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Estudios sobre la penicilina IV.

Sobre la obtencién de cepas de Penicillium notatum comn
buena actividad penicilinégena y su relacién con la
constitucion genética.

por Pablo Negroni e lda Fischer

Del estudio de la bibliogratia referente a la produccion de pe-
nicilina y de nuestra propia experiencia notamos los siguientes he-
chos: 1) resultados irregulares en cuanto al titulo de penicilina
logrado en diferentes ocasiones pero aparentemente en las mismas
condiciones de experiencia, 2) dificultad de obtener una buena cepa
penicilindgena, 3) la actividad penicilinégena pareceria estar en re-
lacién con la esporulacién del Penicillium por los siguientes moti-
vos: a) la penicilina aparece en el medio de cultivo hacia el tercer
dia cuando comienza la esporulacién, b) las substancias o condicio-
nes que aumentan la esporulacidn del Penicillinm (adsorbentes, sul-
fato de zinc) favorecen la produccién de penicilina y ¢) las capas
micelianas blancas, pobres en esporos solo producen escasa cantidad
de penicilina.

H. N. Hansen (), estudiando goo aislamientos monocelulares
pertenecientes a 30 géneros diferentes de Fungi imperfecti esporu-
lados, comprobd que un 50 % presentaba tna constitucién hetero-
caridtica en cuanto a la esporulacién y que contenian dos compo-
nentes fundamentales que lamé M y C. Prosiguiendo los aislamien-
tos unicelulares llegé a obtener un tipo M puro con predominio del
micelio vegetativo y esporulacion escasa o ausente y un tipo C puro
con formacién abundante de esporos o conidias,

Nosotros tratamos de investigar si en el Penicillium notatwm
tendria lugar un fendmeno sumejante, utilizando para tal estudio
tres cepas puras, una la original de Fleming (cepa n® 1174 de nues-
tra coleccién) y dos cepas autictonas aisladas en nuestro laborato-
rio: cepas n? 56 y 38 Efectuamos de cada una 50 aislamientos
unicelulares y estudiamos luego su capacidad de esporular y produ-
cir penicilina con los siguientes resultados:
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Cepa N.o Esporulacién {tipo C) Inhibicién Inhibicién me- {Inhibicién escasa
Micelio (tipo M) | 20 o mAs mm, | nor de 20 mm. ¢ ausents '
Cultive 1| Tipe C 18 mm
> 2 19 mm.
» 3 24 mm.
» 4 20 mm
» 5 26 mm
» 6 22 mm.
> 7 22 mm
» 3 21 mm.
» 9 21 mm.
> 10 19 mm.
» 11 25 mm.
» 2 25 mm.
» 13 22 mm,
> 14 24 mm,.
» i5 19 mm.
» 16 casi nula
» 17 casi nula
» 18 casi nuja
» 19 casi nula
» 20 16 mm
» 21 cast nula’
» 22 18 mm.
> 23 15 mm.
» 24 23 mm.
» 25 22 mm.
* 26 casi nula
» 27 casi nula
» 28 16 mm.
” 29 22 mm.
» 30 : 18 mm.
» 3 18 mm.
» 32 casi nula
» 33 22 mm
» 24 20 mm
* 35 16 mm.
» 36 16 mm.
» 37 21 mm.
> 38 21 mm.
» 39 casl nula
> 40 21 mm.
» 41 24 mm.
» 42 25 mm.
» 43 19 mm.
> 44 16 mm. .
» 45 casi nula,
» 46 casi nula
> 47 19 mm. )
» 48 21 mm.
» 49 18 mm.
» 50 20 mm.
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Lstas experiencias fueron conducidas en la forma siguiente:
los cultivos monocelulares se sembraron en tubos de ensayo comu-
nes que contenian agar-miel (formula de Sabouraud) inclinado y
¢l material de esta primera generacidén se suspendid en caldo aspi-
rando y expulsando el caldo contenido en la mitad de una pipeta
Pasteur sobre la superficie esporulada del cultivo dos veces v ver-
tiendo, finalmente, su contenido en un tubo de 18c por 28 mm. con
20 ml. de caldo. En esta forma tratamos de obtener una suspension
micelio en un pequeno volumen de caldo extraido
de cada uno de los tubos. La edad de los cultivos oscild entre una
y dos semanas. Sc los incubd a una temperatura vecina a los 24° C
durante 7 dias, al cabo de los cuales se efectud la medicién por el
método de las placas de Oxford. ’

Veinte y tres cultivos dieron una zona de inhibicion de 20 a
26 mm., 16 de 15 a 19 mm. y 11 no dieron, casi, inhibicion.

La cepa autoctona n® 56 nos did el siguiente resultado: Todos
fos cultivos unicelulares tenian aparentemente el tipo C y el estudio
de su actividad penicilindgena fué ¢l siguiente: 16 cultivos de esca-
sa o nula actividad, 27 cultivos dieron una zona de inhibicién entre
10 y. 20 mm. v 7 una de 20 a 25 mm. Considerando Jas cepas pe-
nicilinégenas tmicamente, el pico de mayor ntmero de cultivos co-
rrespondié a los que dieron una zona de 14 mm. de inhibicién en

de esporos sin

placas.
De la cepa n° 38 se obtuvieron 53 cultivos unicelulares de los
cuales 42 fueron del tipo M puro, al parecer, 9 del tipo C y 2
del tipo MC. El estudio de la actividad penicilindgena permitié com-
probar que los cultivos del tipo M estin completamente desprovis-
tos de actividad penicilinégena y los tipos MC, solamente la poseen
en pequefio grado.

Del cultivo tipo C, al parecer puro, efectuamos 10 aislamientos
monocclulares de segunda generacidn, digamos, que fueron probulos
en su actividad penicilindgena con el sigulente resultado: 2 cultivos
dieron una zona de 20 mm. de inhibicidn, 5 dieron una zona de

25 mm. y 3 una de 26 mm.

CONSIDERACIONES

La 1aterpretacion de este interesante fendmeno necesita una
revisidn histérica de las observaciones similares que se vienen su-
cediendo desde el siglo pasado. Fn efecto, E. Chr. Hansen (%) en
1883-1885 obtuvo de cultivos monocelulares del Seccharopmyces cllip-
soideus, en las temperaturas limites de esporulacién y brotacion, una
raza permanente no esporulada; pero han sido los Aspergillus v
Penicillium los organismos mas usados en la experimentacién de los
investigadores quienes han recurrido a los siguientes procedimientos
para la obtencion de variantes o cepas especiales: 1) temperaturas < s-
genésicas (frio o calor), 2) envejecimiento, 3) substancias quimicas
especiales: sulfato de zine, bicromato de potasio, cloroformo cianures,
etc.,, 4) soluciones hipertdnicas, 5) radiaciones: rayos X, radium,
rayos ultravioletas.

Tomo XIIT
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Barnes 1926 y 1932, trabajando con Eurotium herbariorum,
Botryiis cinerea 'y T hammidugn elegans, obtuvo algunas variantes
estables por calentamiento de los esporos. Estas variantes diferian
en el color y en la riqueza de las fructificaciones sexuadas y asexua-
das. Es de hacer notar que ya este investigador habia obtenido del
Eurotin herbariorwm un tipo predommantemente miceliano y otro
con abundantes peritecios.

Arcichovskij, en 1908, obtuvo de una cepa negra de Aspergi-
llus niger por la adicion al medio de cultivo de sulfato de zinc en
el limite de la tolerancia, una variante parda amarillenta, bastante
estable, que producia un pigmento difusible parde rojizo.

Dimock (%) obtuvo varantes estables de Fusarium mediante la
adicién de sulfato de zinc a los medios de cultivo v con el nitrato
de zine, provocd una variante “aborta” con pocas conidias y sin
peritecios en un hongo heterothallico, el Hypomyces ipomoac.

Philippov, G () haciendo actuar Jos rayos X sobre cultivos de
Mucoraceac, Sporobolomyces y Nadsonia provoctd la formacidn de
variantes con pérdida de la sexualidad y cambios de color asi como
también en las Mucoraceae, razas especiales que producian mayor
cantidad de esporangios y de esporangiosporos. Nadson, G. A. (%},
mediante el empleo de los rayos X y del radium, obtuve razas de
levaduras de mayor wvitalidad v poder fermentativo y, otras. con

Dodge, B. O, por la accion de los rayos X sobre cultivos de
Neurospora tetrasperma, obtuvo una cepa con un factor recesivo T
(letal) para la formacién de ascosporos.

T.a formacion de variantes estables no solamente se la pueie
provocar mediante los artificios mencionados sino que también tienen
lugar espontaneamente. La aparicién de sectores con caracteres so-
maticos diferentes en las colonias de los hongos es un hecho obser-
vado por todos los micbdlogos (Crabill 1915, Blakeslee 1920, Lieske,
1921, Blochwitz 1923, entre otros) Christensen (1925-1920) demos-
tr6 que los sectores de las colonias aparecen de preferencia en jas
zonas donde existe una capa delgada del medio nutritivo sélido, en
los medios de cultivo ricos (solucién de Richard) y en el centro de
las colonias (envejecimiento) y a temperaturas mayores de 15°C.

Caldis y Coons (7) obtuvieron razas incoloras fijas de Sepioria,
Sphaeropsis, Coletothrichum y Cladosporium mediante aislamientos
unicelulares. Greene, H. C. (%) de 448 cultivos monocelularcs del
Aspergillus fischeri, obtuvo dos variantes: una con peritecios graun fes
v aislados y otra con formacién predominante de conidias y c¢on pe-
ritecios escasos v de aparicion tardia.

De los hechos expuestos podemos deducir que los cultivos puros
de los hongos, atin los obtenidos por aislamiento monocelular, pue-
den presentar variantes estables o uno ¢ mas caracteres diferentes
a los del cultivo madre que se transmiten de generacién en genera-
cion. Hstas variantes pueden ser provocadas o nacer espontanca-
mente y si bien es cierto que son muy escasos los estudios citoldgi-
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cos de estos fendmenos, deben ocurrir, con toda verosimilitud, en
ia substancia nuciear. Se ha comprobado que los esporos de los hon-
gos tienen, a menudo, mis de un nucleo y su nimero puede variar
en los esporos de una misma cepa. El aisiamiento uniceiular de tales
esporos puede conducir a la separacién de monotipos con caracteres
morfologicos y biologicos particulares. Segin Hansen, H. N. la facili-
dad y rapidez de la segregacion de los homotipos estaria en relacibn
inversa al ntimero de nucleos que contienen los esporos.

FEn las variantes provocadas, los agentes fisicos y quimicos men-
cionados mas arriba pueden dafiar o, por el contrario, estimular a
ciertos factores a expensas de sus correspondientes alelomorfos, si
cabe la expresién, y no seria imposible que los mismos elementos
tilizados artificialmente para provocar la formacién de variantes,
actuaran espontineamente en la naturaleza (envejecimiento, tempera-
turas disgenésicas, desecacidn, soluciones hipertdnicas, minerales ra-
dicactivos, agentes quimicos, etc.).

Ademas de estos agentes modificadores de la constitucidir ge-
notipisa, es facil explicarse la aparicién de variantes en los hongos
sexuados heterothallicos por la formacidén de cepas heterozigdticas.
En los hongos asexuados unicelulares la poblacién de un Clone esta-
ria a menudo representada por un mosaico de individuos con diferen-
tes aptitudes morfogenéticas y biologicas, traducida también en los
esporos de los hongos filamentosos. Este estado heterotipico se man-
tiene por los transplantes en masa efectuados en el laboratorio vy,
a menudo, en la naturaleza por la fusidn vegetativa de las hifas o de
los tubos germinativos de los esporos o entre los esporos (Reinhardt,
Buller, Davidson y Dowding, Gomez de Cisneros (°), Hansen). Las
variantes originadas por este mecanisimo corresponderian a las mi-
xochimaeras de Bailey (°), quien afirma que la fusién vegetativa
no solamente puede tener lugar entre cepas muy vecinas sino, tam-
bién, entre especies o géneros distintos. En los vegetales supe -iores
se ha comprobado que los agentes fisicos y quimicos ya citados son
capaces de provocar la fragmentacién, soldadura, poliploidia, poliso-
mia, transmutacién estructural por inversion, translocacién, intercani-
bio, etc., de los cromosomas originando mutaciones.

Finalmente la sugestién de que los tipos M y C del Penicillium
notatum y su variada actividad penicilindgena estan ligados a su
constitucion nuclear nos la ofrece el anélisis de nuestras experiencias.
La cepa n® 38 se comportd como un hibrido en el cual el aislamien-
to unicelular permitié separar 1|4 de individuos del monotipo C y
3|4 con tipo predominantemente M. Esto parece indicar que existen
en los ntcleos dos factores M y C capaces de separacién indepen-
diente. Los caracteres ligados a los factores M y C serfan pues ale-
lomorfos.

El estudio de la actividad penicilindgena nos permitié compro-
bar otro hecho interesante y es que el factor M condiciona la ausen-
cia de actividad penicilingena. No seria improbable que el tipo M

Tomo XIII
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Tig. 1. - Diversos aspectos macroscépicos de
cultivos monocelulares del Penicillium nota-
tumn cepa autéctona N¢ 38, De derecha 4
izquierda: tipo C (conidial o esporulado) puro,
tipos MC mixtos y tipo M puro (miceliano).
casi blanco y con muy DPOCOS esSporos.
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Fig. 2. — Penicilinograma de cinco cepas, de!
tipo C. procedentes de aislamientos monoce-
lulares.

Fig. 8. — I’enicilonograma de cinco cepas,
del tipo M, procedentes de aislamientos mono-
celulares.

Tome XlI1
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homocariético poseyera un factor letal para la actividad penicilind-
gena como clerios homozigotes entre [os inetafiios y imetazodrios.
Ias anastomosis vegetativas se opondrian a la persistencia de estos
factores letales.

La actividad penicilindgena en el tipo C de Pen. notatum pre-
senta una curva continua de variabilidad que, representada gréifica-
wmente, disponiendo en el eje de las abscisas el didmetro de la inhibi-
cién en placas de Petri y en el de las ordenadas el nimero de' indivi-
duos, nos da una curva en forma de campana tipica con el pico co-
rrespondiendo a una zona de 21 a 22 mm. de inhibicion para la cepa
Fleming y a 14 mm. para la cepa autoctona n? 56. Sin embargo el exa-
men parcial de los cultivos nos habia hecho pensar que la cepa n? 56

ra mas activa.

El factor que condiciona la actividad penicilindgena parece ser,
también, capaz de separacidn independiente como parece indicarlo
el resultado del estudio de 50 cultivos monocelulares del tipo C. de
la cepa Fleming en la que hemos obtenido 1/4 de individuos inacti-
vos y 3|4 activos. En el tipo C serfa éste un factor dominante.

Finalmente en apoyo de nuestra creencia de que la actividad
penicilinbégena estd ligada a un factor o gene, mencionaremos el
hecho de que, en ocasiones, el efecto normal de un gene solamente
se manifiesta en ciertas condiciones de medio. Por ej. Primule si-
nensia rubra da flores rojas a 15-20° y blancas a 30-35%, el Penici-
Hin notatum C produce penicilina a 24° y no la produce a 30° C.
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Fig. 4. - Penicilinograma de 6 cultivos monocelula-
res de P, notatum, tipo C. Se traduce por una curva
de variabilidad continua.

Por los hechos expuestos y analizados creemos pues que la acti-
vidad penicilinégena estd ligada a la esporulacién del P. notatum
v que comntinuando los aislamientos unicelulares podremos llegar a
seleccionar un tipo C de mayor actividad atn, haciendo desplazar
hacia la derecha la curva de variacién. Pero una vez conseguida
debemos esforzarnos en conservarla. La especie como el individuo
nace, crece, envejece y muere. Como nacié la genoespecie peniciliné-
gena es dificil decirlo, tal vez por algunos de los mecanismos natu-
rales v artificiales ya mencionados y podria persistir indefinidamen-
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te si ningun agente exterior viniera a perturbar ¢l equilibrio delica-
do de su : 1“—"“.

SISiema ruc ear
Nuestro trabajo viene a conlirmar el 1 C
ciones de Hzmscn v Sn rder ('), publicacidn que llegd ¢
te a nuestras manos cuando ya teniamos casi finalizado wuestro

Resuaen

Los aislamientos unicclulares de tres cepas de Penicillivm nola-
tumn: una cepa Fleming y dos autoctonas (n® 38 y 56) nos ha per-
mitido comprobar que la cepa n? 38 era heterotipica pues contenia
dos factores M y C capaces de segregacién independiente. El factor
M c¢s dominante.

Tas cepas hibridas se mantienen indefinidamente por los trans-
plantes en masa en el laboratorio v tal vez en la naturaleza por la
fusién eoemh\a de 1 las ‘1 ifas.
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factores M y C Kl t1p0 M puro carece de actividad pmﬁci]inf)gena
v el tipo C presenta una curva de variabilidad continva 2 In acti
vidad penicilindgena.
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do de su sistema nuclear.

Nuestro trabajo viene a confirmar el resultado de las investiga-
ciones de Hansen y Snyder ('), publicacion que legd recientemen-
te a nuestras manos cuando ya teniamos casi finalizado nuestro

ResuMEN

Los aislamientos unicelulares de tres cepas de Penicilliim nota-
tun: una cepa Fleming v dos autoctonas (n® 38 v 56) nos ha per-
mitido comprobar que Ja cepa n° 38 era heterotipica pues contenia
dos factores M y C capaces de segregacidn independiente. El factor
M es domimante.

Las cepas hibridas se mantienen indefinidamente por los trans-
plantes en masa en el laboratorio y tal vez en la naturaleza por la
fusion vegetativa de las hifas.

La actividad penicilinégena del P. notatum estad asociada a los
factores M v C. El tipo M puro carece de actividad penicilindgena
y el tipo C presenta una curva de variabilidad continva (= la acti-
vidad penicilindgena.
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homocaridtico poseyera un factor letal para la actividad peniciliné-
gena como clertos homozigotes entre los metafitos y metazodrios.
Tas anastomosis vegetativas se opondrian a la persistencia de estos
factores letales.

La actividad penicilindgena en el tipo
senta una curva continua variabilida fj
inente, disponiendo en el eje de las absc1sas el d1ametro de la 1r1h1b1—
cién en placas de Petri y en el de las ordenadas el ntmero de indivi-
duos, nos da una curva en forma de campana tipica con el pico co-
rrespondiendo a una zona de 21 a 22 mm. de inhibicion para la cepa
Fleming y a 14 mm. para la cepa autoctona n® 56. Sin embargo el exa-
men parcial de los cultivos nos habia hecho pensar que la cepa n® 56
era mas activa.

El factor que condiciona la actividad penicilindgena parece ser,
también, capaz de separacién independiente como parece indicarlo
el resultado del estudio de 50 cultivos monocelulares del tipo C. de
la cepa F‘lemmo en la que hemos obtenido 1/4 de individuos inacti-
En e &l tino C seria éste un factor dominante.

os. En el tipo C ser
Finalmente en apoyo de nuestra creencia de que la actividad
penicilinbégena esta ligada a un factor o geme, mencionaremos el
hecho de que, en ocasiones, el efecto normal de un gene solamente
se manifiesta en ciertas condiciones de medio. Por ej. Primula si-
nensia rubra da flores rojas a 15-20° y blancas a 30-35° el Peuici-
Hirsn notatum C produce penicilina a 24° v no la produce a 30° C.

(D

N

N\

N Wy O O
individuos

/ ‘

° 5 1o 7T 1@ 49 20 21 22 23 24 25 26 "™

-
ne

Fig. 4. - Penicilinograma de 6 cultivos monocelula-
res de P. notatum, tipo C. Se traduce por una curva
de variabilidad continua.

Por los hechos expuestos y analizados creemos pues que la acti-
vidad peniecilinbgena estd ligada a la esporulacién del P. notatugn
v que continuando los aislamientos unicelulares podremos llegar a
seleccionar un tipo C de mayor actividad aGn, haciendo desplazar
hacia la derecha la curva de variacién. Pero una vez conseguida
debemos esforzarnos en conservarla. La especie como el individuo
nace, crece, envejece y muere. Cémo naci6 la genoespecie penicilino-
gena es dificil decirlo, tal vez por algunos de los mecanismos natu-
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