MODIFICACION INDUCIDA CON ALCANFOR
EN LEVADURAS

Por ALBERTO LOTTI *

SUMMARY

Some straing of Seccharomyees with a tendency of produeing a high yielding
of asei containing more than four spores each (3 to 11) obtained by camphor
treatments, are described.

At the same time and with the same treatment, strains in Rhodotorula were
obtained, which in a FowrLL media show stable anormalitics like an sporulation,
of an uncertain nature (« psendosporalation »).

Iu both cases, the anormalities are attributed to a eytoplasmic factor (plas-
magen ) induced by the treatment itself, thoungh further and more complete
researches are necessary.

The effects observed were kept nnchangeable for more than nine months of
continuos eultivation in common nutritional media, with frequent resecdings,

El interés que tienc para la genética el estudio de caracteres
hereditarios en levaduras, asi como la conveniencia de ampliar el
campo v los ohjetivos de investigacion, repetir cxperiencias aun
no totalmente claras y aportar alguna contribucion local a los im-
portantes trabajos que sobre el tema se han publicado, reveld la
conveniencia de realizar experiencias sobre posible induceidn de
mutaciones y poliploidia, en levaduras, mediante tratamientos fi-
ficos y quimicos v establecerf, en caso favorable, las segregaciones
resultantes.

Por otra parte. la importancia ccondmica de estos microorga-
nismos, muy particularmente en la regién de Cuvo v la probabi-
lidad, siempre presente, de derivaciones practicas de todo adelan-
to cientifico, justifican el empefio en inieciar algin trabajo con
dicha finalidad. a pesar de la muy escasa experiencia y antece-
dentes locales al respecto,
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Dada la amplitud del tema v las infinitas derivaciones posibles,
se decidié comenzar con un simple trabajo de orientacién, Lasado
en los unicos anleeedentes cuya bibliografia se dispuso entonces.

En el presente trabajo se exponen, por lo tanto, solamenie los
primeros resultados obtenidos mediante el tratamiento de algunas
levaduras con alcanfor.

ANTECEDENTES

R. BavcH (1), en 1941, establece el efecto del tratamiento con
alcanfor en Saccharemyces, consistente en aumento del volumen
de las células.

TiayseN v Morris (2), publican en 1943, los resultados logrados
con la obtencion,. perseguida como solucién practica de problemas
econdémicos, de una cepa giganle de Terulopsis utilis. Gomprue-
ban un volumen celular medio duplicado, mayor proporcién de
fésforo en materia seca v velocidad de reproduceién aumentada.
Establecen como concentracién conveniente 3 °/gy de alcanfor en
el medio.

THAYSEN (3), describe obtencion de formas gigantes, estables,
en Saccharomyces, mediante tralamiento durante 2472 horas en
medio con suspension de alcanfor al 10 9.

LEVAN y SANDWALL (%), en un detallado estudio, describen la
influencia de diferentes dosis de varias sustancias, en forma com-
parativa, sobre Saceliaromyces. Citan los trabajos de Baucu (1942)
quien encuentra que las sustancias c-mitosigénicas, carcinogénicas
y fitohomonas, producen una reaccién primaria variable, pero to-
das, como reaccién secundaria producen un aumento del tamafio
elular, en algunos casos en forma estable. Este Gltimo autor con-
sidera algunas razas gigantes como poliploides.

El efecto del borneol es deseripto como parecido al del alcan-
for, aunque mas toxico. La colchicina y acenaftenc no demuestran
efecto ni toxicidad apreciable, Las demas sustancias probadas (al-
canfor. borneol, dcido naftaleno acético, cloronaftaleno alfa y be-
ta) demuesiran efecto toxico, letal en las mayores conecentracio-
nes. e impiden o reducen la divisién celular. El alcanfor y bor-
neol producen un tipo anormal de brotacidn, caracteristico (que
también pueden producir otras sustancias). LEVAN y SANDWALL las
denominan “formas de alcanfor” 1, La mas alta concentracion usa-
da con aleanfor es de 0,164 95 (24 v 48 horas) que impide total-
mente la division celular v la supervivencia es minima, aunque
comprobada hasta los 6 dias en ese medio. El punto ecritico —mé-
ximo efecto de induccion de “formas de alecanfor”—, se logra en-

t « eamphor forms ».
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tre 0,1014 vy 0,1174 % (pues para ello debe existir division eelular).
Estos autores hacen el lralamiento agregando al mosto la cantidad
necesaria de alcanfor disuclio en minima caniidad de aleohol ab-
soluto y luego una porcién de suspension de levadura en plena
fermentacion. Los mismos concluyen que no hay razén para com-
parar la accion del aleanfor con las suslancias e-mitosigénicas y
no encuentran, en su material, indicios de poliploidia. Segun opi-
nién de los nombrados, es importante como fraceién activa, la de
sobresaturacion (saturacion en mosto : 00850 ¢ alcanfor). pues
las eélulas asimilarian alguna cantidad v las sobrevivientes en-
contrarian cada vez menor concentracién (aparle de la posible vo-
latilizacion de alguna fraccion) lo ecual explicaria la superviven-
cla de algunas células después de mucha tiempo, en solueiones
altamenie lelales. Las formas aberrantes no son estables: no son
viables en general v cuando se multiplican, generan eélulas nor-
males en medio favoerahle.

SKovsTED (3) (1948), basado en estos v otros antecedentes, tra-
ta de investigar la induccion de mutaciones en Saccharomyces
por el aleanfor y su relacién con y las formas aberrantes que apa-
recen. Investiga la aparicién de colonias de aspecto mutante, ori-
ginadas en células de aspect onormal y en “formas de alcanfor”
aisladas de material tratado (0.2 a 0.4 9% alcanfor durante 24 horas
a 25° C). Concluye que hay aumento de mutabilidad en material
tratado y que hay cierta relacién entre formas aberrantes y apa-
ricién de mutaciones; aunque el tipo aberrante es modificacion
inestable. Conlrariamente a lo esperado, encuentra mayor apari-
cién de mutaciones inducidas en eepa dipleide que en haploide;
lo cual, concordando con LEVAN, atribuye a irregularidades citold-
gicas provocadas por el tratamiento.

Otra cita de interés, euye original no fue consultado, es un tra-
bajo de SuUBRAMANIAN (1945) (), quien encuentra 4 cromosomas
en levaduras tratadas con alecanfor v 2 en las no tratadas (estas
conclusiones fueron rebatidas por WINGE),

MATERIAL Y METODOS

Persiguiendo la posible comprobacion de poliploidia v Ja mas
scgura deteccion de mutaciones, se conlemplé la conveniencia de
utilizar hibridos de constitucién conocida, al menos para algiin
gen, que permitiera comprobar la alteracidn de las segregaciones
esperadas; v algunas cepas homocigotas, originadas en aislamien-
tos monospéricos autodiploidizados,
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Cepas utilizadas

Ne 1. Saceharomyees carlshergensis n° 19 (n° 62 de Universidad Na-
cional de Tuciuman).

N 2. Saccharomyces cerevisiae n° 20 (8. « annulatus ». Universidad
Nacional de Tuewman).

Ne 3. Hibrido B, de Succharomyees carisbergensis, cepa 19 xS,
cerevisice, cepa 20 «annilatus ».

N¢ 3a. Aislamiento unicelular de n° 3.

N 4. Rhodotorila (glutinis ?) aislada de infeceion por el aire en el
laboratorio (Mendoza).

Ne 5. Hibrido n° 1 de Saceharomyees chevalieri (n® 37 > 8. cerevisiae
(cepa 20).

N 6, Aislamiento monosporico, ¢-l, de Saccharomyces chevalier? 37
(autodiploidizado).

N°o 7. Hibrido n 4 de Sacc'aromices chevalieri n® 37 3 S, cerevisiue
(ecpa 20).

No 8, ITibrido n° 1 de Sacearomyees globosus (Ministerio de Agricul-
tura de la Nacion) 3 8. eerevigiae (cepa 20,

Las cepas de Saccharomyces pertenecen a la coleccion del Insti-
tuto mencionado. Los hibridos (n® 3, 5, 7, 8) y aislamientos ino-
nosporicos (n® 6, 5-05-a; 7-01-a) fueron obtenidos por el Profesor
NORBERTO PALLERONI; log primeros por apareamiento de esporas
individuales v observacién de cigota resultante. La cepa de Rhodo-
torula (n® 4) fue aislada de una infeccion en un cultivo en placa
de otras levaduras. Por sus caracteristicas probablemente se lrala
de R. glutinis, aunque serian necesarias mas prolijas determinacio-
nes para su ubicacién especifica. El aleanfor utilizado es el comiin,
que se expende en tahletas en el comercio.

Los aislamientos unicelulares y de esporas se han realizado me-
diante un micromanipulador “ZEI a cremalleras 1.

Salvo excepciones mencionadas, se usé para provocar la esporu-
lacion. el medio de FowELL (7). consistente en agar (1.5 %) con
acetato de sodio al 0.3-0.5 ¢

Tratamientos primera serie

Como primera prucha. se tratan siembras de levaduras (hibri-
do n? 3) en cajas de PeTgI, colocando éstas sobre un trozo de al-
canfor, varios segundos. Entre 6 v 15 scgundos de permanencia
ce nota que las colonias resultantes presentan con frecuencia célu-
las gigantes y hrotacién anormal semejanie a “formas de alcan-
for” de LEVAN). Las diferencias no son estables. cultivando poste-
riormente en medio normal. Efeclos semejantes. aungque mas in-
tensos v considerable retarde en el posterior desarrollo en mosto
(25.28° C) se aprecia en tralamientos de 15 segundos a 20 minu-
tos de duracién. Se comprueba que después de permanecer las
siembras en placa, durante varias horas sobre un trozo de alcan-

+ El micromanipulador ha sido facilitado gentilmente, para los trabajos del
Instituto por el Ministerio de Salud Piiblica Nacional.
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for (recibiendo en ambiente cerrado de Ia eaja de Prmrrr el al-
canfor velatilizado a temperatura amb:ientc) hay supervivencia
abundante, constatada al repicar las colonias en mosto de malta,

Un tratamiente de 22 horas, en la forma indicada, demestrd
supervivencia, aunque la iniciacion del desarrollo de las colonias
se vio muy retardado con respceto al testigo y el tamafio de las
mismas muy reducido. Un cultivo posterior de este tratamicnto
fue sembrado en agar mosto de malla con suspension grosera y
abundante de trocitos de aleanfor incluidos en el medio; se tapo
con tapon de goma v a los 73 dius sc observaron algunas colonias
de levaduras. Las células, al microscopio, presentaban aspecto anor-
mal, con brotacién miceliar muy ramificada. Se repicéd a medio
normal de agar: a las 95 horas se incubacion se habia desarrolla-
do una sola colonia, euyas células, se presentaban heterogéneas,
con levaduras normales y muchas gigantes, con brotacion miceliar
compleja. Al dia siguiente. es decir, 74 dias de medio aleanforado,
se repica el mismo tratamiento a medio liquide (agua de levadura
glucosada) y después de 72 horas de incubacion se observa abun-
dante desarrollo v fermentacién. Las células presentan apariencia
normal.

El cultve originado de la colonia obtenida de este tratamiento
de 73 dias, lo denominaremos tratamiento (o cepa) “A”. Después
de 44 dias de cultivo, en medio de agar-agna de levadura glucosa-
do, se siembra en medio de esporulacion (Fowsrn). A las 48 ho-
ras (a 25-28° C) se ohserva huena esporulacién normal y cierta
frecuencia de ascos de 6 y 7 esporas v algunos de 8 6 9. Gensoral-
mente estos ascos de esporas miultiples tienen un brote bastante
desarrollado (fig. 1).

En nuevas sicmbras posteriores de “A” en medio de esporula-
cifn, se comprucha nuevamente alta proporcién de ascos con es-
poras multiples (5 a 8) en un fila. dos filas, en corona o agrupa-
das en mas de un plano (fig. 1). Tambhién se observa mucho pseu-
domicelio. En el testige (hibride 3 sin tratamicnto) sembrado si-
multdneamente en medio de esporolucidn, se obsrevan células mas
homogéneas, no hayv pseudomicelio v la esporulacion es mucho
mis escasa, siendo generalmente de dos y tres esporas. No se ven
ascos de mas de 4 esporas.

De los medios de esporulacién de *A” se hicieron algunas siem-
bras en pelicula de agar-agua de levadura en el cubreobjetos, pa-
ra incubar en camara himeda sobre porta excavado. Se observa-
ron asi algunos ascos de 6-7-8§ esporas, durante la germinacidén.
comprobindose desarrollo de la mayoria de las esporas de los
mismos, aproximadamenle a las 3-4 horas de incubacién y forma-
cion de eigotas numerosas !,

t Tu realidad este tiempo se ealeunla sumando las horas de incubacidn ul am-
biente (aproximadamente 24-28°C), pues se somefid intermitentemente a varios
periodos adicionales en heladera, a pocos grados sobre cero, con interrupeion
completa de desarrollo, por mecesidades prdcticas de la observacidn,
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Tratamientos segunda serie

El alcanfor se disuelve en alcohol 96° y se fillra, separande
39 00 de impurezas insolubles. 3e preparan tubos de ensayo con
agua destilada y 3 9% de agar-mosto de malta; se eslerilizan y se
agrega, agitando, la solucion alcohidlica de aleanior. La concentra-
cién resultante es aproximadamente de 3 9/gp de aleanfor y 3.5 %
de aleohol. A los tubos testigos se agrega solo el aleohol necesario.

Iin tubo I: se siembra suspension del hibrido 3%,

En tube Ii: suspension de Rhodotorula (n® 4).

En tubo testigo: suspeusiéon de la misma cepa del I,

A las 48 horas, se sicmbran en medio normal de mosto; a las
24 horas de incubacién aparece abundante desarrollo y fermenta-
cion s6lo en el testigo; a las 41 horas hay desarrollo en [y a las
89 horas en II (en adelante deneminado “C7). A las 194 horas
una prucba de ésia no demostrd supervivencia.

En 5 tubos del medio aleanforado ecitado, se siembra suspension
de cultiva del hibrido 3a: a las 122 horas se giembra en tubos de
medio liguido y en placas. A las 24 horas de la siembra se aprecia
algiin leve desarrollo y unas horas después el comienzo de la fer-
mentacién en medio liquido. A las 48 horas el desarrollo y fer-
mentacién son abundantes en todos.

Observando al microscopio se ven ecélulas helerogéneas en la-
mafo, algunas giganles, otras muy alargadas, con grandes vacuo-
las, puntuaciones, etec. En medio liquido se presentan las eélulas de
aspecto mas normal.

De los mismos iratamientos, después de 24 horas, es decir a las
146 horas, se repica a medio solido, obteniéndose desarrollo en
todes (en adelante denominade “B7).

De uno de éstos (“B7), se repica a medio FowrLL asi como cl
testigo {3a): a las 48 horas se observa en el testigo poca esporula-
cién, especialmente con ascos de 3 esporas y algo de 4y 25 en “B”,
mucha esporulacién de 4.3.2 esporas, {recuentemente en una hi-
lera v en muchos casos ascos de 5-6-8 esporas, semejantes a los
antes descriptos (¥A™).

Del tratamiente de Rhodotorula (48 horas) antes mencionado
(“{”} ec siembra en FOWELL v a las 48 horas se obesrva: segmen-
taciones citopldsmicas esféricas, de una a seis por célula; refrin-
gentes, semejante a una esporulacién (fig. 2).

En el mismo medio aleanforado, se repite la siembra de Rhodo-
forule n® 4: a las 96 horas v a las 146 horas se siembra en cajas
de Perri, dando ambos tratamientos, a las 48 horas, desarrolie
de numerosas pequeiias colonias. De una colonia de este trata-
miento. de 96 horas, se obtiene el eultivo “D”, El tratamiento de
146 heras se pierde por infececion.

Se comprueba en varias oportunidades la facilidad con que se
producen infecciones bacterianas en los cultivos en medio alcan-
forado o alecohélico aleanforade, contrariamente a los medios nor-
males, en las mismas condiciones: puede interpretarse como con-
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diciones de selectividad de los medios para uno u otro tipo de or-
ganismeo.

El tratamiento “D” en FOWELL da el mismo tipo de seggmen-
tacion c1t0pla~maltca que se observé en “C”, es decir 1 a 60 y a
veces mas esferas refringentes, predominando 3 (fig. 2, foto 4). El
testigo (Rhodotorula n® 4), en FOWELL, presenta en crenmal una
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1, Formas observadas de los azeos polispdricos de cepa A en medio de Fowell :
2, psudoesporulacién en cepa D (Rhodotornla) en medio Fowell ; 3, asco de
cinco esporas maduras y cuatro rudimentarins de cepa 2p 23-3a. en medio
Fowell ; 4, tubo prepavado pavra prucba de fermentacidn,

sola esfera refringentie, aunque en algunas células puede haber 2
y hasta 3; pero con muy poca frecuencia mas de 2 y no se observan
con mas de 3 (foto 5).

Después de 60 dias de cultivo, se repiten las observacienes de:-
eriptas y en varias oportunidades, hasta los 9 meses posteriore:,
cn las ecepas “A”, “B” de Szecharomyces y “C”. "D” de Rhodo-
torula v sus respeetivos testigos (3 a v 4) sin haber variado apre-
ciablemente los resultados; aunqgue en “B” se observa con cl tiem-
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po una reduceién apreciable de la capacidad de esporulacion, lo
ual no es infrecuente en levaduras (8).

Se comprucha en todas las observaciones y olras complemcnla-
rias, que la esporulacion. especialmente su proporcion y veloci-
dad, es un fenémeno muy variable y sensible a los pequefios cam-
hios del medio. Para ¢l desenvelvimiento ideal de estos trabajos
seria necesario tener perfectamente cstudiadas las condiciones apti-
mas de esporulacion de capa cepa y usar medios y ambiente com-
pletamente fijos y conocidos. Estos requisitos es muy difieil lo-
grarlos ¥ requeririan largas y completas investigaciones previas.

En muchos casos la esporulacién fue escasa y lenta. debido a que
el medio de FowegLL se hallaba muy seco; se agregé agua estéril,
mejorando rdpidamente los resultados.

La misma gran variabilidad de la esporulacion y su dependencia
de las condiciones ambientales, incide directamente en la apari-
cién v proporcion de ascos “polispéricos™, asi como en el numerc
de esporas de cada uno, por lo cual se ha considerado de poco
valor el calculo estadistico de este fenémeno.

Se comprueba netamenlte, mas fdeil y abundanie esporulacién
y més proporciéon de 4 esporas en cepas iratadas “A” y “B” que
en sus tesligos 3 v 3 a.

De un cultivo en medic Fowrrr de 4 meses, del tratamicnto ©:
se aisla un asco de 7 esporas mas 2 brotes y olro de 7 esporas mas
un brote mediante micromanipulador v se cullivan en gota de me-
dio nulritivo, en cdmara hdameda. A las pocas horas de incuba-
cion se obtiene desarrollo de ambos v a lag 48 horas las colonias
resultantes se repican a medio liquido. constituyendo los cultivos
“A-p-227, “A-p-23". Se comprueba asi la conveniencia del medio
de FOWELL para conservar material a utilizar su primera gencra-
cién sexual; pues no hay, al menos después de un tiempo, sino mi-
nimo desarrollo vegetativo y las esporas no germinan: evitandose
la produccién de generaciones intermedias, como ocurre, por lo
contrario, con los medios nuiritives comunes.

Ambos cultivos. en FOWELL, dan ascos “polispiricos™ igual que
en “A” y en proporciéon no muy distinta.

De “A.p23” se aislan 2 ascos de méds de 5 esporas (euando
estan ubicadas las esporas en varios planos es dificil contarlas) y se
incuban en gotas de medio nutritivo en cdmara himeda: ambos
dan desarrollo facilmente (A-p-23-1 y A-p-23-2).

Otro asco de 5 esporas y 1 brote, del mismoe cultivo (A-p-23) se
aisla y rompe con el micromanipulador: 4 de las esparas se logran
aislar y colocar en gotas separadas: 3 de ias mismas dan desarro-
Ho: la espora 1. aproximadamente a las 24 horas, presentaba dos
cigotas gemelas y algunas células derivadas; la espora 3 desarrollo
semejante: la 5 poco desarrollo que se detiene. Sélo la espora 3
se puede repicar con éxito, dando el cultivo “A-p-23-32”. Con este
aislamiento monospérico, sembrado en FOWELL, se observa tam-
hién el mismo aspecto, con aparieidn de ascos de 5 y 6 esporas.




Areerto Lorri, Modificacién inducida con alcanfor en levaduras G5

Fotomicrografia de una preparacién de la copa A 0l-d: 1, en medio de Fowell, fi-
Jada ligerumente al calof, sin colorear; 2. la misma cepa tomada en campo
obseuro. La escals es vdlida para los dos fotomicrografing,
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Se observé un asco de 5 esporas maduras y 4 semiformadas alter-
nadas, como se ve en la figura 3.

Se Lacen también varios aislamientos, por el método de co-
lonias individuales, en placas, de las cepas “AT3a- B2 07D,
originandose las cepas siguienles:

A-0L B-01 C-01 el Basbi
A-02 | B-02 de«C »; C-02 de 32 | 3a-02
|
A-03 de « B» « DB-03 . C-03 ! 3a-03 x.
. / _
de « A » A-04 B-04 ) b’ D-01
\ A-05 B-05x de«D» 7 D.02 de 4 4-01
f A-06 ' -
| AT X
A-O8x
x = Colonias muy peguenas (el resto normales).

Después de sembrados los aislamientos en medio liquide (egua
de levadura glucosada) por 48 horas ¥ luego en FOWFLL se obser-

va. a los cuatro diag y mas, en este medio, los siguienies resul-

tados:

A-01

A-02 I

A-03 I'roducen ascos poligpéricos como « A »

A-04 \

A-06

A-08 Aspecto anormal, células gigantes y casi nula esporulacion | en

GoRODEOW A produce psendomicelios
3a-01 . : .
o5 £ Espornlacién normal como 38

Fa-03
3a-02 No esporula: eélulas chicas, uniforues, elipticas, tipo haploide
B-01 .

102 A muy poca esporulacién de 1-2 y rura de 4 espolas.

3-02

l-ut célnlas grandes @ no esporala,

Algunos de los aislamientos ¥ testigos s¢ sembraron también en
medio de esporulacion de GORODKOWA, con resultados deficientes;
pues s6lo se obtuvo muy poca esporulacién, especialmente de 2y
3 esporas, al cabo de semanas, apreciandose mucho desarrollo ve-
getalivo.

Con nuevas pruebas en FOWELL, se conslatd que los resultades
de sembrar 48 horas en medio liquido para preesporulacién, no
con satisfactorios. En cambio, ¢l mejer resultado en rapiez e in-
tensidad de esporulaciéon se obtuvo sembrando por 24 horas en
medio nutritivo agar-estria y de a FoweLL por 24-48 horas.

Resultados atin mejores se ohtuvieron; especialmente en algunas.
cepas. utilizando, en la misma forma. una mezcla de 15 FOWELE
mas 14 agar-agua de levadura (¢in glucosa). como medio de es-
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porulacién. Resultado aceptable, aunque no superior al FowgiL,
se obluvo sembrando, después de preesporulacién, en estria agar-
agua de levadura (sin glucosa).

De la cepa A-01 se eligié un asco normal, tetraspérico, del que
aislaron, por diseccién, las 4 esporas, cultivaindose en gotas sepa-
radas, en cdmara himeda. A las 14 horas de incubaciin desarro-
Ilan 3 y a las 21 horas la cuarta, observindose en ésta, presencia
de 2 cigotas gemelas. Con éste vy otros casos, pudimos establecer
que, al menos en estas cepas y probablemente en todas las de
igual origen, se diploidizan inmediatamente los cultivos monos-
poricos, Se obtuvieron asi los cuatro cultivos monosporicos di-
ploidizados, de 1 asco normal: A.0l-a; A-01-h: A-0l-c; A-01.d.
Los cuatro se siembran en FowgLL, dando muy buena esporula-
cién de 2-10 y en raros casos 11 esporas por asco (fotos N°o®, 1, 2
y 3), agrupadas en 1 ¢ 2 filas o en mds de un plano, mostrandoe
todos los aspectos de la fig. 1.

Entre las cuatro lineas hay pequetias diferencias tanto en su
aspecto vegetativo (medio nulritive normal) como en medio de
ezporulacion: pero no hay diferencias marcadas en cuanto a la
esporulacion. “¢” parcce dar menos esporulacion mulliple y en
general de 5 y 6 esporas. “b” da mds ascos de 3 esporas que las
otras, aungue también tedos los tipos, inclusive de 10 esporas.
“d” quizds mas esporulacién que los otros y mas pseudomicelios
v esporulacion en una fila. Las diferencias parccen ser pequefas
caracleristicas vegelalivas, de vigor de desarrolle, ete., lo cual
no es raro en aislamientos, ain de material puro. Estos cultives
monospéricos demuestran que, por lo menos la célula utilizada v
sus cuatro esporas llevan el factor que produce facilidad de ge-
nerar, quizas debido a caracteristicas propias de cada célula o dei
ambiente circundante, esporas supernumerarias.

Para aclarar mejor este punto, seria necesario conocer los fac-
tores que inciden en la produccién de 2.3.4 esporas en los ascos
v la induccidén de la esporulacion misma. En el desarrollo de éste
trabajo se ha observado la diferente capacidad de cada medio
para inducir mayor proporcién de 2, de 3, o de 4 esporas, ew
una misma cepa y aun con pequefias variaciones de humedad, oxi-
genacidn, temperatura (7)., permanencia en el medio, tipo de
cultivo de preesporulacion, ete.

Volviendo a las cepas de Rhodotorule: en observaciones de las
cepas tratadas “C” y “D”, que han permanecido cierto tiempo
en FOWELL, se observa, ademds de la ya mencionada “seudoespo-
rulacion™, muchos casos de autelisis con rotura de la pared celu-
lar y también largos tubos de brotacion, que unen a veces dos
0 més células.

En muchos casos se agregd, entre porta v cubre. a éslas suspen-
siones obtenidas del FowELL, algunas gotas de medio nulritive y
a las 24-48 horas se observé gran cantidad de estas brotaciones
alargadas a veces muy granuladas. juntamente con células aute-
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lisadas. Posteriormente aparecen gran cantidad de células chicas,
normales, uniformes, elipticas. No se ha observado ningin caso
claro de germinacién de “pseudoesporas” ni fenomenos sexuales,
pudiendo tratarse de reacciones de granulacién y brotacién anor-

Fotomicrografins : 2, asco del 11 esporas en detalle nmplindo de la preparaeién
. de la fotowicrografia 1; 4, cepa D, sin fijar, en medio de Fowell : 5, ceva 4
en medio de Fowell, sin fijar (Rhodotorula testigo).

(La escala sélo es valida para la fotowmicrografia 3)

mal, en medio desfavorable, especialmente anaerobio (los pre-
parados se hordearon con parafina). En el testigo (N® 4) no se
observaron estos fenémenos, aunque con el tiempo pueden apa-
recer células muertas y autolisadas.

En cultivos en medios nutritivos comunes, no se aprecian di-
ferencias, a la simple observacién microscopica, entre cepas “or
y “D” (tratadas) y 4 (testigo) . En GORODKOWA (48 horas), no
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presentan, tampoco, diferencias entre si, ni granulaciones u olras
anormalidades.

En algunos aislamientos de células de FowsLn de “C” y “D”,
que presentaban clara presencia de esferas refringentes (3 a 6) LHI-
tivados en cidmaras hiumedas con medio nulritive. se verified diso-
lucién o unién de las mismas, quedando una masa difusa, con
aspecto de haber muerto la célula, En un caso en que se aislaron
tres células de *C” (de FOWELL) con el mismo aspecto de “seudo-
esporulacion”, una de ellas con prolongacién seudomiceliar granu-
lada, las tres células dieron abundante desarrollo formando co-
lonias.

Se efectud también una siembra de Fowerr de “4%; “C7; “D”
en mosto liguido y en agar de mosto. A las 8§ horas de incubacion
¢e ohserva en el microscopio: en “4” se ven células normales v
algunas con vacuola central marcada, mas grandes. En “C” y “D”
células normales mas cierta proporcion de células grandes, granu-
ladas, con pseudoesporulaciéon y muchas de éstas con prolongacién
pseudomiceliar granulada.

Posteriores intentos de aislar y eultivar “pseudoesporas™ no tu-
vieron éxito, Serian necesarias mds prelijas investigaciones para
poder opinar sobre estos fendmenos.

Tratamientos tercera serie

a) Se disuelve alcanfor cn alcohol 96° y se agrega, agitande
0.4 cc de solucién a cada tubo con agar-agua de levadura (sm glu-
cosa) previamente fundido: la conceniracién resultante es apro-
ximadamente de 5°/ de alecanfor y 4 % de alcohol. El medio
queda sélido, para estria. Se tapan con tapén de goma ajustado.

b) La misma solucion aleoholica de alcanfor (62 cc) se agrega
en agua estéril (15 cc) mas agar de agua de levadura (3 cc) mas
mosto de malta (20 cc). Esta suspension es agregada al 10 % en
tubos con mosto de malta, agitando. La concentracién resultante, en
medio liquido, es aproximadamente de 5.8 0/50 de aleanfor v 4.5 %
de alcohol.

Las cepas sembradas fueron las siguientes:

1o, 8. carlsbergensis
2. 0. S, ocervevisiae
en @) - A-01-h.. Ailslamiento monospérico del hibrido fratado
A-01,... » de hibrido tratado
D-01.... » de Rhoedotorula tratada
lovusas. 8. carlsbergensis
2.0 8. cerevisiae
\ A-01-b .. Aislamiento monospdrico del hibrido tratado
o bl 3....... Hibrido original sin tratar
/ D-01.... Aislamiento de Rhodotorule tratada

L 4-01.... Aislamiento de Rhodetorula sin tratar
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¢) Dos tubos de agar-agua de levadura més 5 ce suspension de
alcanfor, equivalenie a 2,5 % de alcanfor en el medio, fueron sem-
brados con *A-01-d” v “3".

d) En un tubo con medio FOWELL, se agregd 3 ec de suspensién
de aleanfor. equivalente a 1.5 5 de alcanfor en el medio, se sem-
bro cepa “37.

e) En la suspension original de alcanfor (6.5 9c) fue sembrada
la cepa 37 v “A-0l-c™.

Resuliados:

En a) v b), a las 95 horas de tratamiento (25° C) se siembran
en mosto de malia; a las 24 horas hay desarrollo en todos exeepto
1-01 v “D-01", En A-01-L, se observa intensa precipitacion y al mi-
croscopio largas cadenas de pseudomicelios. A las 72 horas de in-
cubacién hay desarrollo en D-01 con aspecto aglomerado, glutinoso.
Sembrados en FOWELL, solo en el hibrido “3” (tratamiento b) apa-
recen algunos ascos de 8 y 9 esporas; los demds no acusan diferen-
cias apreciables. D-01 también sc repica después de seis diax de
tratamiento (a mosto de malta) y todos, nuevamente, a los 28 dias
de tratamiento en aleanfor (iratamientos a’ v b').

A las sesenta v cinco horas de incubacion de estos dltimos (a’y
b’) hay desarrollo v fermentacién en: A-01-b: A-0L1; 1: 2 de trata-
mientos a’ v en 3; 2 de traiamiento b’. No se obtiene desarrollo
en D-01: 1: A-0Lb de tratamiento b’. Después de sembrados en
FowzLL sc aprecia en 3 (b') buena espornlacién de 2-3-1 ademas
de 5 v algo de 6 y 7 esporas. En los demds no hay diferencias con
sus Lestigos, En preesporulacién (agar-agua levadura glucosada) 37
da formas gigantes v brotaciones anormales (“formas de alcanfor™)
que no se ven en el testigo.

Los tratamientos ¢}, d) v e) no dan supervivencia.

Tratamiento cuarta serie

En ¢l mismo medio alecanforado de tercera sevie h) (5.8,
aleanfor) se siembran las siguientes levaduras: 2: 5: 6: 8: 5-05-a
{aislamiento monospérico de 3); 7-0l-a (aislamienlo monospoirico
de 7).

A las 196 horas de tratamiento (25 °C) se repica a mosto: a las
45 horas de incubacion se aprecia desarrollo en 6 y en 5: a las 289
horas de tratamiento se repica nuevamente la cepa 2, la que des-
pués de 72 horas da desarrollo. Las demas no desarrollan. Sembra-
das en FOWELL:

5 da buena esporulacion de 2-3-1 esporas
6 » » 2-3-4 »

o
1
3

2 » » 2-3-4 ¥ algo menos de 3 esporas
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Los ascos de “27 (tratamientos cuarta serie y tercera de 28 dias)
dan la esporulacién en ascos grandes, con espacio mas que sufi-
ciente para las 4 csporas, de forma esférica. El testigo “27 (sin
tratar) da esporas semejantes, pero ajustadas en el asco, tomando
éste la forma earacleristica tetralobulada. Las cepas =57 y 07 dan
también esporulacion (de 2 y 3 esporas) a las 48 horas en medio
de preesporulacién (agar-agua levadura glucosadal.

Pruebas de fermentacion

Siendo el hibrido primeramente tratado, de S. carlsbergensis X
S. cerevisive y sus padres probados en cuanto a sus caracterisiticas
especificas de fermentacion (el primere fermenta melibiosa; el
segundo no) era de esperar que aquél fuera fermentador de meli-
biosa (Me me) y segregaran sus esporas 2:2", Ademas. en caso
de peliploidia, era de esperar alteracion de éstas proporeiones.

Se hicieron pruebas de fermentacién, en unos casos, con el mé-
todo DURHAM y en olros, medianic un sencillo procedimiento
ideado al efecto, por carecer en el momento necesario de los tubi-
tos para el primero. Resulté, este segundo mélodo. mas sensible
atn que el de DURHAM, aunque no lo supera en sencillez. De toma-
ron tubos de ensayo comuncs y se introdujo en los mismos un tubito
de vidrio, con la punta estirada y doblada cn el extremo inferior.
La porcién estirada abarca aproximadamente la mitad del largo ¥
lega la parte superior. hasta el tapin de algodon. Psterilizados al
autoclave, se agregd a cada tubo 1 ce de solucitn de melibiosa al
2 %, esterilizada por filtracién y se agregd cierta cantidad de masa
del cultive de levadura a probar (culiivado en estria de agar-agua
de levadura glucosada, 48 horas) con ansa comun. Se echd dentro
del tubo, por fuera del tubito interno, una pequeia. poreion de
parafina fundida (esterilizada) mediante un cucharoneito metélico,
de mancra que al flotar sobre la suspensién. formara un tapon de
unos 4 mm de espesor. Se tapa con tapin de algoddn de manera
que éste sujete el extremo superior del tubite. para evitay movi-
mientos. La parafina solidifica rapidamente ¥ la suspension gueda
bien cerrada, comunicada con la atmdsfera s6lo por el tubito inter-
no (fig. 4). La tinica precaucion necesaria es evilar que enire la
parafina por el tubito, para lo cual es mas scguro hacerlo a ésie
con el extremo doblado. Se marca, una vez igualadas las tempera-
turas, las alturas del liquido en los tubos internos. mediante un
irazo en el externo, Se procedié con tubos testigos (uno con leva-
dura, sin aziicar; otro con aziicar, sin levadura o con cepa no fer-
mentadora). Se usé azticar al 1 6 2 9 segiin los casos. Con galac-
tosa (al 2 9%) a las veinte horas (28° () comicnza a apreciarze la
fermentacion, siendo abundante entre 24 y 48 horas: se acumula
el gas debajo del tapén de parafina v el liquido sube por la pipeta,
hasta volcarse, muchas veces. Con melibiosa, a las 24 horas hahian
voleado ya las pipetas en los fermetadores, variando la altura de
testigos y no fermentadores, menos de 1 centimetro (altara del H-
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quido en parte capilar del tubito). Las comparaciones con pruebas
en tubos DURHAM y con levaduras conocidas, demostré la bon-
dad de los resultados.

En tubos DURHAM. con melibiosa, a las 24 horas los resultados
eran claros.

Resultados de fermentacion

A-Qb-n. ool no fermenta melibiosa ... ... . si fermenta galactosa
B0 1 (ROR— B e ew e »

AQle oo B . »

A-O1-dd . e »
e L —

A-02 B s e —

A-DA ... e —

BB o oy e B —

Z e e —

B-0U ..o, B -
Bosowsirmwen s w2 =1 furmenta melibiosa

3a-01......... »

B0 o ov wa »

3 T RN »

3 trat. oI, 2800 »

S otrat. TIb ... . »

T o a5 o i g L T si fermenta galactoss
1 teat, 1T, 28 1. » —

1 trat. Ila .... B —_

e o fermenta melibiosy

Es de lamentar que el tratamiento A, y por ende, todos los ais-
lamientos derivados, contrariamente a lo esperado, no son fermen-
tadores de melibiosa. Este inconveniente puede explicarse si, antes
de la formacién de la colonia original, se hubieran producido una
0 mas generaciones sexuales. caso no imprebable debido al tiempo
transcurrido desde el eruzamiento hasta entonces. Lo mismo pue-
de haber ocurrido con el aislamiento B-01. Los demds casos pro-
bados responden a lo esperade. por lo cual no pueden sacarse con-
clusiones de estas verificaciones,

En este punto del trabajo, se imponia investigar la forma de
herencia del factor inductor de esporas multiples, que segin los
resultados expuestos, pareceria tratarse de un plasmagen (factor
citoplasmico estable y autoreproducible).

3

Se hicieron 11 aparcamientos, en 4 oportunidades, de esporas
aisladas de la cepa A-01 y sus cullivos monospéricos derivados, con
esporas del hibride oviginal (*37) v de uno de los padres (27).
Los eruzamientos no dieron resultado, unas veces por falta de ger-
minacién de unas u olras; otras veces por germinacion indepen-
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dienle, sin hibridacion comprobada, Seran nece:arios nucevos in-
tentos en este sentido.

Recuento de esporulacion

Aunque, como se expresé mas arriba, el fenémeno de la esporu-
lacién es muy variable, y los datos estadisticos en este caso, tienen
poco valor, se dan como informacién ilustrativa los valores abte-
nidos del recuento en cinco campos de ohservacién (440 X) en una
preparacién representativa de la cepa A-01-h en FowELL.

Célnlas Yo L
Células vegetativas, dudosas, muertas, efe..... 37T tit, 40 66,40
» Con 1 @SPOTI ..t i 3! 0,17
» - T Ty 23 4,05 J 5 s
o 9 we 25,37
» B8 OW ueoecmsnaenss v sr 2w s e 0 i3 12,87 g !
» B & W e o B SR 9 08 B We 17 8,28
» R S O ——— O 13 2429
» » 6 o» L. RS EN KU ED 8 G Bu v 15 2,64 1
» » T » iR FU SN WA R N O G SeRSAERS 1.8 2,64 - 8,09
» B OB s oo Gk W R MRS T AR SSPASSIT 2 0,30 \
» » 0 SR < I 1 0,17
Total, . ... SR smumeasn Bp 5 5 H6 99,86

DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Ascos en Saccharomyces con mas de 4 esporas se han citado
como ocasionales, en algunas oportunidades. WINGE y ROBERTS (10),
en trabajos sobre segregacion anormal en ascos tetraspdricos de
dos hibridos, encueniran algunecs de 5 v uno de 6 esporas. KHstos
casos aparccen justamente en material que producia segregaciones
anormales, que los autores airibuyen a la frecuente produccion
de extra mitosis, con pérdida de nticleos. En un trabajo posterior,
los mismos autores (11) demuesiran las suposiciones anleriores so-
bre el mismo v otros materiales.

FowerL (12) ecita haber observado también algunos casos de
ascos con 5 0 6 esporas en una levadura de cerveceria.

LINDEGREEN (13) cita la aparicidn, en “raras ocasiones” de ascos
con mas de 4 esporas, y posteriormente, LINDEGREEN y LINDEGREEN
(14) se refieren al mismo tema: “En contraste con la alta frecuen-
cia en Saccharomyces de ascos con menos de 4 esporas, son cx-
traordilnariamente raros los con mdas de 4 esporas” (pag. 74).
Trabajan con una cepa endocriada, seleccionada para ese caricter,
v citan varios casos de 7 v 8 esporas, uno de 11 y otro de 18.
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Contrariamente a WINGE, opinan, un los resuitados de este
trabajo, que esos easos no se originan por mitosis supernumera-
rias, sino por fusion de células advacentes, antes o después de la
-esporulacion.

Todos los casos cuya bibliografia se ha consultado, se refieren
a apariciones esponlaneas; y en los trabajos sobre tralamiento
con alcanfor u otras sustancias. no se han encontrado eitas sobre
esporulacidn multiple. Avn en ecste trabajo, el fenémeno solo
se ha verificado en un hibrido en forma clara y con expresion
débil en uno de sus padres (IN® 2). Pareceria que diche hibrido
tuviera predisposicion para ello.

La posibilidad de que sc tratare de una seleceidn casual de
una célula (en el caso mds intenso. de *A”) que llevara esze ca-
racter, es muy poco probable. pues no s¢ ha encontrado nunca en
todes los testigos observados frecuente v paralelamente en medio
de FOWELL, v, por olra parte, la misma respuesta al tratamiento
con alcanfor se ha producido repetidas veces. aunque con varia-
ble intensidad (tratamiento “A”., I Serie; tralamienio “B7, II
Serie; hibride “37, original en tratamiento IIIh y IIIDL" y algo
en cepa 2, tratamiento IV). También se ha encontrado cicrta
relacidn entre “Polisporia®™ v caracleres secundarios del tralamien-
to: células gigantes. brotaciones anormales, psendomicelios. ete.
Estos caracteres secundarios han resultado permancnies en la eepa
“A”, contrariamenle a lo observado por otros autores.

La permanencia de las modificaciones observadas es suficiente-
mente demostrada en los tratamientos I v II (cepas “A”, “B”,
“C” v “D”) pues se han mantenido hasta mas de 9 meses de cul-
tivo permanente. En cambio en los tratamientos 111 y IV el tiem-
po de ohservacidon ha sido de 75 v 45 dias de eultivo, respectiva-
mente, con numeroses cambios a medio [resco.

La posibilidad de que el medie subletal del alcanfor hava actua-
do como selectivo especifico de formas resistentes “Polispiricas”,
preexistenles en infima propercidn, no puede descartarse. Sin em-
bargo, la reaccién provocada por los mismos tratamientos sobre
Rhodotorula “C7 y “D7, pareceria indicar un efeclo especifico,
permanente, del alecanfor sobre la facilidad de fraceicnamiento
citopldsmico en medio de FOWELL, lo cual zeria paralelo al fené-
meno ohservado en el hibrido de Ssecheromyvees, hahiéndose re-
unido en éste, condiciones favorables para tal manifestacidn. Es-
de hacer notar que el padre N° 2 es de muy buena esporulacion
v de esporas grandes. ohservandose. ademas, que en los tratamien.
tos TITh" vy IV, como se menciondé antes, dan ascos mds grandes,
con ubicacién mdés lihre de las 4 esporas, contrariamente a las
ccpas no tratadas, en que éstas quedan ajustadas. Nuestro cono-
cimiento sobre los factores intrinsecos v exirinsecos. que inciden
en la esporulacidn, es muy esease: por lo tanto, no se puede opi-
nar con base segura. Sin embargo, no hay mucha duda de que
el citoplasma tiene gran parte en la misma, tanto por su estado
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fisico y quimico, como mediante algunos de sus drganos. Por
ultimo, resulta dificil de aceptar la accién de un efecto selectivo
del medio, cuando las cepas “polispéricas”, especialmente “A”,
no son de minguna manera menos vigorosas, en medios nutritivos
normales, que los testigos de los cuales derivan, sino que parecen,
por lo contrario, mas vigorosas atn y son, fuera de duda, mas
prolificas por via sexual. Tampoco se aprecia mayor resistencia
al alcanfor, en forma evidente, en las cepas tratadas.

Resulta, por lo tanto, aceptable suponer que se irata de una
modificacién inducida. La posibilidad, aun, de tratarse de una
mutacién nueclear, es infima debido a la repeticién de su apari-
cién con tratamientos semejantes. La existencia de peliploidia no
ha podido descartarse, aunque es poco probable y dificil de de-
mostrar; se opondria a las opiniones de LEVAN y SANDWALL ! y
poco prohable el haber obtenido, en tal caso, en ecscasas genera-
ciones posibles, para dar origen a la colomia “A”, el genotipo
recesivo (me me me me, en caso de teiraploidia).

Con las informaciones poco concluyentes, disponibles, es licito
suponer que estamos ante un ecaso de modificacién citoplasmica
estable (“plasmagen™ o “diferenciacién citoplasmica™), inducida
por el alcanfor.

Herencia citoplasmica ha sido demostrada en levaduras. WINGE
(18) supone particulas citopldsmicas en nimers limitado, auto-
reproducibles, necesarias para mantener fertilidad de esporas en
algunos ecasos estudiados. S. SPIEGELMAN y olres (18), presentan
un interesante trabajo sobre naturaleza eitoplasmiea de la adapta-
cion encimética. LINDEGREEN (17) expone un caso de modificaeion
regresiva “blanca” en ecolonias “rojas”, de origen citoplasmico,
que denomina “depletion mutation”. Eprirusst (18), demuestra un
caso de lLerencia ciloplasmica inducida. en levaduras. por trata-
mientos con acriflavina. que produce deficiencias respiratorias ¥
otros fenémenos encimaticos paralelos. Prefiere este autor, usar el
término “mutacién”, cualquiera sea el mecanismo de transmision
hereditaria.

RESUMEN

Se presentan algunas cepas de Saecharomyces con tendencia a
produeir alta proporcién de ascos con mas de 4 esporas (5 a 11),
obtenidas mediante tratamiento con alcanfor.

Paralelamente, en Rhodoforula se han obtenide cepas. median-
te el mismo tralamiento, que presentan en medio de Fowrry, fe-
némenos anormales, estables, de apariencia algo semejante a una
esporulacién, de naturaleza incierta (*pseudoesporulacién™).

Se atribuyen estos fenémenos, en ambos casos, a un factor cito-

Y Op. cit.
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plasmico (plasmagen) inducido por el tratamiento, aunque mas
completas investigaciones son necesarias.

Los efectos observados se han mantenido estables, por méas de 9
meses de cultive continuado, en medio nutritivo comun, con fre-
ctuentes resiembras,
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