,5 5 5 2
31 0,6 3,6 0, 14 16 9

Segin puede verse, el resultado de las experiencias indica
que ¢] aumento de la densidad de siembra en e|l medio de Fowell
da un resultado parecido al que provoca el agregado de agua de
levaduras a] medio. Con las cepas 1 y 25 se ha notado ademis,
un aumento en el nimero de ascos de 4 esporas, lo cual puede



68 Revista de la Facultad de Ciencias Agrarias [T.'7 N° 1

indicar que las células que se lisan podrian incorporar al medio
algunos factores que se destruyen al preparar el medio de agua
de levaduras autolizadas. Los datos permiten aconsejar que la téc-
nica de siembra en el Fowell se practique por trasplante de un
namero considerable de células a ese medio para obtener los me-
jores resultados

RESUMEN

Se describe la influencia del agregado de agua de levaduras
autolizadas al medio de Fowell, sobre la esporulacién de levadu-
ras del género Saccharomyces. Los resultados indican, en general,
un aumento de] nimero de ascos en casi todos los casos. No obs-
tante, la respuesta de las distintas cepas a esta modificacién del
Fowel] es distinta, lo cual indica que esas cepas tienen requeri-
mientos diferentes para la produccién de esporas.

Algunas cepas han sido ensayadas mediante siembras leves
y densas en el medio de Fowell, y en lineas generales puede de-
cirse que un aumento de la densidad de células en ese medio da
resultados parecidos al agregado de agua de levaduras, probable-
mente porque los productos excretados por las células que se li-
san alcanzan una concentracién que favorece la esporulacién del
resto de las células.

Los resultados permiten aconsejar el uso de indculos densos
sobre el medio de Fowell para obtener los mejores resultados en
1a esporulacién .

SUMMARY

In the present paper we describe the influence of the addi-
tion of autolyzed yeast to Fowell’s medium on the sporulation
of different strains of the genus Saccharomyces. The data show
in most of the cases an increase in the proportion of asci, in rela-
tion to the results obtained with Fowell’'s medium. However,
there are some differences in the behavior of the various strains
tested, a fact which points to differences in the requirements of
these strains for maximum sporulation.

In one of the experiments, the density of cells on Fowell's
agar has been varied between wide limits, and in the cases where
a large inoculum was employed, there was an increase in the num-
ber of asci. The results were in general similar to those obtained
by adding autolyzed yeast to Fowell’s medium on which a light
inoculum had been transferred. )

The similarity between the results obtained by transferring
a heavy inoculum on Fowell’s medium, and the use of a light
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inoculum on Fowell's medium to which autolyzed yeast had

been added, points to the fact that the increase in cell concen-
tration may cause the incorporation to the medium of certain
substances essential for maximum sporulation.

From the practical point of view, the use of heavy inocula
on Fowell's agar can be recommended in order to obtain maxi-
mum sporulation.
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NOTAS BIBLIOGRAFIOCAS

CERCOS, AUGUSTO P., Los antibifticos y sus aplicaciones agro-
pecuarias, 475 pag., con iustraciones, Editorial Salvat, Buenos Ai-
res, 1957, - i

Este libro representa un encomiable esfuerzo tendiente a llenar el
vacio que presentaba la literatura clentifica en obras de conjunto so.
bre las aplicacioncs de los antibibticos a la agricultura y la gana-
deria.

, i(,‘ercu:m divide su libro en dos partes fundamentales. La primera
trata en general el problema de la antibiosis, los organismos producto-
res de antibi6ticos, la obtencién y el modo de accion de los antibibti-
cos. La segunda parte se refiere especificamente al tema cuyo titulo
lleva el libro, ¥ trata de las aplicaciones de los antibi6ticos tanto en su
acci6én inhibidora del desarrollo de los microbios pat6genos de plan.
tas v de animales, como también por su influencia directa o indirec-
ta en el crecimiento de los organismog superiores.

La obra representa una valiosa fuente de referencia ya que la

parte bibliografica retine unas 1.400 citas de la literatura cientifica
con indicacién en la mayoria de los casos, de los titulos de los trabajos

respectivos.

Aunque el autor expresa en general muy claramente 108 concep-
tos cientificos, debe lamentarse la transeripeién, al final de la pri-
mera parte, de un trabajo del Ing. Favret con ideas bastante confusas
acerca del fenomeno de la adaptacién. Fuera de éste u otros detalles
de menor importancia, creemos que este libro consigue convertirse en
una contribucién muy valiosa como obra de consulta para el investi-
gador,

La obra esti abundantemente ilustrada con dibujos y fotografias,
estas tltimas de nitidez aceptable. La impresi6én es clara y préactica-
mente exenta de errores tipograficos,

NORBERTO J. PALLERONI
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