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1. Ambientes salinos

La mayor cantidad de agua sobre la tierra corresponde al
agua del mar, que lleva en solucién sales inorganicas en
concentraciones constantes.

Las aguas hipersalinas se definen como aquellas que
poseen mayor concentracidén de sales que el agua del mar,
definicidén un tanto inespecifica, ya que no hay restricciones
en cuanto a los tipos de sales inorganicas v sus proporciones
{Rodriguez-Valera, 1988). Sin embargo, la gran mavoria del
agua salada si tiene la composicidn del agua del mar y se
denomina talasosalina. Aquellas otras aguas hipersalinas cuya
composicidén no guarda la misma relacidén que las del mar
reciben el nombre de atalasosalinas.

Las bacterias haléfilas extremas crecen bien en el valor
(0.75 aw) de una solucidén saturada de ClNa {(Brown, 1976). La
fisiologia de estas bacterias por tanto esta influida por una
absoluta necesidad de concentraciones elevadas de NaCl aunque
toleren otras sales a concentraciones moderadas tales como
Caz2Cl (Brown, 1976). Por lo tanto su habitat natural son
salinas solares y lagos salados naturales (Kushner, 1980).

Desde la antiguedad, se ha observado en las salinas una
especie de costra rojiza, y el agua en sus inmediaciones
también toma esa coloracidén mads o menos rojo-anaranjada. Esto

es debido a la gran concentracién de bacterias haléfilas,



normalmente pigmentadas por la presencia de pigmentos
carotenoides (Baas-Becking, 1931). Estas coloraciones a su
vez pueden observarse en productos en salazdn y~en’gréndes
lagos (Larsen, 1986). .Jrv_;i._LfJ , ij

En las costas bajas de lugares templados como pueden ser
las mediterrdneas y las costas de California, abundan las
salinas en las que ademds de su elevada concentracidén de sal,
podemos destacar sus fuertes oscilaciones de temperatura
entre el dia v la noche, asi como un bajo contenido en
oxigeno debido a gue su solubilidad en estos medios tan
concentrados, es bastante mala (Rodriguez-Valera y Ruiz-
Berragquero, 1983),

La evaporacién a su vez, ademas de concentrar las sales,
concentra también los solutos, proporcionando a los
organismos haléfilos un medio bastante rico en nutrientes
organicos e inorganicos (Brown, 1976}.

Cuando el total de sales disueltas se aproxima a la
saturacidn, se crea un microclimax que constituye la
poblacidén microbiana dominante de estos sistemas
hipersalinos: halobacterias, eucariotas y eubacterias (Imhoff
v col., 1979; Nissenbam, 1975; Rodriguez-Valera, 1986).

No todos los habitats hipersalinos se originan a partir
del agua del mar, existiendo también los llamados lagos
salados cuya formacidén es debida a depésitos minerales en
proporcién de sal que a veces varia mucho de la del medio
marino (Rodriguez—Valera y Ruiz-Berraquero, 1983). Los lagos

salados por lo tanto, pueden diferenciarse mucho unos de



otros dependiendo de su composicidén iénica, topografia ¥
caracteristicas geoldgicas, asi como de -'sus <condiciones
climaticas habituales (Grant y Ross, 1986).

Se ha de tener en cuenta, gque no sqgf;ﬁﬁigamente
haldéfilas extremas las halobacterias, ya que también se
incluyen otros microorganismos muy diferentes como pueden ser
bacterias fotosintéticas del género Ectothiorhodospira
{Raymon v Sistron, 1969; Imhoff y Triper, 1977),
actinomicetos como Actinolyvspora halophila (Gochnauer v col.,
1975) v posiblemente metandgenos {(Perez-Fillol y col., 1985).

Es dificil establecer una clasificacidn de

micrcorganismos en funcidn del crecimiento a distintas

concentraciones de sales {Larsen, 1962; Imgram, 1977,
Kushner, 1978), va que existen casos intermedios dificiles de
encuadrar. Ademas, se ha comprobado que hay muchos

microorganismos cuva respuesta a la sal varia en relacidn a
las condiciones ambientales, como por e jemplo, Vibrio
costicola que necesita una concentracidn éptima de NaCl de
0,5M para crecer a 30°C, mientras que a 20°C sdlo necesita
0,2M de NaCl (Kushner, 1978).

Por lo tanto, segin la temperatura de crecimiento,
algunos microorganismos haléfilos moderados pueden crecer en
altas o bajas concentraciones de sal (Larse, 1973; Matheson ¥
col., 1976).

Igualmente en halobacterias extremas, la composicidn ¥y
concentracidén de sales del medio influye sobre la temperatura

6ptima de crecimiento y viceversa, como demostraron Gibbons y



Pavne (1961) al observar que un aumento en la concentraciodn
de NaCl provocaba un aumento de la températura;fégﬁima Qe
crecimiento de H. salinarium y que por _otrQ lado, ;lqs
requerimientos de sales de las halobacteriaQTbuedéﬁgéﬁménfar
con la temperatura (Norvitsky y Kushner, 1975; Mullkhanbhai y

W

Larsen, 1975).

Por otro lado, se ha observado que dependiendo de la
complejidad de nutrientes del medio, algunos haldfilos
moderados varian su drado de halofilismo (Fosyth y Kushner,
1870).

Las halobacterias necesitan altas concentraciones de
NaCl para que crezcan en condiciones éptimas, aunque algunas
veces el K* puede reemplazar parcialmente al Na* (Brown y
Gibbons, 1985).
| Debido a todo esto, y a los diversos criterios
existentes para clasificar a los organismos haléfilos
extremos, Gibbons (1974), basandose en los limites superior e
inferior de la concentracidén de sal que permiten el
crecimiento bacteriano, definid a los microorganismos
haléfilos como aquellos gue necesitan més del 3% de NaCl para
crecer, llamando haldéfilos moderados a los gque crecen en un
rango del 3 al 15% y haldéfilos extremos a los que crecen en
medios c¢cn concentraciones superiores al 15% de NaCl.

Posteriormente Kushner (1985) y Kushner v Kamekura
(1988}, clasificaron a los microorganismos en 6 grupos segin

la concentracidén salina dptima requerida para su crecimiento.



19) NO HALOFILOS, crecen mejor en medios con una
concentracion inferior 0,2M de sal (1%), encontréndose aqui
la mayoria de las eubacterias vy microorganiSmés dé agua
dulée. |

20) HALOFIOS DEBILES, con un rango éptimo de crecimiento
entre 0,2-0,5M de sal (1-3%), incluyvendo a la mayoria de los
microorganismos marinos.

3¢) HALOFILOS MODERADOS, con crecimiento dptimo en
concentraciones de sal entre 0,5-2,5M (3-15%), incluyvendo
aqui bacterias como Vibrio costicola 'y arqueobacterias
metanégenas tales comoc Methanohalophilus mahaii (Paterek ¥
Smith, 1988), Methanophilus zhilinae (Mathrani y col., 1988)
v Methanococcus doii (Yu vy Kawamura, 1987).

40) HALOFILOS EXTREMOS DEBILES, entre los que incluye
microorganismos que pPresentan un crecimiento optimo en
concentraciones entre 1,5-4,0M de sal (9-23%) encontrandose
un reducido nimero de microorganismos tales COmo
Fctothiorhodospira halophila, Actinopolyspora halophila,
Haloferax volcanii v Haloferax mediterranei.

50) HALOFILOS EXTREMOS, con crecimiento oéptimo entre
2,5-5,2M de sal (15-30%), incluyvendo 1las halobacterias ¥y
algunos metandégenos como Methanohalobium evestigatus {Zhilina
y Zavarzim, 1987).

60) HALOTOLERANTES, microorganismos no haldfilos que
toleran la sal en los que se incluye a Staphylococcus aureus,

bacterias esporuladas, algunas levaduras, algas y hongos.



2. Arqueobacterias

Woese v Fox en 1977, estudiando las secuencias del ARNr
165 de diferentes especies bacterianas, 'descubrierbn que
habia un grupo de bacterias, las metandgenas, que estaban

relacionadas por igual con los eucariotas y con las

eubacterias , proponiendo que, en vez de los dos reinos
conocidos hasta entonces en la Naturaleza, procariotas vy
eucariotas, fueran tres las lineas de descendencia:
eubacterias {o bacterias verdaderas), arqueobacterias v

eucariotas (Wolfe, 1971 y 1979; Fox y col,. 1977).

En 1978, Magrum v col. incorporaron en las
arqueobacterias las haléfilas extremas Halobacterium v
Halococcus v Woese v col. a las termoaciddéfilas Sulfolobus ¥
Thermoplasma, quedando por lo tanto constituidas las
arqueobacterias por estos tres grupos de bacterias muy
diferentes entre si, con la propiedad comin de vivir en
ambientes extremos propios en los primeros estadios de la
formacidén de nuestro planeta (Kandler, 1984).

Esta teoria filogenética de clasificacidén actualmente se
encuentra en debate, ya que Lake (1989), propone una nueva
clasificacidn, en procariotas y cariotas.

Los procariotas incluirian eubacterias, halobacterias ¥y
metandgenos; los cariotas incluirian a los eucariotas y los
eocitos, incluyendo en estos a los termcacidéfilos (Lake,

1986). Esta teoria se basa en la estructura de los ribosomas,

vya que en los primeros trabajos de Lake y col. (1984) se



aprecié una relacidén filogenética entre la estructura de las
subunidades mayor y menor de los ribosomas de euca:iotas y
eocitos por un lado y por otra parte, entfe,'las' mismas
subunidades de eubacterias , halobacterias Y‘métanégenos.

Lake (1988) afirma que la estructura filogenética
actualmente aceptada se ha obtenido debido a errores
sistematicos en los métodos habituales de andlisis. Olsen y
Woese {1989) no creen demostrado que los andlisis habituales
produzcan los errores aludidos por Lake (1988).

Por otro lado el modelo propuesto por Lake esta en
contradiccidén con el de la evolucién de la ARN polimerasa
dependiente de ADN (Zilling v col., 1989), yv el obtenide
utilizando inhibidores de la sintesis de proteinas {(Oliver y
col., 1987).

Actualmente las arqueobacterias comprenden cinco grupos
de microorganismos muy diversos (Konig y Stetter, 198%a).

Grupo I. METANOGENOS: bacterias capaces de formar metano
como principal producto final de su metabolismo. Formiato,
acetato, metanol o metilaminas, pueden servir como sustratos.
El azufre elemental puede ser reducido a HzS sin ganancia de
energia. Son anaerobios estrictos. Muestran una
fluorescencia verde-azulada a 420 nm. Las células poseen
coenzima M, factor 430 y metanopterina.

Los metandégenos se encuentran divididos en tres
Ordenes: Methanobacteriales, Methanomicrobiales y
Methanococcales (Balch y col., 1979; Whitman, 1985).

Ademas se han descrito representantes de 1la Familia



Methanoplanaceae y del género Methanosphaera sin haber sido
incluidos en ninguno de los anteriores grupos (Boone y Mah,
11989). .

Grupb I1. ARQUEOBACTERIAS REDUCTORAS DE SULFATb;-que son
capaces de formar HzS mediante reduccién de sulfato, formando
ademas trazas de metano. Son terméfilos extremos (crecimiento
hasta 92°C). Son anerobios extrictos. Dan 1lugar a una
fluorescencia verde-zulada a 420 nm. Poseen factor 420 vy
metanopterina pero no coenzima M ni factor 430. Incluye el
género Archaeglobus (Stetter, 1989).

Grupo III. ARQUEOBACTERIAS HALOFILAS EXTREMAS. Son Gram
negativas o Gram positivas, aerobias o anaerobias
facultativas quimioorganotrofas. Incluye cocos, bacilos o
formas mads o menos irregulares. Requieren para crecer altas
concentraciones de NaCl {1,5M o mayor). Algunas son
alcaléfilas, mesdéfilas o ligeramente terméfilas (hasta 55°C).
Algunas especies contienen bacteriorrodopsina y son capaces
de utilizar la luz para la sintesis de ATP.

Grupo IV. ARQUEOBACTERIAS SIN PARED CELULAR. Son formas
cocoides termoacidéfilas sin pared celular. La membrana
citoplasmatica contiene una glucoproteina rica en manosa y un
lipoglucano. Aerobios. Incluye el género Thermoplasma
(Langworthy v Smith, 1989).

Grupo V. TERMOFILOS EXTREMOS METABOLIZADORES DE AZUFRE
ELEMENTAL. Son terméfilos aerobios obligados, aerobios

facultativos o estrictamente anaerobios. Presentan una



temperatura éptima de <crecimiento entre 70 y 105°C. Son
acidéfilos o neutrdéfilos. La mayoria de las especies son
‘ metabolizadoras de azufre. Se encuentran divididbs en trés
Ordenes: Thermococcales, Thermoproteales v ~Sulfblobéies
{Konig y Stetter, 1989b).

La mayoria de las arqueobacterias poseen sélo una capa
de subunidades protéicas o glucoprotéicas ordenadas
regularmente (Kandler, 1982 y 1984). Esta diversidad de la
pared celular de las arqueobacterias parece 1indicar una
separacion de las otras dos ramas evolutivas en los primeros
estadios de su evolucidén (Woese y Fox, 1977; Fox y col.,
1980).

La membrana celular de las arqueobacterias estd formada
por lipidos no habituales lo que le da quizds el aspecto mas
constante y caracteristico a este grupo de microorganismos,
siendo Utiles como marcadores quimicos para la identificacién
y diferenciacion de arqueocbacterias (Langworthy y Pond,
1986).

Los lipidos de eucariotas y eubacterias, estan
principalmente constituidos por dos &acidos grasos de cadena
recta, ligados por un extreho a una molécula de glicerol con
enlaces tipo éster (-CO-0-). Los lipidos de las
arqueobacterias por el contrario se caracterizan por ser
cadenas largas hidrocarburadas, pero la conexién entre el
glicerol y las cadenas es un enlace de tipo éter (-0-) no
éster, vy ademds las cadenas estan ramificadas, cada cuatro

adtomos de carbono de la cadena hay un grupo metilo (-CH3).
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Por otra parte, el carbono 1 del glicerol puede estar
sustituido por fosfato o varios sacéridos,. v la actividad
éptica del carbono central del glicerol es opuesta en
argqueobacterias a la que posee en los otros dos reihos
primarios {(Langworthy, 1985}, marcando la pauta de 1las
importantes diferencias en la construccién de 1la membrana
citoplasmatica de las arqueobacterias.

Otra gran diferencia, surgié al estudiar el ribosomna
arqueobacteriano v analizar sus componentes, proteinas ¥ ARN
(Bavlev vy Kushner, 1964; Matheson y Yaguchi, 1882,
observandose que filogenéticamente constituian un grupo
aparte distinto tanto de eubacterias como de eucariotas (Fox
v col., 1980).

Aunque los ribosomas de los tres reinos eran muy
parecidos en  tamaho ¥y composicidn, las arqueobacterias
difieren en la estructura tridimensional y la naturaleza de
las proteinas. Se ha comprobado que los ribosomas de las
arquobacterias contienen mas proteinas que los de las
eubacterias y menos que los de las eucariotas, y que ademas,
estas proteinas de los ribosomas arquecobacterianos son
predominantemente acidas (Bayley, 1966).

Los datos que se tienen sobre los ARNt de las
arqueobacterias no son suficientes para dar informacidn
categdrica, pero ateniéndonos a los estudios de secuenciacion
de ARNt de Halobacterium volcanii (Gupta, 1981; Gupta y col.,

1983), H. cutirubrum (Gu y col., 1983) Halococcus morrhuae,

Thermoplasma acidophilus y Sulfolobus acidocaldarius
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{Kuchino y col., 1982), se puede indicar que si en : su
organizacidén basica son similares a los que presentan los
ARNt de los otros dos reinos, viendo los detalles especificos
se observa que son muy diferentes de los otros dos grupos,:
tanto como las diferencias que existen entre los ARNt de
eucariotas y procariotas.

Por lo tanto, basdndose en las caracteristicas generales
de los ARNt, deberian agruparse en tres categorias
filogenéticas: eubacterias, arqueobacterias y eucariotas
{Gupta, 1985).

En el transcurso de los estudios sobre el ARN ribosdémico
surgidé otra inesperada propiedad arqueobacteriana, que vino a
ofrecer la primera clave del significado de las diferencias
entre arqueobacterias v las bacterias verdaderas. Si se
comparan los ARNr y ARNt en los eucariotas, eubacterias V¥
arqueobacterias, se observa un patrdén general. En las tres
lineas primarias de descendencia tienden a ser modificadas
las mismas regiones de ARN, pero 1la naturaleza de la
modificacién varia de un reino a otro. La diferencia es de
dos clases, o bien la modificacidn de una determinada base es
diferente en cada uno de los reinos, o bien se modifica en un
reino una base determinada y en otro reino la modificacién se
realiza en una base adyacente. Tales formas de variaciones
sugieren que las modificaciones han evolucionado por separado
en cada una de las tres lineas de descendencia, a partir de
un antepasado comun (Woese, 1981).

Por el contrario, las ARN polimerasas dependientes de
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ADN de arqueobacterias, difieren de las eubacterias Yy se
asemejan a las ARN polimerasas de eucariotas sobre todq a las
de las lévaduras, demostridndose que, al igual que éstas, son
estimuladas por el alcaloide sibilina (Zillig y'col.g11982).
Del mismo modo  Madon y col. (1983), comprobaron que la
actividad de la ARN polimerasa dependiente de ADN de
arqueobacterias estd fuertemente estimulada por glicerol ¥
dimetilsulféxido, ¥y que son insensibles a rifampicina,
estreptolidigina v -amanitina {(Zillig v col., 1985).

En general en la Tabla I, se muestran las diferencias

mas significativas entre los tres reinos.
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Tabla I. Diferencias y semejanzas entre eubacterias

arqueobacterias y eucariotas (Kusner, 1985)

ESTRUCTURA EUBACTERIA ARQUEOBACTERIA EUCARIOTA

Membrana carecen carecen poseen

nuclear

Pared celular mureina diversos diversos

tipos tipos

Lipidos ac. grasos fitanil ac. grasos
éster éter éster

Ribosomas

Tamanc de las

subunidades 308, 508 308, 508 405, 60S

Longitud aprox.

del ARN 16S

(18S) 1.500 nu- 1.500 nu- 1.800 nu-
cledtidos cledétidos cleotidos

Organizacidon genética

Exones e

intrones carecen poseen poseen

Secuencias

repetidas carecen poseen poseen

Reordenaciones

cromosomicas

crecientes carecen poseen poseen

Estrategia ecolégica

Me+tabolismo diverso diverso poco

variado

Ambientes todo tipo extremos todo tipo

Soluto compa-

tible betaina Kt polioles




3. Halobacterias.

3.1. Generalidades. -

Las bacterias haléfilas extremas se han aislado de
pescados en salazdén, diversos estanques salinos y del Mar
Muerto (Bayley vy Morton, 1978; Javor y <col., 1982). De
acuerdo con la morfologia pueden distiguirse bacilos, cocos,
halobacterias "cuadradas” y especies pleomdrficas, que son
filogenéticamente distintas como se indican por experimentos
de hibridacidén del ADN (Kushner, 1985; Ross y Grant, 1985;
Ebert y Goebel, 1985).

La mayoria de los estudios genéticos con halobacterias
se hicieron en la especie pleomdrfica aislada del Mar Muerto
H. volcani. Las halobacterias bacilares incluyen H. halobium,
especies relacionadas H. cutirubrum v H. salinarium y algunas
especies independientes aisladas de la Bahia de San
Francisco, Baja California, Francia vy el Mar Rojo (Moore y
McCarthy, 1969; Ebert y col., 1984). Todas ellas tienen forma
bacilar sélo bajo condiciones éptimas de crecimiento, en
medios de cultivo conteniendo 4M de NaCl. En cultivos
viejos, presumiblemente bajo condiciones extremas, tales como
altas concentraciones de sal o agotamiento de nutrientes,
desarrollan formas parecidas a palos de golf vy
subsecuentemente apariencia pleomérfica (Matheson 7y col.,
1976; Ebert y col., 1985).

La mayoria de las especies presentan un fenotipo comin,



el formar colonias con pigmentacidén rojiza debido a la
sintesis de bacterioruberina. Ademds las especies bacilares,
contienen una uUnica proteina, la bacteriorodopsina, que da
color puirpura a la membrana bajo condici@ﬁésfflimifadas‘de
oxigeno {Blaurock y Stoeckenius, 1971). Los halococos, las
bacterias cuadradas y H. volcani, no producen membrana
purpurea (Pfeifer, 1988).

Algunas halobacterias sintetizan vacuolas de gas, que
son estructuras proteinicas englobando un espacio relleno de
gas {(Larsen y col., 1967; Krantz y Ballon, 1973}. Estas
vesiculas cilindricas o alargadas, son visibles facilmente al
microscopio optico (Stoeckenius ¥ Kunan, 1968; Parkes Vv
Walsbv, 1981). |

El ADN de las bacterias bacilares, pleomérficas ¥
cuadradas puede extraerse lisando las células en soluciones
de sal con concentraciones inferiores a 1M de NaCl, Vv
anadiendo desoxicolato sédico a una concentracidén de TmM. Los
cocos requieren procedimientos muy severos tales como la
prensa francesa o la pulverizacién de las células con alimina
{Maddon y col., 1983; Leffers y Garret, 1984). Recientemente
Montero (1990) ha descrito un procedimiento para la lisis de
los cocos basado en la adicién de glicina y lisando las
células en agua destilada con Sarcosil.

El analisis total del ADN de diferentes halobacterias,
revela un promedio del contenidoc en guanina mas citosina
(G+C) mayor del 60% y ademas, en la mayoria de los casos, el

ADN total puede ser separado en dos fracciones (FI y FII), de
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acuerdo con el contenido en (G+C) (Joshi y col., 1963; Moore
y McCarthy, 1969; Pfeifer y col., 1982; Ross y Grant, 1985).
La fraccién FI del ADN estd constituida por “secuencias

_del ADN,

cromosémicas de 62 a 71% de (G+C). La fraccién.ﬁg

mas rica en adenina mas timina (A+T) (55 a 58% de G+C),

consiste principalmente en ADN circular covalentemente
cerrado {(ADNccc) (Weindinger y col., 1979; Ebert y col.,
1984).

3.2. Requerimientos nutricionales.

Al realizar 1los primeros trabajos sobre nutricidén en
halobacterias con H. cutirubrum, H. salinarium, v H. halobium
se observd que necesitaban grandes requerimientos nutritivos,
utilizando como fuente de energia sdlo aminodcidos, algunos

de los <cuales se han descrito como esenciales para el

crecimiento (Onishi y col., 1965). Por ello los medios de
cultivo utilizados eran complejos (Dundas y col., 1963
Onishi y col., 1965) y ricos en aminoacidos.

Posteriormente se observé que H. cutirubrum {Grey v
Fitt, 1976), crecia mejor utilizando solo L-aminoacidos, por

lo que se pensé que ciertos D-aminoacidos podrian inhibir el
crecimiento. También se observéd que las vitaminas no
estimulaban el crecimiento (Katzneelson y Loch-Head, 1952;
Onihsi y col., 1965). A su vez se pensé que las halobacterias
no utilizaban los carbohidratos ya gque no producian acidos a
partir de la glucosa.

Goechnauer y Kushner (1969) demostraron que el



crecimiento de H. halobium, H. cutirubrum y H. salinarium,
era estimulado por el glicerol, glucosa y galactosa y ciertas
‘vitaminas, indicando que si bien 1los carbohidratos podian
estimular el>crecimiento, el medio no llegabé_é;éé?rébido; lo
que quizéds fuera debido a que estos microorganismos no
utilizaban los carbohidratos.

Posteriormente se aislaron especies de Halobacterium que
s1 utilizaban carbohidratos como fuente de carbono y energia.

Kocur y Hodgkiss (1973) habian descubierto que el género
Halococcus no podia crecer a expensas de carbohidratos. Sin
embargo, Javor (1984), aisléd tres cepas de este género
comprobando que podian crecer en un amplio rango de

sustratos.

3.3. Situacidn taxondmica.

Mediante el estudio de 1las peculiares caracteristicas
morfoldgicas de estos microorganismos, en la 82 edicidén del
Manual de Bergey (Gibbons, 1974), se encuadraron en la parte
VII como bacilos y cocos Gram negativos que requieren altas
concentraciones de NaCl para el crecimiento, formando la
familia Halobacteriaceae que comprendia los géneros
Halobacterium y Halococcus. En el género Halobacterium se
incluyeron las especies H. salinarium y H. halobium asi como
las especies de situacidn incierta H. marismortui, H.
trapanicum y Amoebobacter morrhuae. Este ualtimo
microorganismo, aislado del bacalaco salado, fue denominado

como Amoebobacter por su extraordinario pleomorfismo
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observado en la mayoria de los primeros trabajos con
haléfilas, suponiendo que esto era debido en cierto modo a
las condiciones de crecimiento utilizadas.® Sin embargo,
Larsen indica que este organismobnﬁnca toma>u#a f§£ha §a¢il;r
regular como resultado de las variacionaes nutricionales vy
condiciones fisicas de <crecimiento, encuadrandose en el
género Halobacterium como una especie aparte a la espera de
posteriores estudios.

En el género Halococcus se incluyd una sola especie, H.
morrhuae.

H. salinarium y H. halobium se consideraban como una
séla especie y posteriormente Fox y col. (1980), indican que
las especies H. salinarium, H. cutirubrum y H. halobium
contienen idénticos oligonucledtidos catalogados por su ARNr
16S por lo que opinan son una misma especie. Asi mismo,
Amoebobacter morrhuae, que tiene un ARN 16S que difiere de
los anteriores por un solo cambio de base, lo consideran
también perteneciente a la misma especie que las otras tres
halobacterias.

En el género Halococcus se incluydé una sola especie, H.
morrhuae.

En la 12 edicidén del Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology en el Vol I Seccién IV {Larsen, 1984} se agrupa
a las halobacterias en la familia Halobacteriaceae con los
géneros Halobacterium y Halococcus. En el género
Halobacterium se encuentran las especies H. salinarium,

(especie tipo) (Harrison y Kenedy, 1922; Elazari-Volcani,
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1957) H. volcanii, (Mullakhanbhai y Larsen, 1875), H.
saccharovorum, (Tomlinson y Hochstein, 1976), H. vallismortis

(Gonzalez y col., 1978) y H. pharaonis '(SblimaﬂxyuTrﬁper,

1982). En este géhefo; también se incluye
situacién incierta H; trapanicum, que pafece tener muchas
caracteristicas en comin con H. vallismortis.

En el género Halococcus {Schoop, 1935), se sigue
reconociendo como Unica especie Halococcus morrhuae, (Kocur ¥
Hodgkiss, 1973).

Posteriormente se han aislado nuevas especies de

haléfilas extremas, que se han agregado a las ya existentes,

creandose incluso nuevos géneros, los cuales han sido
incluidos en la lista de especies validas (Skerman vy
col., 1980; Moore y col., 1985; Moore, 1986). Tales como:

Halobacterium sodomense {(Oren, 1983) aislada del Mar Muerto,

que se caracteriza por su elevado requerimiento en Mg’

Haloferax mediterraneli (Rodriguez-Valera y col., 1983},
aislada en las salinas de Santa Pola, Alicante (Espafa) que

se caracteriza por su crecimiento réapido, gran versatilidad

nutricional y capacidad de hidrolizar la gelatina, caseina ¥

almidén.
Walsby (1980), aislé y describié un nuevo tipo de
bacterias con morfologia "cuadrangular" que contenian

vacuolas de gas, a las que junto con las aisladas por Javor y
col. (1982) de morfologia similar, incluyen en un nuevo
género: Haloarcula, con las especies H. californiae y

H. sinaiensis (Walsby, 1980; Stoeckenius, 1981; Javor y col.,
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1982).

Por otro lado Tindall y col., (1984) aislarqn del lasgo
salado Magadi en Kenia, especies de Vhaiobacterias
alcalofilicas, incluyendo bacilos ¥y cocos ;§a%éi;1QS bque
propusieron los nombres genéricos de Natronobacterium
para los bacilos, incluyendo las especies N. pharaonis
(antiguamente H. pharaonis, Soliman y Triper, 1982), N.
gregoriyi y N. magadii y Natronococcus para los cocos, con
la especie N. occultus.

Torreblanca y c¢ol. (1986), basadndose en estudios de
taxonomia numérica, quimiotaxondémicos v andlisis genotipicos
realizados por Ross NS Grant (1985, propusieron la
clasificacién de las halobacterias no alcaldéfilas en tres
géneros: Halobacterium, Haloarcula v Haloferax.

Dentro del género Halobacterium se incluyeron 1las
especies H. salinarium, H. saccharovorum y H. sodomense.

En el género Haloarcula, se incluyeron H. vallismortis
{anteriormente Halobacterium vallismortis) y la nueva especie
H.  hispanica (Juez y col., 1986).

En el género Haloferax se incluyeron H. volcanii, H.
mediterranei {antiguamente Halobacteium volcanii v
Halobacterium mediterranei respectivamentej, y la nueva
especie H. gibbonsi (Juez y col., 1986).

Tomlinson v col. (1986), aislaron una nueva especie a
partir de una salina solar de San Francisco proponiendc su
inclusidén en el género Halobacterium como H. denitrificans.

Tindall y col. (1989) han incluido esta especie en el género
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Haloferax como H. denitrificans.

Franzmann v col. {(1989), han descritoc recientemente una
nueva especie, Halobacterium lacusprofundi aislada del Océano
Antartico; capaz de crecer a 4°C, aunque mas lentamente que a
31-37ccC.

En la 82 edicidn del Manual de Bergey (Gibbons, 19741},
aparecia Halobacterium marismortui como una especie de
situacidén incierta, eliminandose posteriormente del volumen I
de 1la la Edicidn del Bergey’s Manual of Systematic
Bactericlogy (Larsen, 1984). Actualmente se incluye como
especie de situacidn incierta dentro del género Haloarcula
(Grant v Larsen, 1986b}.

Torreblanca v col. {(1986a) también incluven en el género
Haloarcula a A. morrhuae, consideradoc en la 382 edicidn del
Manual de Bersey como especie de situacidn incierta. Ambos
microorganismos tienen diferencias totales en los patrones de
los lipidos polares v no muestran una homologia significativa
ADN/ARNr 16S con Haloarcula vallismortis.

Otra especie de situacidn 1incierta incluida actualmente
en el género Halobacterium es H. trapanicum que parece estar
relacionada con H. saccharovorum y H. sodomense {Rossy Grant,
1985; Larsen y Grant, 1989).

También es preocupante la posicidén de las dos especies
rleomérficas aisladas por Javor y col. (1982), "Haloarcula
californiae" y "Haloarcula sinaiensis” ya que los estudios de
taxonomia numérica no son consecuentes <con sus especies

afines, como muestran por estudios quimiotaxondémicos tales
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como anadlisis de lipidos polares (Torreblanca y col., 1986;
Ross y Grant, resultados no publicados), y comparacién de
’oligonucleétidos catalogados por ARNCr 5SV(Nich0130n757 Fox,
1983). | e

A. morrhuae no fue agrupado con ninguin otro
microorganismo en el estudio de taxonomia numérica realizado
por Torreblanca y col. (1986a). El1 patrdn de lipidos polares
es inusual v los estudios de hibridacién ADN/ARNr 16S, no
indican relacidn extrecha con otras halobacterias incluidas
en el estudio. Sin embargo, los oligonucledtidos catalogados
del ARNr 16S muestran sélo wuna base diferente de H.
salinarium (Fox v col., 1980).

Grant y Larsen (1980a), lo han incluido dentro del
género Haloarcula.

Actualmente en el Vol III del Bergey’s Manual of
Svstematic Bacteriology, Grant y Larsen (1989), encuadran en
el grupo III en Arqueobacterias Haldéfilas Extremas, Orden
Halobacteriales, Familia Halobacteriaceae, a todas las
halobacterias basandose en los analisis de lipidos y estudios
de hibridacién ADN/ARNr 16S realizados por Ross y Grant
(1986).

La familia Halobacteriaceae agrupa a los siguientes
géneros: Halobacterium, Haloarcula, Haloferax, Halococcus,

Natronobacterium y Natronococcus (Grant y Larsen 198%a).

3.4. Contenido en lipidos de las halobacterias.

Los lipidos de halobacterias (Sehgal y col., 1962; Kate,
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1972 y 1978), estan constituidos por 1lipidos polares y no
polares, siendo los primeros el 90% de los lipidos totales.
Por sintesis quimica fué establecida su est{ﬁéfﬁfﬁ”éﬁQCuatro

grupos: (Kates, 1978): I.- fosfatidilglicer_

I1.- fosfatidilglicerol(PG); III.- fosfatidiigli;erolsulfato
(PGS) v Iv.- triglucosil dieter sulfatado.

Mas recientemente, Smallbone y Kates {(1981), determinaron
en H. cutirubrum la estructura de tres glucolipidos
secundarios: V.- tetraglucosil dieter sulfatado (S-TeGD),
VI.- su producto disulfatado (TeGD) y VII.- TGD-1 el producto
disulfatado de S-TGD-1.

La mayoria de las bacterias haléfilas extremas contienen
una variedad de glucolipidos cuva distribucidn puede
utilizarse para delimitar varios grupos {Kushwaha v col.,
1982, Ross v Grant, 1985).

El contenido en lipidos no polares en halobacterias es
del 7 al 20% de los lipidos totales (Tornabene y col., 19689;
Kates, 1978} y son compuestos derivados de 1isoprenoides,
pudiendo agruparse dentro de cuatro clases de acuerdo con la
longitud de la cadena.

I) C-20-isoprenoides, entre los que se encuentran el

guanilgeraniol que ocupa un 11% del total de lipidos no
polares (Mullakhanbhai y col., 1972; Kushwaha y Kates, 1978).
El Di-O-fitanil-sn-glicerol con un 8% (Kushwaha y Kates,
1973).

IT) C-30-isoprenoides, (Escualenos). Los escualenos

comprenden cerca del 36% del total de los lipidos no polares
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de H. cutirubrum (Krane y col., 1972; Kushwaha y col., 1975).

III) C-40-isoprenoides. En H. cutirubrum han sido

aislados e identificados licoperseno, fitano <c¢is ¥y - trans,

licopeno vy neo-caroteno (Kushwaha ¥y col.5521912ﬂ7
Kushwaha y Kates, 1973). Asi como la vitamina MK-8 que ocupa
casi el 8% de los lipidos no polares.

IV) C-50-isoprenoides. La bacterioruberina principal

rigmento rojo, fue aislada primero de H. halobium por Petter
(1931) v su estructura fue establecida anos mas tarde (Kelly
v Liaaensen-Jensen, 1867, kelly y «col., 1970) como un

carotenoide no ciclico tetrahidroxi Cso0. Se encuentran

situados en la membrana plasmatica.

3.5. Pared celular.

Estudios morfoldgicos v quimicos de la cubierta celular
de halobacterias demostraron que esta carecia tanto de
mureina como de lipopolisacaridos, componentes tipicos de la
pared celular de eubacterias. {Brown v Schory, 1963; Larsen,
1967; Kushner y Onishi, 1968, Steensland y Larsen, 1969).

Los estudios de Stoeckenius y Rowen (1967) en H.
salinarium, indicaron que por el exterior de la membrana
plasmdtica se encontraba una pared celular formada por dos
capas constituidas fundamentalmente por proteinas.

Blanrock y col., (1976), basandose en andlisis de
difraccién de rayos X, indicaron que la pared celular de H.
halobium presenta una bicapa de unos 13 nm de espesor con un

amplio espacio periplasmatico de 65A. El1 andalisis de sus



componentes (Mescher y «col., 1874) 1indicaron un elevado
contenido proteico (63% del peso seco), lipidos (21% del peso

seco), hexosas y muy pocos aminoacidos.

Posteriormente, Mescher y Strominger'Ci§?6)£iﬂ
con défalle la pared celular de H. salinarium y comprobaron
que se trata de wuna glucoproteina en la que la porcidn
glucidica estd unida covalentemente a la parte proteica.

Experiencias realizadas con enzimas proteoliticas y con el

antibidtico bacitracina { gque actua bloqueando la
glucosilacién de esta proteina) demostraron que se trata
realmente del componente responsable de mantener la

morfologia celular v que la porcién glucidica desempefiaria en
ello un papel esencial (Siewert y Strominger, 1967; Mescher vy
Strominger, 1976; Rodriguez-Valera y col., 1983).

Por debajo de una concentracién salina, 1,0-1,5M de NaCl
para H. halobium y H. cutirubrum (Stoeckenius v Rowen, 1967;
Lanyi, 1971), se produce 1la desintegracidn de la pared
celular poniéndose de manifiesto primero, un cambio en la
forma cilindrica a esferoidal, y luego la lisis brusca de la
célula. La lisis celular se debe, no a un efecto osmético,
sino a la desintegracidn de dicha pared cuya composicidén en
aminoacidos es extremadamnete acidica, desestabilizando su
estructura al eliminar del medio aquellos cationes que
neutralizan las cargas negativas de las proteinas (Kushner y
col., 1964; Mescher y Strominger, 1976); el catidn méas
efectivo en la estabilizacién de esta estructura parece ser

el Mg** incluso a concentraciones inferiores a las de NaCl
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{Kushner, 1964).
En el género Halococcus, la pared es mucho mas gruesa Yy

resistente a la ruptura por medios mecédnico

presencia de muy bajas concentraciones de

Larsen, 1971). Presenta al microscopio electrdénico una capa
de 55 a 60 nm de espesor (Kocur y col., 1972). Posee un
mayoritario contenido en aztcares, mientras que el total de
residuos de aminoacidos y aminoazicares sé6lo representa un
7T-15% del peso seco (Restad, 1975).

Se ha comprobado, que en este caso el componente

responsable de la rigidez de la pared celular es un

heteropolisacdrido sulfatado, de forma semejante a otros
polisacaridos sulfatados estructurales en algunas algas
marinas {Steber v Scheleifer, 1975). La proporcidn de

aminoacidos en la escasa porcidn proteica de esta pared, es
bastante semejante a la descrita para las especies de

Halobacterium (Brown y Cho, 1970).

3.6. Otros componentes.

Petter (1932), describio que algunas cepas de H.
halobium, al igual que otras bacterias y cianobacterias,
contenian vacuolas de gas, que vistas al microscépio déptico
aparecen como organulos refractarios de contorno irregular.
Este hecho fué confirmado por Honwink (1956) y Stoeckenius y
Kunan (1968) que analizaron las proteinas de estas membranas
vacuolares y observaron que son menos acidas que la envoltura

celular, de ahi su mayor estabilidad en ausencia de sal.
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Los materiales de reserva no nitrogenados gque sirven

como un almacen intracelular de carbono vy energia son’

frecuentes en organismos tanto eucariotas como eubacterias

rpudiendo estar presentes a la Veé en las déf
eubacterias o ser sustancias gque se acumulen sélo en
eucariotas o en eubacterias. Aqui en este wltimo grupo se
incluyen los granulos de poli- -hidroxibutirato {PHB),

(Shively, 1974).

Robertson v col., (1982) observaron en H. halobium
grandes cuerpos de inclusidn amorfos parecides a los
encontrados por Kirk y Ginzburg (1972) pero sin membranas
envolventes. Cuando Kessel v Cohe (1982) observaron al

microscopio dptico las bacterias cuadradas de Walsby {(1980) v
encontraron en las células gran cantidad de granulos oscuros
que no eran refractarios a la luz, por lo que podian afirmar
que no eran vacuolas de gas. Stoeckenius (1981}, habia
sugerido que probablemente la mayoria de estos granulos eran
inclusiones de PHB.

Fernandez-Castillo y col. (1986, estudiaron la
acumulacidén de PHB en halobactcerias en cultivos liquidos
deficientes en nitrégeno, utilizando diferentes fuentes de
carbono y distintas concentraciones de sales. Comprobaron que
la cantidad de PHB producida variaba de unas cepas a otras
{desde 1,2 al 17% del peso seco de la bacteria) e incluso
cantidades inapreciables en otras especes como H. halobium.

Posteriormente, Fernandez-Castillo y col. (1987),

estudiaron en profundidad la produccidn de un velo

28



superficial que se formaba en cultivos de H. mediterranei e
indicaron que la molécula de este polimero se correspondia

con la de acido poli-B-hidroxibutirico.

srincipales

En la Tabla II, se muestran las difereng;af‘

existentes entre los géneros descritos.
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Tabla~II.‘Pnihcipales caracteristicas diferenciales entre los generos descritos de halobacterias

Halobacterium Haloarcula Haloferax Halococcus Natronobaterium Natronococcus
MorfolbgiaJ"“ bacilos largos bacilos cor- bacilos cor-~ cocos bacilos largos cCocos
celular tos pleomér- tos pleomér-

ficos ficos

pH é6ptimo de 7,0 7,0 7,0 7,0 8,0-9,5 9,5
crecimiento
pH minimo de 5,0 5,0-6,0 5,0-6,0 5,0-5,53 8,5 8,5
crecimiento
Requerimiento + - - + n.d n.d
de aminoacidos
Requerimiento 0,005M 0,005M 0,01-0,04M n.d 0,01M n.d
de Mgt+*
Concentracién 20% * 15% * 10% * 156% %% 12% *x* 8% *x%
minima de sales*
o NaCl**

para el creci-
miento a 370C

+: Indica requerimiento de aminoacidos.
-: Indica no requiere amino4cidos.

n.d: Indica no determinado.



3.7. Interés de las halobacterias.

Desde la antiguedad se ha utilizado la 7 . sal - para la

conservacién de los alimentos y el curtido..de 1los cueros,

produciéndose la contaminacidén de est&s ‘productos ﬁpor' las
bacterias haléfilas extremas. Actualmente, se ha iniciado el
empleo de estos microorganismos en multiples aplicaciones,
destacandose su utilizacién como modificadores organolépticos
o para aumentar el valor nutritivo de los salazones (Ramos-
Cormenzana, 1989).

Recientemente, se han sugerido numerosas aplicaciones de

las halobacterias entre las que destacamos la utilizacidén de

sus productos de extraccidn como los de Haloferax
mediterranei pudiendo aplicarse uno de ellos en la
recuperacion de petrdleo {(Antdén v col., 1988) v otro de ellos
como polimero biodegradable (Fernandez-Castillo v col.,
1986).

Sus enzimas poseen actividad a elevadas concentraciones
salinas (God y Hartman, 1970; Izotova y col., 1983; May v

Dennis, 1987).

También existe la posibilidad de utilizar estos
microorganismos en la industria farmacéutica por las
propiedades surfactantes de sus lipidos que podrian

utilizarse en la preparacién de lincsomas (Ramos-Cormenzana,
1988). Asi mismo, se ha detectado en H. salinarium la
presencia de material parecido a la insulina en cantidades
tales como las detectadas en E. coli (Rubinovitz y Shiloach,

1985). Otro producto de interés es el acido cicosapentanoico,
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dcido graso poliinsaturado que parece reducir los niveles de

colesterol en sangre (Klausner, 1986).

Como modificadores de la respuesta biqi‘  Y
col., 1989). En la recuperacidén de la actividad microbiana de
suelos salinos, descontaminacién de aguas salinas o}

alcalinas, para eliminar el nitrato wutilizando bacterias
haléfilas desnitrificantes. Otras posibles aplicaciones
podrian ser eliminar metales y otros elementos como fosfatos,
para los cuales los tratamientos convencionales son costosos
(Ramos-Cormenzana, 1989).

En H. halobium se ha detectado wuna proteina con
caracteristicas similares al producto del oncogen humano v-
mvc, el cual se encuentra en elevadas concentraciones en
ciertos tipos de céanceres como los de ovario v rinones. Por
ello, se han desarrollado métodos para la deteccidén de
anticuerpos contra esta proteina utilizando la proteina de H.
halobium como antigeno abriéndose nuevas posibilidades a la
deteccidén del céancer (Ben-Mahrez y col, 1988).

Por ultimo, las halobacterias son un material idodneo
para el estudio de sistemas de transferencia genética en

procariotas ya que se pueden manipular con facilidad en el

laboratorio {(Charlebois y col., 1987).
Algunas halobacterias comn H. halobium y especies
relacionadas producen endonucleasas de restriccidn, con

puntos de cortes especificos, habiéndose completado el mapa
de restriccién del plasmido pBR322 con una de estas enzimas

(Schinzel y Borger, 1986).
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3.8. Genética de Halobacterias.

Joshi ¥ col., (1960), vy Moore vy Mangfthxéj (1960)

estudiaron por primera vez la genética de hal

Comprobaron que el ADN total de halobacterias puede ser
separado en dos fracciones de acuerdo con el contenido en
guanina mas citosina (G+C) (Joshi y col., 1963). Las técnicas
utilizadas normalmente son gradiente de densidad de CsCl
(Moore v MacCarthy, 1969) o columnas con absorbentes de
afinidad especifica conteniendo adenina y timina, como el
verde malaquita o bisacrilamida.

La fraccidén mayvor de ADN (FI) contiene del 70% (H.
halobium) al 89% (H. cutirubrum) del ADN total, con un
término medio del contenido en G+C de 68 mol% {(Pfeifer ¥
col., 1982).

Siempre existe una fraccidén menor gque comprende del 11
al 30% de ADN total ("ADN satelite” o FII), con un contenido
en G+C de 58 mol%.

Los perfiles de elucidén de H. halobium y especies
estrechamente relacionadas, aparecen semejantes pero existen

diferencias en la cantidad de ADN FII. Los fragmentos que

aparecen después de las digestiones con endonucleasas de
restriccion de ADN FI de H. halobium y especies afines son
idénticos, sin embargo, habia variaciones observables en los
fragmentos de digestiones del ADN FII. (Ebert y Pfeifer,
1981).

Todos los genes halobacterianos caracterizados hasta el
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presente, (genes de ARNr y ARNt, bop vy brp y presumiblemente

el gen del ARN 7S) estan localizados en el 'ADNl‘FI. La

fraccién del ADN mds rica en A+T contiene tod .ADNccc |

(Pfeifer y Betlach, 1982).

La naturaleza y organizacién de las secuencias del "ADN
no ccc” en FII ha sido estudiado en H. halobium cepa NCR817
utilizando una de las dos copias del elemento de insercidn
ISH1 (Pfeifer ¥ Betlach, 1985). Las secuencias de "ADN no
cce” podrian representar bien secuencias mas ricas en A+T
dentro del cromosoma rice en G+C, o bien un trozo de ADNccc
que es cortado durante la purificacidn. Una copia de ISHI
esta localizada en el ADN FI, mientras que la segunda copila
estid presente en el "ADN no ccc"” de la FII.

Aislando una serie de cdésmidos conteniendo secuencilas
adyvacentes, coincidentes parcialmente con la copia ISH1 en el
ADN FII, fueron caracterizados segmentos contiguos de
aproximadamente 160 Kb. Este segmento de ADN contiene unas
"islas" de 70 Kb de ADN FII covalentemente unido a secuencias
ricas en G+C (Pfeifer y Betlach, 1985). Copias de varios
elementos de insercién asi como por lo menos otras diez
secuencias repetidas (elementos de insercidn aun desconocidos
o secuencias con homologias parciales de otras regiones
gendémicas) son agrupadas en estas "islas” de 70 Kb de ADN
FII. Por el contrario el ADN FI contiene una gran porcidén de

t

secuencias uUnicas. Estas "islas" de ADN FII estan presentes
en varias especies de H. halobium, H. cutirubrum y H.

salinarium.
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Simon (1978) hizo la primera caracteriZacién de

plasmidos. Este autor detecté por electréfqd tres

Mdal),

plasmidos de peso molecular 26, 44 y 86 megiégirm
en H. salinarium cepa 5, indicando a su vez, que la pérdida
espontdnea del plasmido de 44 Mdal estaba asociada con la
pérdida de la capacidad para producir vacuolas de gas.

Weidinger y col., (1979) detectaron en H. halobium cepa
NRC817, un plasmido de 100 Mdal que también estaba asociado
con la formacidén de vacuolas de gas y quizds a la sintesis de
bacterioruberina y membrana purpirea. Pero al contrario de lo
manifestado por Simon (1978), en este plasmido no habia
relacién entre su pérdida v la de vacuolas de gas.

Pfeifer v col., (1981) aislaron ADNccc extracromosdmico
de diferentes halobacterias comprobando que tres cepas de H.
halobium y wuna de H. cutirubrum que sintetizan membrana
purplirea y bacterioruberina, llevaban plasmidos de diferentes
tamanos: pHH1 (95 Mdal), pHHZ (100 Mdal), pHH3 (50 Mdal) vy
pHC1 (80 Mdal), que poseian amplias secuencias homdlogas,
que se confirmaron por mapas de restriccién correspondientes
utilizando las endonucleasas EcoRI, TPstl y HindIII
(Weidinger y col., 1982),

Pfeifer y col., (1981) estudiaron a su vez otras cepas de
haléfilas morfoldgicamente distintas a las anteriores (H.
trapanicum y H. volcanii, aislando dos plasmidos de cada una
de ellas pHT1 de 80 Mdal, pHT2 de 4 Mdal y pHV1 y pHV2

de 60 y 4 Mdal respectivamente. Estos plasmidos no estan

relacionados con el pléasmido pHH1 ni presentan secuencias



homélogas entre si.

Gutiérrez v col. (1986) han detectado la>prééén¢ia de

megaplasmidos (de 100 a 300 Mdal) en 1la ﬁéi&

halobacterias. Estos autores sugieren la posible cérréiacién
entre los megapldsmidos y la expresién de caracteristicas
fenotipicas tales como la resistencia a metales pesados y a
determinados agentes antimicrobianos.

Montero ¥ col., (1990) utilizande un nuevo método de
lisis, han aislado ADN total de cepas del género Halococcus
asi como ADN plasmidico a pesar de que hasta la fecha no se
habia descrito 1la presencia de plasmidos en Halococcus
morrhuae (Ross y Grant, 1985; Pfeifer, 1988). Estos autores
han detectado en la cepa tipo H. morrhuae cepa CCM537, dos
plasmidos pHM1 v pHM2 con unos pesos moleculares de 48 y 6 Kb
respectivamente, estudiando con detalle el plasmido pHMZ por
su posible uso en el desarrollo de futuros vectores de
clonacidén, tales como los actualmente iniciados <con el
plasmido pHV2 de H. volcanii cepa NCMB2012 (Charlebois vy
col.,1987; Cline y col., 198%a y 1989b).

Por otra parte, (Pfeifer v co0l.,1981) han observado que
H. halobium presenta un alto grado de mutaciones
espontdaneas, apareciendo mutantes defectivos en formacidn de
vacuolas de gas con una frecuencia de 10-2 y mutantes en la
sintesis de bacterioruberina, retinal o bacteriopsina con una
frecuencia de mutacidn de 10-4.

Pfeifer y col., (1985) comprobaron que con excepcidn de

los mutantes en la sintesis de retinal, las demds mutaciones
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fenotipicas espontaneas estaban relacionadas con inserciones

o delecciones en el plasmido pHH1. Al analizar‘los*mutﬁhtes

en la formacidén de vacuolas y sus revertientes%f%e

formacidén de vacuolas de gas estaba controlada por genes del

prlasmido pero observaron que al introducir una insercidn en

el pHH1, provocaba mas mutaciones, lo cual hace dificil la
,

identificacidén de relaciones entre alteraciones fenotipicas.

Pfeifer ¥ col., (1982) realizaron estudios de
microscopia electrénica y andlisis de restriccidén del ADNccc
de halobacterias observando que junto al ADN extracromosdémico
de 100 Mdal {plasmido pHH1) aparece un ADN circular
minoritario de varios tamafios.

Por técnicas de clonacidn e hibridacidn se ha indicado
que el genoma de H., halobium y H. volcanii contiene muchas
familias de secuencias repetidas de bajo nlumero de copias
(Sapienza ¥ col., 1982), sugiriendo gque estas secuencias
repetitivas se transponen entre ellas, o bien que hay lugares
gue promueven a la recombinacidn plasmido~-cromosoma,
intracromosoma o intraplasmido.

Por otro 1lado, observaron que la presencia de estas
secuencias repetitivas no son tipicas de arqueobacterias, ya
que no se han encontrado en termoacidéfilas, ni existe otro
genoma de procariotas con tanta complejidad en secuencias
repetitivas, indicando que, el genoma de halobacterias se
parece mas al de eucariotas que al de eubacterias (Sapienza y
col., 1982).

Asi mismo, la presencia de este gran numero de
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secuencias repetitivas, asi como la inestabilidad genética

sugiere la presencia de elementos de insercién cgn""tamaﬁo

,desdé 750 pb a diversos pares.de kilobases:§f§; ;péﬁpnén
con una frecuencia de 10-% a 10-7 por generacién (Kleckner,
1981).

Se ha determinado la secuencia completa de ISH1, ISHZ,
ISH50 y ISH1,8 (Simsek y col., 1982; DasSarma y col., 1983).
Los otros elementos de insercidn estan caracterizados
mediante la determinacién de 1los lugares de restriccion vy
secuencias de ADN terminal (Pfeifer y col., 1984; Pfeifer vy
col ., 1985}. Se han caracterizado hasta el momento nueve
elementos de insercién de H. halobium. Casi todas las copias
de estos elementos estan localizadas en la parte mas rica en
adenina mas timina (regién FII del ADN) del genoma de H.
halobium y se encuentra tanto en las "islas" cromosdmicas de
la FII del ADN como en el ADNccc.

La mayoria de estos elementos estan presentes
exclusivamente en H. halobium y especies relacionadas no
encontrandose secuencias homélogas con el ADN de otras
bacterias. Las lUnicas secuencias comunes encontradas en todas
las bacterias, son ciertos elementos de insercidén (ISH) tales
como ISH26 y el gen que codifica el ARN 7S.

Los estudios de hibridacién de ADN/ARNr 16S realizados
por Ross y Grant (1985) en un grupo de arqueobacterias
alcalofilicas, les permitieron afirmar que existe una gran

diversidad genética en las halobacterias y sugirieron que

segin estos datos, deberian agruparse en nueve grupos
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distintos, que coincidirian ademas con los obtenidos
anteriormente eén el estudio de lipidos polares (Ross y col.,

1985). Indicaron que podria existir homologia en el Diientre

cepas de grupos homélogos en el ARNr (superior ai 33%5 y éue
también existiria entre cepas de diferentes grupos ho
homélogos en el ARNr.

S6lo se han aislado y caracterizado perfectamente, unos
cuantos fagos halcbacterianos, algunos de ellos se han
obtenido en estanques salinos de Yallah, Jamaica o de la
Bahia de San Francisco ( Torsvik y Dundas, 1974; Torsvik,
1982). Los fagos OH, ON de H. halobium y HS1 de H. salinarium
aparecen espontaneamente en cultivos de laboratorio, pudiendo
ser infectadas estas especies por los cristales de sales
contaminados gue se utilizan para hacer los medios de
cultivos. Otra rosibilidad es que el fago infecte
lisogénicamente la célula huésped o esté presente en algun
otro "portador” durante afios. {Torsvik v Dundas, 1980;
Schnabel y col., 1982; Torsvik y Dundas, 1984).

Las mutaciones espontaneas en halobacterias son muy
frecuentes, detectidndose mutantes que +tienen alterada la
producciodon de vacuolas de gas, bacterioruberina o
bacteriorodopsina (Betlach y col., 1983; DasSarma y col.,
1983; Juez y Rodriguez-Valera, 1984).

Las mutaciones espontdneas se reconocen por la aparicién
de colonias modificadas, lo que sucede con una frecuencia que
oscila entre 10-2 y 10-4%4, habiéndose observado que las

reversiones espontaneas reflejan probablemente la existencia
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de mecanismos diferentes, mutaciones puntuales o inserciones

de elementos transponibles (DasSarma y col.;*f-

Loé primeros en _utilizar agentes
halobacterias, fueron Spudich y Spudich (1982), utilizaron N-
metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina (nitrosoguanidina) en H.
halobium para seleccionar mutantes alterados en la generacidn
v regulacidén del flujo idénico a través de la membrana.

En 1983, Oesterhelt y Krippahl aislaron mutantes de H.
halobium deficientes fotosintéticamente, utilizando luz UV,
combinada con nitrosoguanidina o con 5-bromo-2’-dioxiuridina.
Asi mismo, 1la nitrosoguanidina ha sido wutilizada para la
obtencidén de mutantes de H. halobium que presentan el
fototactismo alterado (Sundberg y col., 1985).

Bonelo v col. (1984) optimizaron las condiciones de
letalidad ¥y mutagenicidad de la nitrosoguanidina en H.
mediterranei comprobando que este microorganismo es altamente
resistente al efecto letal de dicho agente mutagénico. Asi
indicaron que era necesaria una concentracién de 500 ug/ml de
este mutageno para obtener un nivel de supervivencia entre 1
v 10%.

Mevarech y Werczberger (1985), utilizaron
etilmetanosulfonato (EMS) a una concentracidén de 12mM para
obtener mutantes auxotrdéficos de H. volcanii cepa DS2.
Encontraron 50 auxotrofos de 2.250 colonias probadas e
identificaron 23 de ellos en sus requerimientos.

Estudiaron la reversién espontidnea de estos mutantes,

comprobando que en ningin caso se aprecidé la aparicidén de
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revertientes. Por otra parte, estudiaron la - posible

transferencia genética entre parejas de mutantes de distinto

fenotipo, comprobando que la frecuenéia dgféééh
del orden de 10-86, Estos autores, indicaron qué al ser éste
el primer sistema de transferencia genética descrito seria
interesante comprobar si existen sistemas similares en otras
arqueocbacterias.

Fernandez-Castillo ¥ col. {1990) utilizaron acido
nitroso, etilmetanosulfonato e hidroxilamina para obtener
mutantes auxotréficos de H. mediterranei y observaron que el
Acido nitroso era ineficaz ¥ que el etilmetanosulfonato y la
hidroxilamina presentaron una frecuencia de induccidn de
auxotrofos similar (2,8x10-% y 3,6x10-2 respectivamente).

Los mutantes obtenidos se analizaron individualmente en
sus requerimientos vy se identificaron 2 mutantes auxotréficos
para la arginina (Arg‘) procedentes de experimentos
independientes con hidroxilamina v uno auxotrdéfico para la
lisina (Lis-) procedente de experimentos con
etilmetanosulfonato.

Posteriormente analizaron la frecuencia de reversidén de
estos mutantes ¥ obtuvieron valores inferiores a 10-9 salvo
en el caso del mutante auxotréfico para la lisina que

presentd una frecuencia de reversion de 7,8x10-9.
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4., Las acridinas

El descubrimiento de las acridinas data de 1870 cuando
Géebe y Caro, a partir del carbdén de brea sometiaQ a altas
‘temperaturas, aislaron un compuesto al qué déS;gﬁgﬁgnu¢6§fel
nombre de "acridina", o sustancia acre, debido a los efectos
irritantes de sus vapores sobre las membranas mucosas. La
purificacién de esta sustancia permitidé un mejor estudio de
la misma y consecuentemente el establecimiento de su férmula
empirica (Ci13HsN) (Benthes, 1878). Desde entonces, han sido
sintetizadas una gran cantidad de acridinas con diferentes
sustituventes.

El interés del uso de las acridinas como colorantes,
comenzé con el aislamiento en 1862 de crisanilina (3-amino-9-
p-aminofenilacridina) como un subproducto en 1la fabricacidn
de magenta. En 1890, comenzo la obtencidon de diversos
colorantes de acridina para el comercio de la tintoreria ¥y
asi aparecieron la naranja v el amarillo de acridina.

Posteriormente, aparecieron pigmentos de acridina
resistentes a los 4&cidos vy a los 4alcalis, colorantes
insolubles que constituven la mejor aportacidn de las
acridinas al comercio del color.

El interés médico de las acridinas data de 1888, cuando
Aucler utilizdé crisanilina en investigacidén médica. Hacia el
final del siglo pasado, se realizaron algunos estudios sobre
aplicaciones clinicas de las acridinas, pero estos compuestos
no volvieron a ser utilizados en medicina hasta gque Browning

{1913), descubriera sus propiedades antibacterianas.
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Durante la Primera Guerra Mundial, la acriflavina y la
proflavina, fueron introducidas como antibacterianos locales,

para la prevencidén y tratamiento de sepsis en lasfﬁéfidas;”En

1930 fue descubierta otra acridina, Atebring{?ﬁ
droga sintética muy utilizada durante la Segunda Guerra
Mundial contra la malaria, en sustitucién de la quinina

cuando ésta no era dtil (Nasim y Brychcy, 1979).

4.1. Estructura.

La estructura de 1la acridina, compuesto base de los
diversos colorantes de acridina, consiste en un nicleo
formado por la fusidn de tres anillos que poseen siete dobles

enlaces conjugados.

En la molécula de acridina son posibles numerosas
sustituciones por lo que han sido sintetizados y estudiados
varios centenares de derivados, siendo importantes

médicamente y muy utilizados como mutidgenos especialmente los

siguientes: proflavina, acriflavina, aminocrina {(9-
aminoacridina), quinacrina (mepacrina. Atebrin) y naranja de
acridina.
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4.2 Usos medicinales y comerciales.

Los compuestos de acridina tienen una extensa variedad
de aplicaCionesv Y usos en medicina‘ moderna;"iﬂdustriavle
investigacién basica ( Browning, 1937; 1964; Albert 1966).

La acridina ha sido ampliamente utilizada como
prevencién v cura de diversas enfermedades en humanos ¥y
animales domésticos. La accion antibacteriana de la
proflavina y acriflavina nace del uso extremadamente util de
estas acridinas en la primera mitad del siglo, en
quimioterapia como antiséptico local para el tratamiento de
heridas e infecciones bacterianas. Sin embargo, mas
recigntemente éstas han sido reemplazadas ©por acridinas
incoloras tales como aminoacridina que, cuando se aplica a
los tejidos es invisible ¥ consecuentemente ha sido utilizada
en el tratamiento de infecciones de ojos, oidos, nariz ¥
garganta, en trabajos dentales y cremas dermatoldgicas.

La acridina quinacrina (también conocida como mepacrina
0 Atebrin) es un agente terapéutico importante, muy utilizado
todavia en regiones tropicales para el tratamiento de la
malaria. Igualmente se utiliza en el tratamiento de otras
enfermedades tropicales tales como amebiasis, artritis
reumatoides, epilepsia y expulsién de tenias (infecciones
helminticas).

Las acridinas también han sido utilizadas en medicina
rara la estimulacidén del Sistema Nervioso Central, como
antagonistas en clinica de los efectos locales de la morfina

y para sedacidén. Se han hecho pruebas del uso de acridinas en
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el control de tumores, en quimioterapia de enfermedades

virdsicas v diagnosticos citoldégicos de ensayos para el

cancer.
COmefcialmente los colorantes solublé?ﬁt' gg;ﬁjgé §on’
utilizados como pigmentos y colorantes para tefiir fibras
vegetales, cueros y celulosas. También tienen utilidad en la
desinfeccidn industrial y preservacién de metales y como
antioxidantes e inhibidores de corrosién y algin uso limitado
como reactivos fotograficos.

Las acridinas también son utilizadas como colorantes en
el microscopio de luz v como colorantes fluorescentes en el
microscopio de fluorescencia. La técnica de colorantes
vitales ha sido utilizada para el estudio de fertilizacidn ¥
espermatogénesis v para seguir la mitosis y el <ciclo de
infeccidn virasica en las células (Nasim y Brychcy, 1979}.

Basandose en la fluorescencia de la NA se ha utilizado
un método para detectar bacterias acuaticas principalmente
marinas (Bergstroem y col., 1986).

También se ha utilizado la NA para la identificacidn de
Campyvlobacter pyloris en las biopsias de tejidos gastricos
tenidos con NA yva que esta, es un fluorocromo que se une a
los 4cidos nucléicos, lo que permite su utilizacidén para
detectar los microorganismos con suma rapidez (Walters vy
col., 1986).

Como coadyuvante en la conservacidén de muestras de

bacterias marinas (Nishino, 1986).

Recientemente se ha utilizado un medio selectivo de



agar-acridina combinado con ceftazidime, para el cultivo de
Listeria spp., obtenidas de productos . alimenticios

contaminados y de material biolédgico, lo que

‘detectar fépidamente br;tes de listeriosis.ﬁﬁ'
y col., 1988). ” |
Como método de diagndstico réapido en la deteccidn de
septicemia meningocécica producida por Neisseria meningitidis
(Lopez-Brea v col., 1985), o para la deteccidn de bacterias
adheridas a cateteres intravasculares, haciendo un examen
directo de los cateteres tefiidos con NA 1o que parece ser un
método rapido de diagnosis de infecciones asociadas a
cateteres vasculares y mas comodo que la tincidén de Gram

(Zufferey y col., 1988).

4.3, Interaccion con los acidos nucléicos.

Los colorantes de acridina se unen al ADN de doble
cadena mediante dos formas diferentes de interaccidn
{Peacocke v Skerrett, 1956). Una, es un proceso de unién
fuerte que llega a estar saturada cuando una molécula del
colorante se enlaza a cuatro o cinco nucledétidos. La otra, es
un proceso de unidén débil que sucede a altas proporciones del
colorante con relacidén al ADN y su limite se alcanza cuando
una molécula del colorante estd enlazada a un nucledtido.

Estudios de espectros de fluorescencia de complejés de
colorantes de acridina con ADN y polideoxirribonucledétidos
sintéticos, han indicado que, proflavina (Graslund y col,

1969; Johnson y Bach, 1969), acriflavina (Chan y McCarte,



1970) y quinacrina (Lat y col, 1974), muestran fluorescencia
‘normal cuando se enlazan en regiones ~del ADN ricas en AT,

pero esta fluorescencia estd casi completamente extinguida én

presencia de paresv de bases GC (Séhreiber y Dau
Experimentos de absorcidén ultravioleta tambiéhhhaﬁ indié;a;
gue los enlaces de quinacrina estdn mas cercanos a pares de
bases AT que a pares GC en los polinucledtidos (Nastasi ¥y
col, 1976). Asi parece ser que los procesos de unidn fuerte,
suceden preferentemente en regiones del ADN ricas en AT.

No obstante, no todos los enlaces de acridina estéan
intercalados dentro de 1la molécula del ADN. Estudios de
espectros de absorcidon v medidas de difraccidén con rayos X
revelan que una fraccidén sustancial de colorante de acridina
es enlazada electrostaticamente en el exterior de la molécula
de ADN en una forma de enlace débil. (Neville y Davies, 1966;
Sivaraja v Singh, 1973). Las acridinas pueden formar
complejos con el ARN por mecanismos similares a los descritos

para el ADN, pero el enlace con el ARN es débil.

4.4, Mutadenicidad de las acridinas.

Al principio de la investigacidén con mutagenos quimicos
se demostrd que la acriflavina inducia mutaciones de
resistencia a fagos de E. coli. Desde entonces, los derivados
de acridina ( por ejemplo, acriflavina, proflavina, naranja
de acridina v guinacrina), han sido reconocidos como
mutdgenos en una gran variedad de sistemas biolédgicos desde

bacteridéfagos a cultivos celulares de mamiferos.
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En la Tabla III se muestran los sistemas bioldgicos

sobre los que actuan las acridinas.
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Tabla III. Sistemas bioldgicos sobre los que actua

las acridinas como agentes mutagénicos.

Orgahismos Efectos Refergggﬁas”

VIRUS . . -

T2 Sustituciones y De Mars, (1953).

T4 perdidas de bases. Orgel v Brenner, (1961).
BACTERIAS

Escherichia coli

Salmonella typhymurium

Bacillus subtilis

LEVADURAS

S. cerevisiae

EUCARIOTAS SUPERIORES

Drosophila melanogaster

Bombyx mori

Vedetales

Mamiferos

Cambios de bases.

Cambios de bases.

Cambios de bases.

Mutagénico en Meiosis.

Antimutagénico en Mitosis.

Conversion de genes.

Mutaciones letales ligadas

al sexo.

Mutaciones letales ligadas
al sexo.

Aberraciones cromosémicas.

Aberraciores zromosbémicas.
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Demerec y col. (1851).
Sesnowitz-Horn y Adelberg,
(1968).

Newton y col. (1972).

Kohno v Roth, (1974).
Eisenstark y Rosner, (1956).
Ames y Whitfield, (1966).
Kohno y Roth, (1974).
Stewart, (1968).

Magni y coi. (1964).

Davies y col. (1975).

Demerec, (1949).
Clark, (1953).

Mukarami, (1972 v 1973).

Michaelis y Rieger, (1963).

Allison y Paton,(1965).
Ostertag, (1966).
Buchinger, (1969 y 1970).
Kato, (1974).

Perry y Evans. (1973).
Solomon y Bobrow, (1975).

Popescu y col. (1977).



4.5. Mecanismo mutacional.

Han sido propuestos diversos modelos para:explicar el

por qué colorantes de acridina producen vé 7 Para
algunos de estos modelos es obligatoria la rotura del ADN,
(Streisinger v col. 1966; Sarabhai y Lamfrom, 1969), mientras
que para otros no es necesaria {Drake, 1970; Drake, 1976).

Los mecanismos esenciales gue conducen desde la
intercalacidén de las acridinas en el interior del ADN, a la
produccidén de una mutacidén, son en gran parte desconocidos.
La intercalacidén por si misma, no es suficiente para 1la
mutagénesis. Lerman (1964), senala que no es correcto el
mostrar cualquier correlacién clara entre la capacidad de
intercalacién de la acridina v la eficacia mutagénica;
algunos de los agentes intercalados relativamente fuertes,
fallan al inducir mutaciones. Varios sistemas celulares tales
como reparacidn, replicacidén y recombinacidén gque se conocen
en general como capaces de modificar e influir la produccion
mutacional de varias formas, pueden estar implicados en la
mutagénesis con acridina (Strigini, 1965).

Majundar v col. (1985), han observado reparacién en la
oscuridad v obtencién de mutantes en células de Azotobacter

vienlandii tratadas con NA y cafeina después de haber sido

expuestas a radiaciones UV,

4.6 Accidén fotodindmica.

Desde los primeros estudios con bacteriéfagos y

bacterias, se ha demostrado que las acridinas estan entre los
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colorantes que sensibilizan una variedad de organismos

irradiados con luz blanca, produciendo un incremento en la

letalidad y mutagenicidad. Esta accién es él}jiémég; ??S§§
fotodinamico (Kaplan, 1949).

En E. coli, la naranja de acridina en presencia de la
luz visible tiene una importante accidn bactericida comparada
con la oscuridad.

En Saccharomyces cerevisiae, el tratamiento con naranja
de acridina en presencia de luz visible, tiene un fuerte
efecto téxico en las células {(Fhrig, 1973 v 1976). En células
Hela 3y cultivos de linfocitos expuestos a la luz visible se
incrementa la rotura de cromosomas por la tripaflavina
{Buchinger, 1969).

La accidén fotodindmica de las acridinas tales como
proflavina se ha demostrado en el fago T4 siendo un proceso
mutagénico en si mismo.

En contraste a su accidon fotodinamica ba,jo la exposicidn
a la luz visible, cuando los colorantes de acridina se anaden
a la suspension antes del tratamiento con luz UV, disminuyen
la proporcidén de mutacidn y muerte. La razén de este efecto
protector parece ser debido a que la presencia de acridinas
causa una reduccién en el porcentaje de formacién de dimeros
de pirimidina por subsiguientes dosis de UV (Beukers, 1965;
Setlow y. Setlow, 1967; Setlow vy Carrier, 1967; Alper y
hodgkins, 1969; Alper y col. 1972; Forage y Alper, 1973).
Esta inhibicién de 1la formacién de dimeros, es debida al

hecho de que las moléculas de acridina se intercalan entre
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bases del ADN (Sutherliand y Sutherland, 1969}.

4.7. Efectos bioldgicos. . | | ;:; S

a) EFECTOS INHIBIDORES.

El tratamiento con compuestos de acridina tales como
acriflavina, proflavina, naranja de acridina y guinacrina,
producen inhibicidn del crecimiento asi como de la sintesis
del ADN, ARN ¥ proteinas, e induce cambios morfoldgicos.

Estos efectos han sido observados en las células de
organismos tales como E. coli, Leptomonas karyophilus,
Tetrahvmena pyriformis, fibroblastos de pollos y en sangre de
pollos infectada con Plasmodium gallinaceum (Lasnitzki ¥
Wilkinson, 1948; Schellenberg v Coatney, 1961 ; Stuart ¥
Hanson, 1967; Chou v Ramanathan, 1968; Rosenkranz Ng
Southwick, 1971; Rosenkranz y Micracil, 1973; Baker vy
Hardman, 1974).

La proflavina también produce un ligero efecto

inhibitorio en la tasa de <c¢recimiento en levaduras tanto

haploides como diploides.

b) CURACION DE PLASMIDOS.

La curacidén lleva consigo la eliminacién de un pléasmido
de una estirpe bacteriana y esto puede ser logrado
completamente por métodos diferentes, incluyendo el
tratamiento por acridinas (Campbell, 1962).

La acriflavina y naranja de acridina eliminan el factor

Ot
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F en E. coli (Hirota e Ijima, 1957; Hirota, 1960). E1

tratamiento con acridina de multiples estirpés~de Shigella

- flexneri o de E. coli produce una total -eliminacid

factores de resistencié.
El crecimiento celular es esencial para la curacidén, no
produciéndose curacién con naranja de acridina si las células
no estan en crecimiento.
Cambios morfoldgicos y fisiolégicos en estirpes de
Syvreptomyvces rimosus al ser tratados con acriflavina
utilizada en este caso como agente en la curacién de

plasmidos (Ramos y col., 1986).

c) INHIBICION DE LA MULTIPLICACION DEL FAGO.

La proflavina y otras acridinas inhibe la multiplicacion
del bacteriéfago, de tal modo, que el material liberado en la
lisis del nuevo fago sintetizado no es infeccioso (DeMars,
1955; Scholtissek y Bott, 1964). La inhibicidén de la
multiplicacidn del bacteridéfago por los colorantes de
acridina, esta relacionada con la cantidad de <colorante
absorbida por el bacteriofago T2, gque infecta las células de
E. coli y varia con las distintas acridinas, dependiendo de
la permeabilidad de la membrana celular para con el colorante
(Silver, 1967}).

Por Ultimo, hemos de destacar que una mutacién en el gen
acrA de E. coli hace que aumente la capacidad de unidén de la
acriflavina a la célula. Asi como, QUE la presencia de

algunos cationes aumenta la supervivencia de la bacteria en
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medios conteniendo acriflavina.
Estos hechos indican la relacién entre el gen acrA y la
capacidad de unién de la acriflavina a la célula (Nakamura vy

col., 1985).



OBJETIVO DEL TRABAJO



Las halobacterias constituyen un grupo de
microorganismos muy interesante para la realizacidén de
investigaciones genéticas, particularmente de agentes
mutagénicos que tienen que actuar en medios con condiciones
fisico-quimicas muy extremas.

En este Departamento se ha realizado el estudio de los
efectos mutagénicos con agentes gquimicos, tales como
nitrosoguanidina, acido nitroso, etilmetanosulfonato e
hidroxilamina, todos ellos actuan modificando quimicamente
los Acidos nucléicos produciendo mutagénesis quimica.

La eleccidn de la Naranja de Acridina, tuvo su origen en
el deseo de completar estos estudios con agentes que actuan
directamente en la unidén a los 4acidos nucléicos sin una
modificacidn quimica, sino como agentes gque impiden la
replicacidén normal de los mismos.

La Naranja de Acridina, es un agente quimico que
clasicamente ha side estudiado para todos los sistemas
bioldgicos conocidos y que presenta actividades bioldgicas
muy diversas que lo hacen ser un agente potencialmente muy
interesante en investigaciones genéticas.

Por otro lado, la eleccidén de las especies de haldfilas
extremas utilizadas, se hizo en funcidn de tratar de abarcar

un amplio abanico de representacién de especies y estudiar si

esta diversidad taxondémica influia de alguna manera en el



comportamiento de la Naranja de Acridina. Las bacterias
elegivdasb'vfueron: una bacteria en forma de coco ’Halocoécus
mbrfhuae, dos bacilos: Halobacteridm hélobium ¥y Aééebobabter
morrhuae v una forma cuadrada Haloarcula californiae.

La finalidad de esta investigacidn era doble:

a) Estudiar si ia Naranja de Acridina tenia un
comportamiento similar a los datos conocidos hasta ahora en
un medio con una alta concentracidn idnica ¥

b) Analizar la influencia gue ejercia el colorante sobre
las halobacterias v su ©posible aplicacidén como agente
mutagénico.

Para conseguir estos objetivos, se propuso el siguiente
plan de actuaciodn:
1) Estudio de la influencia de la Naranja de Acridina en el

crecimiento de las halobacterias.

Estudio de la influencia de las condiciones de cultivo

™o

{temperatura, concentracién de sales, pH, presencia de
fosfato mono y dipotasico, distintas concentracliones de
glucosa v extracto de levadura), en los efectos que induce
la Naranja de Acridina.

3) Estudio del efecto mutagénico de la Naranja de Acridina en
la inhibicidén de sustratos usados en el metabolismo
celular.

4) Estudio de la pérdida o ganacia de resistencia a
antibidéticos o metales pasados debido a la presencia de NA

5) Estudio de las caracteristicas morfoldgicas (movilidad,

tamano ¥y forma bacteriana) y fisioldgicas (producciodn de

-1

O



PHB y produccidn de EPS) de las especies estudiadas en

. presencia de NA.



MATERIALES Y METODOS



MATERIALES

1. Microorganismos.

Para 1la elaboracidn del presente trabajo se han

utilizado las siguientes especies bacterianas, provenientes

de colecciones internacionales:

Halcarcula californiae ATCC33799%

Halococcus morrhuae CCMd537

Halobacterium halobium CECT396

Amoebobacter morrhuae NCR51001

ATCC (American Type Culture Collection)

CCM  (Czechoslovak Collection of Microorganisms)

CECT (Coleccidn Espanola de Cultivos Tipo)

NCR {(National Council Research)

60



2. Productos quimicos.

2.1. Naranja de acridina

La naranja de acridina (NA) (Sigma), sé preparéfen agua
destilada a las distintas concentraciones utilizadas y se
esterilizdé mediante filtracién con membranas Sartorius de
0,45 u de diametro de poro.

2.2. Reactivo de la glucosa enzimatica

Este reactivo fue suministrado por Quimica Clinica
Aplicada S.A. disolviéndose el contenido de un vial de
enzimas tamponadas/cromégenc con 50 ml de agua desionizada.

Las concentraciones de la disolucidn reactiva son:

Tampén fosfato pH 6,9 ........ 100 mM
4-AM1Nnoantipirina .. e v s v v 0,8 mM
Ac.p-hidroxibenzoico.......... 39,5 mM
Glucosa oxidasa............... 18.000 UI/L
Peroxidasa.....vvveeveeesanvsas 1.100 UILI/L

Estabilizantes.

2.3. Compuestos nitrogenados

Se utilizaron a la concentracién final de 0,1% en el

medio de cultivo:

L-alanina L-histidina
Alantoina IL.-isoleucina
D-L-arginina L-leucina
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L-asparagina L-lisina

L-aspartico L-metionina

Betaina L-ornitina

Creatina L-prolina : —5~;;;;{
D-L-etionina Putrescina
L-fenilalanina Sarcosina

Glicina , L-serina

L-g¢lutamico L-treonina

L-glutamina L-triptéfano

L-valina

Los aminodcidos fueron suministrados por Sigma Chemical
Company, St. Louis Missouri, EE.UU.

Se disclvieron previamente en agua, de acuerdo con las
caracteristicas de solubilidad de cada uno de ellos {(Index
Merck), v se esterilizaron por filtracidén con membranas

Sartorius de 0,45 u de diametro de poro.

2.4. Carbohidratos

Se utilizarcn a la concentracidén final de 0,2% en el

medio de cultivo:

Almiddn Lactosa
Amigdalina Maltosa
D-celobiosa D-manosa
Esculina D-rafinosa
Fructosa L-ramnosa
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D-galactosa D-ribosa

D-gluconolactona Salicina

D-glucosa Sacarosa -

D-glucosamina ' D~trealosa

Inulina D-xilosa

Los carbohidratos fueron suministrados por Sigma

Chemical Company, St. Louis Missouri, EE.UU.
Se disolvieron en agua destilada y se esterilizaron por
filtracidén con membranas Sartorius de 0,45 u de diametro de

poro.

2.5, Alcoholes

Los alcoholes se utilizaron a una concentracidn final de

0,1% en el medio de cultivo:

Adonitol Dulcitol
Eritritol Etanol

Glicerol D-manitol
Mesoinositol Propanol

D-sorbitol

Los alcoholes fueron suministrados por Sigma Chemical
Company, St. Louis Missouri, EE.UU.

Se disolvieron en agua destilada y se esterilizaron por
filtracién con membranas Sartorius de 0,45 u de didmetro de

poro.
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2.6. Acidos organicos

Los acidos organicos se utilizaron a una concentracidn

final de 0,1% en el medio de cultivo.

Acetato D-N-acetilglucosamina
L-aminobutirato L-aminovalerato
Benzoato Butirato
Caprilato Citrato

Fumarato Gluconato
L-glutamato p-hidroxibenzoato
Hipurato Lactato

Malato Malonato

Oxalato Piruvato
Propionato Quinato
D-sacarato Salicilato
Suberato Succinato
Tartrato

Todos los Aacidos orgdanicos fueron suministrados por
Sigma Chemical Company, St. Louils Missouri, EE.UU.
Se disolvieron en agua destilada y se esterilizaron por
fiitracién con membranas Sartorius de 0,45 u de diametro de

poro.



2.7. Antibidticos

Los antibidticos se utilizaron a las concentraciones finales
(ug/ml) en el medio de cultivo que se indican en la tabla

siguiente:

Ampicilina 100

Bacitracina 30 v 100
Eritromicina 100 ¥ 500
Neomicina 10 v 100
Novobiocina 10, 50, 100 ¥ 3000

Todos los antibidticos fueron suministrados por Sigma
Chemical Company, St. Louis Missouri, EE.UU.

La amplcllina, neomicina ¥ novobiocina se disolvieron en
agua destilada. La bacitracina en etanol. La eritromicina ¥

rifampicina en metanol. Se esterilizaron por filtracidén con

membranas Sartorius de 0,45 u de diametro de poro.

2.8. Metales pesados

Los metales pesados se utilizaron a las concentraciones
finales (mM) en el medio de cultivo gque se indican en la

tabla siguiente:

Acetato de plomo 2,5, 5 y 10
Arseniato de plomo 5, 10 v 15
Cloruro de cadmio 0,5, 1 y 1,5



Cloruro de mercurio 00,0025, 0,005 y 0,025

Cloruro de cinc 0,5 v 1

Dicromato potasico 0,1, 0,75, 1, 1,' Ly
Nitrafomde cobalto 0,05, 0,1, 0,75;?!%}
Nitrato de plata | 0,01, 0,1 ¥y 0,25 |
Sulfato de cobre 0,1, 0,75, 1, 1,25 y 1,5
Sulfato de niquel 0,5, 1,25 y 2,5

Todos los metales pesados fueron suministrados por Sigma
Chemical Company, St. Louis Missouri, EE.UU.

Se disolvieron en agua destilada y se esterilizaron por
filtracion con membranas Sartorius de 0,45 u de diametro de
poro. Las soluciones se guardaron a 4°C ¥ no se usaron

después de una semana de la preparacidn.

3. Medios de cultivoe

3.1, Cultivo v mantenimiento de las cepas

Para el cultivo y mantenimiento de las cepas se utilizéd

el siguiente medio: una solucidn base consistente en una
solucidn de sales al 253% {(a la que nos referiremos en
adelante con las siglas "SW-25"), que conserva las

proporciones relativas del agua del mar con una pequena
reduccidén de las concentraciones de CaClz y NaHCO3 con el fin
de evitar la precipitacidén de estas sales a concentraciones
mas elevadas, a la que se le anadid extracto de levadura

(Difco) al 0,5%. El1 medio se solidificé ahadiendo agar



{Oxo0id) al 1,5%.
Para preparar tanto la solucién base de sales al 25%

‘como otras soluciones a inferior concentracidn

~hicieron diluciones a -partir de 1la siguien

X

sales al 30% { Subow, 1931)

NaCl e e e e 234,00 ¢
MgClz .6H20 ... 0w, 39,00 g
MgS04 .7H20 ....... teeee.. 61,00 g
CaCl2 et s e e e 1,00 g
KC1 N 6,00 ¢
NaHCGC3 ...... e e 0,20 g
NaBr et e e et 0,70 g
Agua destilada c.s.p. ... 1000 ml

Las diluciones requeridas para obtener las soluciones

salinas a distinta concentracidén fueron las siguilentes:

SW% SW 30 (ml) Agua destilada (ml)

30 100,00

25 83,33 16,67

20 66,66 33,34

15 50,00 50,00

El pH se ajustd a 7,2 con NaOH 1IN. El1 medio se

esterilizdé en autoclave a 121°C durante 20 minutos.

Las cepas se sembraron en tubos de agar inclinado que



contenian el medio de cultivo y se incubaron a 37°C hasta la
aparicién de crecimiento (de 4 a 7 dias). Posteriormente, se

“almacenaron a -  temperatura ambiente envueltas en as- -de

plédstico para mantenerlas con un grado de humedad:

3.2. Medio base para el estudio de la utilizacidén de
carbohidrates, alcoholes v acidos organicos

NHsClL ........... e 2 g
SW=20 i ittt e 1000 ml
Agar (Oxoid) ....... . 15 g

Se ajustd el pH a 7,2 con YaOH 1IN, v se esterilizd en
autoclave a 121°C duranie 20 minutos.

Los carbohidr-atos, alcoholes y éqidos organicos
ut:lizados, estéan detallados en los apartados 2.3.; 2.4. ¥
2.5, de Materiales, asl como las concentraciones a las que

fueron empleados.

3.3. Medio base para la movilidad
Extracto de levadura (Difco).. 5 g
SW-25 .. i serieeseess 1000 ml
Agar (0xXoid) veveiineennonnne 4 g

Se ajustéd el pH a 7,2 con NaOH 1IN y se esterilizd en

autoclave a 121°C durante 20 minutos.
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-3.4. Medio base ‘para compuestos nitrogenados

SW-25 ... iiiiieress 1000 ml

Agar (Oxodid ). v v v v v i5 g

Se ajustd el pH a 7,2 con NaOH 1IN y se esterilizd en
autoclave a 121°C durante 20 minutos.

Los aminoéacidos utilizados estan detallados en el
apartado 2.2. de Materiales, asi como las concentraciones a

las que fueron empleados.

3.5, Medio base para antibidticos, metales pesados v _estudios
con Naranja de Acridina

Extracto de levadura (Difco).. 5 g
SW—-25 .. e e e e eeess 1000 ml
Agar (Oxoid} ... ... e e e e e 15 g

Los antibidticos y metales pesados utilizados estan
detallados en los apartados 2.6. y 2.7. de Materiales, asi

como las concentraciones a las que fueron empleados.

3.6, Medio para el estudio de la produccidén de polisacarido

Extracto de levadura (Difco) .. 5 g

GlUuCOSa v vveertneeeooonsnoncesse 5 g
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SW-25 ..., et erise e eass. 1000 ml

Se ajusté el pH a 7,2 con NaOH lN Yy S

‘autoclave a 121°C durante 20 minutos.

3.7. Medio para el estudio de la formacidn del velo
superficial

Extracto de levadura (Difco) .. 5 g
Glucosa ....... e e e e s e e e e e 5 g
SW20 ... .00 t s e e s et esaesssses 1000 ml

Se ajusté el pH a 7,2 con NaOH IN v se esterilizd en

autoclave a 121°C durante 20 minutos.

3.8. Medio utilizado en el estudio del crecimiento de
microorganismos en presencia de Naranja de Acridina _a
distintos pHs

Al medio base SW-25 se le anadidé el tampdén Tris-maleato
modificado en la ©proporcién necesaria para obtener los
distintos pHs.

Se esterilizd por filtracidn utilizando membranas

Sartorius de 0,45 u de diametro de poro.

3.9. Medio para el estudio del efecto de los fosfatos en la

viabilidad de los microorganismos en presencia_de
naranja de Acridina

Las soluciones de fosfatos se prepararon del siguiente

modo: Se prepardé por un lado, una solucién de cloruro sédico
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al 25% en agua, se ajusté el pH a 7,2 y se esterilizd en

autoclave a 121°C durante 20 minutos.

Las soluciones de fosfatos a las concentracio e-04,5;

1; 10; 50 y 100mM, se esterilizaron por fi
membrana Sartorius de 0,45 u de diametro de poro y se
afiadieron a las soluciones de sales una vez frias para evitar

la precipitacidn.

3.10. Medio Minimo

NH4C1 e e e .. 2,00 g
NaNQO3 ...... .. . . . 5,00 ¢
Extracto de levadura (Difco).. 0,50 g
Glucosa .. c et e eee. 0,10 g
Solucidn de micronutrientes... 0,25 ml
Solucidén de sales al 25% ..... 1000 ml
Agar (Oxoid).... ... e et e e 15,00 g

Solucidén de micronutrientes:

Tiamina........... e et e 0,52 mg
Rivoflavina .....ieiv oo 0,52 nmg
Pantotenato calcico ....ev.ee.. 0,26 mg
Nicotinamida ....vieueeuenoens 1,82 mg
Piridoxina ..... e et e e e 0,08 mg

Acido F61iCO v vt v e v oennens 0,02 mg
K3PO4 ittt e it innnnnoneneeas 0,92 mg

FeSO4 v iviviereesosssnsnnssns 1,77 mg

~1
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MNSO4 v ittt i ittt ot ceononsos 0,15 mg

Naz MoO4 I I IR

© Agua AeStilada weieesensonens

El pH se ajustd a 7,2 con NaOH 1 N. Se esterilizdé en
autoclave a 121°C durante 20 minutos.
La solucidn de glucosa al 1% se adiciondé por filtracidn

al medioc una vez esterilizado.

4. Tampones

4.1. Tampon tris—-maleato modificado

El tampdn tris-maleato se prepard siguiendo las
indicaciones de Gomori (1955), sustituyendo el agua destilada

por solucidn de sales al 25% para evitar la lisis celular.

Solucidén A (0,2M) de tris-maleato:
Tris~hidroximetil-aminometano ... 6,03 g
Acido MAléicCo v iv vt i vt v e enoneson 5,80 g
Agua destilada .........cc000n.. 42,00 ml

SW-30 ..t ieri it irietensreesesseas208,00 ml

Soluciéon B (0,2M) de NaOH.
NaOH ittt ittt ettt onnosoecoeoeces 2,00 g

Agua destilada .....cccvevv e 42,00 ml

72



SW-30 ....... e e..208,00 ml

Se mezclan 50 ml de la solucién A y X mlfdéhuﬁ‘

B (dependiendo del valor de pH que se necesitémw
con SW-25 hasta un total de 200 ml, ajustando, si fuese
necesario, hasta obtener el pH final deseado.

El tampdn se esterilizd por filtracién utilizando

membranas Sartorius de 0,45 u de diametro de poro.

4,2. Tampén de electroforesis ( TBB)
Trizma base ..ot 108,00 ¢
EDTA sOdico v i iiin v eeennn 9,30 g
Acido bOrico ..ot 55,00 g
Agua destilada c.s.pPv v 1000 ml

A esta solucién madre se le ajusta el pH a 8,2 y se le
anade agua destilada hasta 10 litros, para obtener la

solucién de trabajo TBB 1X.
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METODOS' | el S

1. Estudio de la viabilidad de los microorganismos en medio
liquido con distintas concentraciones de Naranja de
Acridina.

A partir de un indéculo de aproximadamente 4x10%5 cel/ml,
se inoculan con 1 ml de cultivo, tubos con 9 ml de medio (SW-
25) v se les anade NA a difereﬁtes concentraciones {25, 50,
75 v 100 ug/ml). Se incuban a 37°C con agitacidén y oscuridad
v a distintos tiempos, (0, 16, 24, 40, 48, 72 y 88 horas), se
hacen medidas de D.C. a 650 nm para calcular el numero de

células viables.

2. Estudio del crecimiento de los microorganismos a distintas
temperaturas en presencia y ausencia de Naranja de
Acridina.

A partir de un cultivo en fase exponencial de
crecimiento (4x10% cel/ml), se inoculan tubos que contienen 9
ml de medio (SW-25), afiadidos con NA ({50 wug/ml para A.
morrhuae, H. californiae y H. halobium y 100 ug/ml para H.
morrhuae), y sin ella, con 1ml de indculo y se incuban con
agitacidn y oscuridad a la temperatura correspondiente de
cada experimento.

Periodicamente se toman alicuotas del cultivo para

determinar la supervivencia mediante recuento en placa (SW-



25), tras las diluciones oportunas del cultivo y midiendo la
D.O. a 650 nm.

El tiempo maximo de incubacién fué de,?Zfﬁét@é y las

temperaturas empleadas fueron de 28, 37, 42fy>5éQQ§7¥»“

3. Estudio del crecimiento de los microorganismos en medio
s6lido con Naranja de Acridina.
Para este estudio se tomaron indculos, tanto en fase
exponencial {D.O. 0,5) a 650nm como estacionaria (D.O. 1,2),
a 650nm, de cultivos de los microorganismos a estudiar y tras

las diluciones oportunas se siembran placas con distintas

, 30, 75 y 100 ug/ml)., asi como

Ui

concentraciones de NA {10, 2
un control sin NA, ¥ se incubaron en oscuridad durante 37

dias.

4., Obtencién de microorganismos resistentes a la Naranja de
Acridina.

Con el objeto de obtener microorganismos resistentes a
las maximas concentraciones de NA, tomamos un indculo de cada
microorganismo crecido en placa a las distintas
concentraciones de NA y lo sembramos en medio liguido con NA
a estas mismas concentraciones, asi como en un medio sin NA
que actuaba como control.

A los tiempos 0, 24, 48 y 72 horas se tomaron alicuotas
v se hicieron siembras en placas sin NA, incubdndolas a 37°C
en oscuridad durante 37 dias, al cabo de 1los cuales se

estudidé el crecimiento.



Posteriormente, el experimento se repitidé en las mismas
condiciones va expuestas para confirmar la resistencia de los

microorganismos a la NA.

5. Estudio del efecto de la concentracién de sales en 1la
supervivencia con Naranja de Acridina en medio liquido.

Se parte de un cultivo de D.O. 0.8, a 650 nm Yy se
siembra un indculo en tubos de 4,5 ml de los medios SW-135,
SW-20 v SW-30, cuya composicidén se describe en el apartado
3.1 de Materiales.

La NA se anade a una concentracidén final de 50 ug/ml
para A. morrhuae, H. californiae v H. halobium vy de 100 ug/ml
para H. morrhuae.

,2 v se incuba a 37°C con agitacidn y

=1

Se ajusta a pH
oscuridad. Se mide la evolucidén de 1la absorbancia y se
calcula el numero de células hasta 88 horas por recuentos en

placas.

6. Estudio de 1la influencia del fosfato monopotasico vy
dipotasico en la viabilidad de los microorganismos
tratados con Naranja de Acridina.

Se parte de un cultivo en fase exponencial de crecimiento
(D.0. 0,8) a 650 nm de cada bacteria y se inoculan con 0,5 ml
del cultivo tubos de 4,5 ml con el medie descrito en el
apartado 3.10. de Materiales, en dos series paralelas, una
con NA y otra sin ella.

Se incuban a 37°C en agitacidn y oscuridad durante 6

horas realizando controles del nimero de células a las 3 y 6

=
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horas.

7.7Estudio para determinar si la glucosa  iﬁfi¢y¢;tgn;;ia
viabilidad de los microorganismos en presencia de Naranja
de Acridina.

Se parte de un cultivo en fase exponencial de
crecimiento ¥ siguiendo los trabajos de Kanamura (1967}, se
inocculan tubos de 4,5 ml de medio gque contienen una
concentracidn de NA de 50 ug/ml para A. morrhuae, H.
californiae v H. halobium v de 100 ug/ml para H. morrhuae, ¥
distintas concentraciones de glucosa ( 0,5; 2,5 y 5,0 g/1) ¥
un tubo con 0,5 g/l de glucosa pero tamponado con tampén
tris-maleato a pH 7,0. El pH de los otros tubos se ajustd a
T,1-7,2.

A su vez, Vv con estas condiciones se hicieron cuatro
series de tubos dependiendo de 1la cantidad de extracto de
levadura que le anadimos al medio (0,1; 0,5; 1 y 35 g/1),
agregandole a los tres primeros 5 g/1 de cloruro amdénico como
fuente de nitrdégeno.

Se incuba a 37°C con agitacidén y oscuridad durante 72
horas, al cabo de las cuales se mide la D.O. a 650 nm, se
hace control del nuimero de células, se centrifuga a 10.000
r.p.m. durante 5 minutos v al sobrenadante se le mide el pH,
la concentracidn de glucosa y la concentracidédn de NA final.

Para determinar la concentracidén de glucosa final se

utilizé la técnica de la glucosa enzimdtica, segun el método

de Trinder modificado y siguiendo el protocolo que suministra

-1
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Quimica Clinica Aplicada S.A. (Madrid}.

Se tomaron 0,02_mi del centrifugado y se mezclaron con
2,5 ml del reactiV¢ dg trabajo (Materiales 2.2r)rdejénd0se
reposar a 37°C durante 10 miﬁutos en la oscﬁridad. VUna vez
desarrollado el color se lee en un espectrofotémetro Perkin-
Elmer 161 a 510 nm, utilizando como blanco 2,5 ml del
reactivo de trabajo y como testigo 0,02 ml del Standard QCA
diluido 1/10 v/v v 2,5 ml del reactivo de trabajo.

El color desarrollado tiene una estabilidad de una hora
al abrigo de la luz solar.

Esta técnica es especifica para la glucosa, no
interfiriendo otras aldosas v consiste en gque el enzima
glucosa-oxidasa, transforma la glucosa en acidc glucdnico,
produciendo simultaneamente una cantidad eguimclecular de
agua oxigenada. A  su vez el agua oxigenada, oxlida un
cromégeno adecuado apareciendo un producto coloreado.

GOD
D-glucosa + 02 + H20 Ac. glucdnico + Hz02

POD
Hz202 + Fenol + 4-aminofenazona ————— 4-(benzoguinona-

B

moncimino)~fenazona-4 Hz20.

8. Estudio del consumo de Naranja de Acridina por los
microorganismos.
Con este experimento se trata de saber si la
concentracidn de NA inicial disminuye a través del tiempo. Se
parte de un cultivo en fase exponencial de crecimiento, con

un nuimero aproximado de células de 4x105 cel/ml, y se inocula
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con 10 ml de cultivo un matraz de 250 ml que contiene 100 ml

de medio SW-25, con la correspondiente concentracién de

NA, (50 ug/ml para A. moffhuae, H.;califofpiagiinéxJﬁélobiUm
v de 100 ug/ml para H. morrhuae.). Se incubé a 37°C con
agitacidén ¥ oscuridad.

A los tiempos 0, 24, 48, 72, 96 y 120 horas se toman
alicuotas de 3 ml del cultivo ¥ se centrifugan a 12.000 r.
p.m. durante 15 minutos. Al sobrenadante se le mide la D.O.

a 4530 nm en un Espetrofotdmetro Perkin-Elmer 161.

9. Estudio de la viabilidad de los microorganismos cultivados
con Naranja de Acridina a diferentes pHs.

Se parte de un cultivo en fase exponencial de
crecimiento e 1inoculamos dos series paralelas de tubos. Una
de ellas céntiene el medio base SW-25 al que se afiade tampodn
tris-maleato para alcanzar el pH correspondiente, (6,0; 7,0;
7,4; 7,8 v 8,6) v la concentracidn de NA adecuada (50 ug/ml
para A. morrhuae, H. californiae y H. halobium v de 100
ug/ml para H. morrhuae), v a la otra serie no se le afiade NA.
Se disponen también dos tubos control, uno de ellos con el
medio base sin tampdén vy con NA a pH 7,2 v el otro con el
medio base solamente.

Los cultivos se incubaron a 37°C, <con agitacidén ¥
oscuridad. Se realizaron recuentos de células en cada toma de
muestra a lo largo del tiempo. El experimento tuvo una

duracidén de 48 horas para H. californiae , 72 horas para H.

halobium v A. morrhuae y de 88 horas para H. morrhuae.



10. Estudios al microscopio de contraste de fase de los
microorganismos crecidos en presencia y ausencia de
Naranja de Acridina. ' L ,~5£g

- Se incuSan las bacterias en medip‘liquido Sw-25 a?37°C,7con

agitacidén y oscuridad hasta alcanzar la fase exponencial de

crecimiento. Se anaden entonces, 25, 50, 75 6 100 ug/ml de

NA, conservando un tubo como control. Se dejan las células

en contacto con NA 3, 6, 9, 24 v 72 horas, al final de las

cuales se observan en gota pendiente al microscopio de
contraste de fases a fin de determinar su morfologia a las
distintas concentraciones de NA, asi como la movilidad. Las
fotografias se realizaron en un microscopio Polivar Reichert-

Jung con contraste de fase utilizando filtro verde,

11. Estudio de la movilidad de los microorganismos en placa
en presencia y ausencia de Naranja de Acridina.

A partir de un cultivo en fase exponencial de
crecimiento de aproximadamente 4x10% cel/ml, se siembran
placas con medio para la movilidad con NA {30 ug/ml) ¥y sin
NA. Se coloca en el centro de la placa un indculo de 10 ul ¥
se incuban a 37°C v en oscuridad.

Al cabo de 48 horas se mide el halo de crecimiento,
realizandose mediciones, en principio, cada 48  horas ¥

después cada 7 dias hasta un total de 37 dias.
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12. Estudio del polisacarido extracelular de los
microorganismos crecidos en presencia de Naranja de
Acridina.

La produccién del polisacarido -extracéiular
vhalobacterias se ha llevado a cabo éultivandasiés<bacterias
en matraces erlenmeyer de 250 ml que contenian 100 ml de
medio ligquide gque se describe en el apartado 3.7. de
Materiales.,

Se disponen dos series paralelas de matraces, a una de
las cuales se le ahaden 50 ug/ml de NA ¥ se inoculan con 10
ml de una suspensidén de las bhacterias a estudiar que

contlene aproximadamente 4%10% cel/ml v se incuban a 37°C en

un agiltador incubador {New Bunswick Scientific) a 200
r.p.m.{Caviedes v col., 1982).
Los cultivos se incubaron durante 7 v 14 dias al cabo de

los cuales se hizc un control del numero de células sembrando

placas con medio solido de SW-25 ¥ se centrifugaron a

10.000 r.p.m. durante 10 minutos a 4°C para eliminar las
células del cultivo. Para extraer los polisacaridos se siguid
la técnica descrita por Amarger v col. (1967) modificada por
nosotros: se adicionaron al sobrenadante dos volumenes de
acetona v se centrifugdé la mezcla a 10.000 r.p.m. durante 10
minutos obteniéndose un residuo que se recogié y se denomind
como primera extraccidén, v el sobrenadante se mantiene a 4°C
durante 24 horas, después de las cuales se centrifuga y se
recoge una segunda extracciodn.

El precipitado se desecé en estufa y se dializd frente a

agua destilada a 4°C durante 24 horas. Se realizdé una
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hidrolisis con acido ~ sulfidrico 1IN durante ocho . horas,
 neutré1izéndose7cdn carbonato de bario yvrel :érecipitado
resultante se filtré con filtro Milliporer de;!0,45 u de
diametro de poro, congelando el filtrado a -80°C v
liofilizandolo posteriormente.

El liofilizado se disolvid en 1,5 ml de agua desionizada

para su posterior anadlisis en CLAR.

13. Utilizacién de carbohidratos, alcoholes y acidos
organicos como Unica fuente de carbono y energia.

Basandonos en los estudios de Stanier y col. {13586), se
determiné la capacidad de los microorganismos para utilizar
un gran numero de sustratos como uUnica fuente de carbono v
energila: carbohidratos, alcoholes v 4acidos organicos. Se
siguid la técnica de Koser {(1923) con un medio base compuesto
de solucidon de sales al 25%, adicionado con clorurc amdénico
al 0,2% v agar (Oxoid, 1,5%).

El medio se esterilizd a 121°C durante 10 minutos ¥ se
le anadié el sustrato adecuado, esterilizando separadamente
por calor o por filtracidn en el caso de que sea termoléabil o
no se conozca su resistencia al calor.

Los medios se separaron en series paralelas de placas

a una de las cuales se le anadidé 50 ug/ml de NA.

En el caso de carbohidratos se empled una concentracidn
final del 0,2% y con los alcoholes y &4cidos organicos de
0,1%.

Los compuestos ensayados en este estudio, estan



detallados en los apartados 2.3., 2.4. v 2.5. de Materiales.

Se parte de suspensiones de células

"presencia y ausencia de NA. Se sembraron cada ‘una-de
su vez, en placas con NA y sin NA utilizando un replicador de
Steers.

Se incubaron a 37°C y oscuridad procediéndose a la

lectura periddica hasta los 37 dias de incubacién.

14. Utilizacidén de compuestos nitrogenados como unica fuente
de carbono, nitrdégeno y energia.

Se ha seguido la misma técnica v metodologia que en el
apartado anterior. El medio base estd compuesto por solucidn
de sales al 23% v agar (Oxoid 1,5%).

El sustrato se esterilizdé por filtracidn y se anhadid al
medio hasta una concentracidén final de 0,1%.

Los compuestos ensayvados en este estudio se encuentran

detallados en el apartado 2.2. de Materiales.

15. Estudio de la formacidén de velo superficial en presencia
y ausencia de Naranja de Acridina.

Partiendo de una suspension de células de

aproximadamente 4x10%3 cel/ml, se inocularon con 10 ml del

cultivo, dos series paralelas de matraces de 250 ml gque
contenian 100 ml de medio descrito en el apartado 3.8. de
Materiales.

A una de las series se le anadié 50 ug/ml de NA para 4.

morrhuae, H., californiae y H. halobium vy 100 ug/ml para H.
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morrhuae y la otra se conservd como control.

Unavvez inoCulados con la suspensidn de‘?ééiulasglse
inéubéron a 37°C en oscuriaad y sin agitacién  durante 30
dias, pasados los cuales se centrifugaron a 7.800 r.p.m.
durante 15 minutos.

Las células se lisan resuspendiendoias en agua destilada
v se mantienen a 4°C durante 24 hcras, después de las cuales
se centrifugan de nuevo a 1.600 r.p.m. durante 30 minutos, ¥
se lavan repetidas veces con agua destiliada hasta que
aperezca un color blanco en el sedimento indicative de la
ausencia total de células.

El sedimento se seca a 80°C hasta peso constante v el
polvo blanco resultante se disuelve en clorcformo destilado
eliminandose la porcidén no disuelta por decantacidn. El
cloroformo se deja evaporar a temperatura ambiente hasta
obtener una pelicula que se pesa en una balanza de precisiédn
Sartorius.

El sedimento del polimero se calcula en relacidn con el

peso seco celular.

16. Estudio del comportamiento de los microorganismos frente
a los antibidéticos en presencia y ausencia de Naranja de
Acridina.

Se estudid la capacidad de resistencia de los
microorganismos a los antibiéticos en dos series paralelas,

con NA yv sin ella.

Se partisé de inéculos de cultivos de células en
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presencia v ausencia de NA y se sembraron placas de cada una
de ellas a su vez con NA, utilizando un replicador»@g_§teers.
El;medio~base utilizaaobfué el SW-25 del que Sé,hicierdn
las placas control. 'Las placas .se incubaron;“g;;37°c Yy
oscuridad procediéndose a la lectura periddica hasta los 37
dias de incubacidn.
Los compuestos ensayados en este estudio estan

detaliados en el apartado 2.6. de Materiales.

17. Estudio del comportamiento de los microorganismos frente
a metales pesados en presencia y ausencia de Naranja de
Acridina.

Se siguié 1la misma técnica v metodologia que en el
apartado anterior, incluidec el medio base.
El sustrato se esterilizé por filtracién con membrana

Sartorius de 0,45 u de didmetro de poro, v se anadidé al medio

hasta la concentracidn final requerida en cada caso, segun se

describe en el apartado 2.7. de Materiales.,

18. Analisis del perfil de plasmidos.

Se realizdé mediante electroforesis en gel de agarosa,
seglin el método de Eckardt (1978), modificado por Rosemberg ¥y
col. (1982).

Se centrifugan 200-500 ul de cultivo en rase exponencial
v se resuspenden en 35 ul de solucién litica (Materiales
5.1.), cargandose las muestras inmediatamente en un gel
horizontal de agarosa de 3mm de espesor (Tipo II Sigma), al

0.5% en tampdén TBB (Materiales 4.2.).
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La electroforesis se corre a 20v durante una hqra y a
100v 3-4 hr‘oras mas. . E1 gel se tife durante'rlxifri'ag horacon
“bromuro de eﬁidio £0.5 ug/ml en TBB), se deéﬁiﬁéiéq§gﬁtei?0
minutos en agua destilada y se visualiza en tfanéiluminador
de luz ultravioleta a 254 nm. Se fotografia finalmente con
pelicula Kodak Tri-X Pan 400 ASA con filtro Kodak Wratten 23

AL

19, Obtencidn de mutantes auxotréficos por tratamiento con
Naranja de Acridina.

Para la obtencién de mutantes auxotroficos se partid de
un cultivo en fase exponencial de <c¢recimiento con una
concentracidn aproximada de 103 cel/ml y se sembré en medio
ligquideo SW-25 v Sw-25 adicionado de NA, a las concentraciones
adecuadas, incubandose a 37°C con agitacidén y oscuridad
durante 48 horas, pasadas las cuales se sembraron placas
de medio rico {SwW-25).

Las colonias crecidas se sembraron siguiendo el método
de replica con terciopelo en medio minimo v medio rico.

Se incubaron a 37°C durante 30 dias y se observd la

presencia de crecimiento.



RESULTADOS Y DISCUSION



1. Crecimiento de A. morrhuae, H. californiae, H.
halobium y H. morrhuae en presencia de Naranja de Acridina.

El objetivo fundamental de este trabajo consiste en el
estudio de 1la influencia de diversos factores sobre el
crecimiento de bacterias haléfilas extremas en presencia de
Naranja de Acridina. En primer 1lugar, se determindé la
concentracién adecuada de NA para su utilizacidn en
experimentos posteriores.

Para ello, se realizaron las correspondientes curvas de
crecimiento de cada una de 1las especies estudiadas a
distintas concentraciones de NA (25, 50, 75 y 100 ug/ml).

En la Figura 1, se muestra el comportamiento de
A. morrhuae, a las distintas concentraciones de NA probadas.
Se observa que a 25 ug/ml practicamente el nilmero de células
permanece invariable o aumenta ligeramente a lo largo del
tiempo. En las otras concentraciones se muestra una
disminucién gradual del nilmero de células a lo largo del
tiempo y conforme se va aumentando la concentracién de NA.

En la Figura 2, se presenta el comportamiento a lo largo
del tiempo de H. californiae frente a las concentraciones de
NA utilizadas. Cabe indicar que esta especie es algo mas
sensible a la NA que A. morrhuae, ya que a 25 ug/ml de NA se
observa un descenso del niUmero de células pasadas las 72
horas de exposicién.

En las otras concentraciones de NA se observa un ligero

descenso a partir de las primeras horas de contacto de la NA
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Figura 1.- Influencia de la Naranja de Acridina en el
creciaitento de Amoebobacter worrhuae a 37°C.
[l Cultivos en presencia de NA: a) 25 ug/ml; b) 50 ug/ml;

¢) 75 ug/ml; v d) 100ug/ml.

Cultivos en ausencia de NA.
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Figura 2.- Influencia de 1la Néranja de Acridina en el
crecimiento de Haloarcula californiae a 37°C.

[ Cultivos en presencia de NA: a) 25 pg/ml, b) 50 pg/ml;
c) 75 pg/ml; y d) 100ug/ml.

Ml Cultivos en ausencia de NA.
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con el cultivo, disminuyendo hasta valores de supervivencia

similares a los de A. morrhuae, aunque cabe destacar que el

aumento de la concentracién de NA no  disminuye = 1la

supervivéncia dei cultivo, presentando unréompbriégiéntégguy
similar en las tres concentraciones.

En la Figura 3 se estudia la influencia que ejerce la NA
en cultivos de H. halobium, observidndose que a 25 ug/ml no se
muestra una variacién de la supervivencia del cultivo frente
a la NA. A concentraciones de NA superiores cabe destacar un
comportamiento similar al que presenta H. californiae,
apreciando que a partir de 50 ug/ml de NA la supervivencia
disminuye a lo largo del tiempo.

En la Figura 4, se estudia la inhibicién del crecimiento
celular de H. morrhuae en presencia de distintas
concentraciones de NA. Se muestra que la concentracién que
ejerce un mayor efecto sobre el crecimiento bacteriano es 100
ug/ml, siendo inhibido el crecimiento en las otras
concentraciones de NA, pero sin disminuir la supervivencia
del cultivo bacteriano.

A la concentracidén con 100 ug/ml se consiguen niveles de
inhibicién similares a los que aparecen en las otras especies
estudiadas aunque a étras concentraciones de NA.

En la Figura 5, se compara el crecimiento de cada una de
las especies estudiadas a las cuatro concentraciones de NA ya
mencionadas, tomando en cada caso, como punto de referencia
el nimero de células alcanzado a las 88 horas.

Se observa claramente que por encima de una determinada
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Figura 3.- Influencia de 1la Naranja de Acridina en el

crecimiento de Halobacterium halobium a 37°C.

Cultivos en presencia de NA a) 25 ug/ml; b) 50 ug/ml; c)

~3
(9]

ug/ml v d) 100 ug/ml.

Cultives en ausencia de NA.
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Figura 4.- Influencia de la Naranja de Acridina en el
crecimiento de Halococcus morrhuae a 37°C.

%) Cultivos en presencia de NA a) 25 pg/ml; b) 350 pg/ml; c)
75 pg/ml y d) 100 ug/ml.

MW Cultivos en ausencia de NA.
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Figura 5.- Efecto de 1la Naranja de Acridina a distintas
concentraciones, en cultivos de 88 horas de incubacidn, de:
a) Amoebobacter morrhuae; b) Haloarcula californiae; c)
Halobacterium halobium y d} Haloccoccus morrhuae.

E 1[Iy NY Cultivos en presencia de NA.

Bl 55y Cultivos en ausencia de NA.
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concentracién de NA, (A. morrhuae, H. californiae y H.

halobium, 50 ug/ml y H. morrhuae, 100 ug/ml),” no se

i,incrementa el efecto de la NA sobre el cultivgb
exiétiendo.quizés- un efecto 7 de saturaéiéni
mutagénico en el cultivo.

Se muestra que la cepa méds sensible a la NA es H.
halobium y la mas resistente H. morrhuae, presentando un
comportamiento similar. Quizds esto vaya en funcidén que H.
morrhuae posee una pared celular mas rigida que las otras
especies probadas y probablemente con menor concentracién de
componentes que actuan en la pared celular como
intercambiadores idnicos o de unidén a la NA, como indica
Bown (1964), y por consiguiente, la NA penetre por simple
difusién.

En funcidn de estos resultados se eligieron las
siguientes concentraciones de NA: 50 ug/ml para A. morrhuae,
H. californiae, H. halobium y 100 ug/ml para H. morrhuae,

que se utilizaran en todos los experimentos posteriores.

2. Influencia de la temperatura en el efecto de la Naranja de
acridina sobre el crecimiento de A. morrhuae, H. californiae,
H. halobium y H. morrhuae.

Tal como se describe en el Bergey’s Manual of Systematic
Bactericl=7, las cuatro especies que =ze gzszitudlzs en el
presente trabajo, tienen distintas temperaturas ©Optimas de
crecimiento, en algunos casos con diferencias muy

significativas. Por esta razén, para este estudio, se eligiod

un rango de temperatura suficientemente amplio (28 a 50°C), ¥y
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se investigd si la NA podria variar su efecto a otras'
temperaturas de crecimiento diferentes a la éptima.

En las Figuras 6, 7, 8 y 9 se.estudié la influencia de
la temperatura sobre el efecto de la NA en la supervivencia
durante 72 horas de cultivos de A. morrhuae, H. california,
H. halobium y H. morrhuae, respectivamente. De las cuatro
especies estudiadas, H. halobium y H. morrhuae no crecen a
50°C.

Se observa que a una temperatura menor de la éptima de
crecimiento (28°C), las especies A. morrhuae, H. californiae
v H. morrhuae no presentan afectada la supervivencia a la NA
a lo largo del tiempo de incubacidén, aunque si tienen una
mayor inhibicidén del crecimiento que a 37°C, siendo los
rendimientos de crecimiento a ambas temperaturas similares en
ausencia de NA. En H,. halobium esta fuertemente inhibido el
crecimiento a 28°C, siendo drasticamente reducido después de
72 horas de incubacién.

Temperaturas superiores a 37°C influyen de manera
diferente en las especies, observando que H. californiae y A.
morrhuae, presentan tasas elevadas de crecimiento en ausencia
de NA hasta 50°C, sin embargo, la NA influye sobre la
disminucién de la supervivencia conforme aumenta la
temperatura y el tiempo de incubacidén respectivamente.
Siendo sumamente sensible A. morrhuae.

H. halobium y H. morrhuae no crecen a 50°C y a 42°C son
mis resistentes a la NA que a 37°C, no observiandose un efecto

positivo sobre la supervivencia a lo largo del tiempo de
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Figura 6.~ Influencia de la temperatura de incubacidén en el
crecimiento v la supervivencia de Amoebobacter morrhuae en
presencia de Naranja de Aéridina.
== Cultivos en presencia de NA.

Cultivos en ausencia de NA.
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Figura 7.- Influencia de la temperatura de incubacidén en el
crecimiento y la supervivencia de Haloarcula californiae en
presencia de Naranja de Acridina.
] Cultivos en presencia de NA,

Ml Cultivos en ausencia de NA.
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Figura 8.- Influencia de la temperatura de incubacidn en el
crecimiento y la supervivencia de Halobacterium halobium en
presencia de Naranja de Acridina.

Cultivos en presencia de NA.

Cultivos en ausencia de NA.
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Figura 9.- Influencia de la temperatura de incubacién en el
crecimiento y la supervivencia de Halococcus morrhuae en
presencia de Naranja de Acridina.

MY Cultivos en presencia de NA.

777 Cultivos en ausencia de NA.
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‘incubacién.

Los reéultados obtenidos para VA. mbrrhuaé Yy H.
californiae (temperatura superior a 37°C) y' H. halobium
(temperatura inferior a 37°C), estdn de acuerdo con las
apreciaciones de Barker v col. (1978), que indican que en E.
coli cepa K12 la NA inhibe el crecimiento mas activamente a
temperaturas no permisivas.

Por otro lado, los resultados obtenidos para A. morrhuae
v H. californiae estan en contraposicidén con los obtenidos
por Nakamura (1966, 1967, y 1968) y Silver (1968), para E.

coli que indican que a bajas temperaturas se absorbe una

mayvor concentracidén de NA.

3. Influencia de las fases de crecimiento del cultivo en el
efecto de 1la Naranja de Acridina sobre A. morrhuae, H.
californiae, H. halobium y H. morrhuae.

Dado que la actividad metabdlica de 1los cultivos
bacterianos es diferente en las distintas fases de
crecimiento v generalmente existe wuna alteracién en la
permeabilidad de la bacteria, se creyd interesante el estudio
de la influencia que tendrian las fases exponencial y
estacionaria de crecimiento en el efecto de la NA sobre los
especies bacterianas.

Para ello, se prepararon placas con medio SW-25 a
distintas concentraciones de NA (10-100 ug/ml) y se

inocularon con cultivos en fase exponencial y en fase
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estacionaria de crecimiento.

En las Figuras 10, 11, 12 y 13 se muestran la influencia
de las faseskde crecimiento en la supervivencia a la NA. Se
obéerva que*lé suﬁérvivencia a la NA es menor en todas las
bacterias cuando se utilizan cultivos en fase exponencial,
siendo la mas sensible H. californiae en fase exponencial y
A. morrhuae en fase estacionaria.

En H. halobium el efecto de la NA en fase estacionaria
es practicamente nulo en todas las concentraciones, siendo
afectadas en la fase exponencial tanto como A. morrhuae.

H. morrhuae, es la especie menos afectada por la NA
tanto en fase estacionaria como en fase exponencial. Este
hecho, podria explicarse porque la NA entra por permeabilidad
activa, uniéndose especificamente a receptores de membrana,
relacionados con permeasas de la lactosa (Silver, 1968) y en
la fase exponencial la actividad del transporte activo es mas
elevada que en la fase estacionaria.

Se confirma con este experimento, gque para tratamientos

posteriores en medio liquido, se utilizardn concentraciones

de 50 ug/ml de NA para A. morrhuae, H. californiae y H.
halobium (aunque A. morrhuae y H. halobium dan una
supervivencia adecuada a 75 ug/ml, se eligié esta

concentracidén para unificar criterios de trabajo) y de 100
ug/ml de NA para H. morrhuae. Los cultivos como indéculos se

utilizaron en fase exponencial de crecimiento.

111



Figura 10.- Influencia de las fases de crecimiento de cultivo
en la supervivencia a la Naranja de Acridina de 4moebobacter
morrhuae. a) fase exponencial de <crecimiento; b) fase
estacionaria de crecimiento.

= Cultivos en presencia de NA,

Cultivos en ausencia de NA.
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Figura 11.- Influencia de las fases de crecimiento del

cultivo en la supervivencia a la Naranja de Acridina de

Haloarcula californiae. a) fase exponencial de crecimiento,
b) fase estacionaria de crecimiento.

1 Cultivo en presencia de NA.

| ] Cultivos en ausencia de NA.
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Figura 12.- Influencia de las fases de crecimiento del
cultivo en la supervivencia a la Naranja de Acridina de
Halobacterium halobium. a) fase exponencial de crecimiento,
b) fase estacionaria de crecimiento.

[[7] Cultivos en presencia de NA.

Cultivos en ausencia de NA.
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Fieura 13.- Influencia de las fases de crecimiento del
cultivo en 1la supervivencia la Naranja de Acridina de
Halococcus morrhuae. a)} fase expoencial de crecimiento, b)
fase estacionaria de crecimiento.
MY Cultivos en presencia de NA.

9y Cultivos en ausencia de NA.
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4, Influencia del pH en el efecto de la Naranja de Acridina
'sobre el crecimiento de A. morrhuae, H. californiae, H.
‘Ahalobium y H. morrhuae.

En los estudios de Silver y col. (1968), con coloraﬁtes
de acridina en células de E. coli, observaron que hay una
unién interna esencialmente irreversible, cuando las barreras
de permeabilidad celular son alteradas o destruidas por
tratamientos con calor, elevados valores de pH, tratamiento
con determinados productos quimicos o infeccidn por
bacteridéfagos. Estos autores, afirman que la envoltura
celular cambia su permeabilidad a la acridina por encima del
rango critico de pH, indicando que se puede deber a wun
aumento de la permeabilidad celular a pH alto, mads que a un
efecto directo del pH sobre la afinidad de unién de los
colorantes a los sitios especificos.

Basdandonos en estos antecedentes, se realizd el estudio
de la influencia del pH en la supervivencia del cultivo
bacteriano en presencia de NA.

Para ello, se estudid la supervivencia a la NA de cada
una de las bacterias a distintos pHs, cultivandolas en
presencia o ausencia del colorante a las concentraciones
previamente determinadas, en un rango de valores de pH (6,0-
8,6) que permite el éptimo crecimiento de cada bacteria.
Para calcular la supervivencia se determiné el niumero de
células a tiempo cero y a las 72 horas de incubacién.

Los resultados obtenidos quedan reflejados en la Figura
14 donde se puede apreciar, que tanto A. morrhuae como H.

californiae presentan un comportamiento muy parecido
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Figura 14.- Influencia del pH en el crecimiento y en la
supervivencia a la Naranja de Acridina de: a) Amoebobacter
morrhuae; b) Haloarcula californiae; c) Halobacterium
halobium v d) Halococcus morrhuae.

E,[J,/ 1y Cultivos en presencia de NA.
.

1YY, Cultivos en ausencia de NA.
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ya que ambas especies muestran igual sensibilidad al
tratamiento con NA independientemente del -~valor de pH
empleado; Novobsténte,4ha§ una mayor supervivencia a valores
de pH cercanos al éptimo de crecimiento (pH=7,2).

H. morrhuae presenta un comportamiento idéntico a 1las
cepas anteriores, puesto que no hay diferencias
significativas en cuanto a la supervivencia a diferentes pHs
(independientemente de que, H. morrhuae no crezca o lo haga
poco a valores superiores de pH 8,0) y ademas la
supervivencia es también mayor alrededor de ©pH 7,2.

H. halobium es la uUnica especie que presenta claras
diferencias en cuanto a la supervivencia a los distintos pHs.
La maxima supervivencia se alcanza a pH 6,0, descendiendo a
medida que aumenta el pH, hasta alcanzarse el valor minimo a
pH 8,6.

Ninguna de las especies estudiadas presenta un
comportamiento similar al que indica Barker (1978), para E.
coli cepa K12 donde la mayor inhibicidén se produce a pH

préximo al Sptimo de crecimiento.

5. Influencia de la Naranja de Acridina en el crecimiento de
A. morrhuae, H. californiae, H. halobium y H. morrhuae con
distintas concentraciones de sales

Para comprobar si la concentracién de sal puede influir
en la supervivencia de los microorganismos en presencia de

NA, se hicieron cultivos de las células en medio liquido a

15, 20, 25 y 30% de sales totales con ¥y sin NA (a una
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concentracién dada), realizando recuentos del numero de
células a lo largo del tiempo. |

En la Figura 16, se observan los valores de la
Supervivencia de H. éaliforniae en | las mencionadas
condiciones comprobando que la NA afecta profundamente a este
microorganismo cuando la concentracién de sales es del 15, 20
y 30%, siendo mas acentuado al 15%.

Para los otros tres microorganismos, el efecto de la
concentracidén de sales en la supervivencia a la NA casi no
varia como puede observarse en las Figuras 15, 17 y 18, ya
que si bien, a 15% de concentracién la influencia de la NA es
mayor, ésta no es notable, siendo minima a las
concentraciones de 20 y 30%. La concentracién del 25%,
practicamente no afecta a ninguno de 1los microorganismos
estudiados.

Paralelamente se realizéd un estudio en placa a las
mismas concentraciones de sales y diferentes concentraciones
de NA (25, 50 y 75 ug/ml) para H. californiae, H. halobium y
4. morrhuae y ademas de 100 wug/ml para H. morrhuae
observandose que H. californiae, H. halobium y A. morrhuae
tuvieron crecimiento al 20 y 25% de sales en todas las
concentraciones de NA y que H. ﬁorrhuae tuvo crecimiento al
15, 20 y 25% de sales a todas las concentraciones de NA.

Dado que a concentraciones de sales diferentes a la
6ptima se alteran las cargas iénicas de la membrana

citoplasmatica y que la NA se une a receptores especificos

relacionados con la carga idnica, podria explicarse por este
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Figura 15.- Influencia de la concentracidén de sales en 1
supervivencia de Amoebobacter morrhuae en presencia de
Naranja de Acridina. 2) medio SW-15 (15% de sales}, b) merdie
S5W-20 {20% de sales), c¢) medio SW-25 (253% de sales) Vv <]
medio SW-30 {30% de sales).

E= Cultivos en presencia de NA.

Cultivos en ausencia de NA,.
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Figura 16.- Influencia de la concentracion
supervivencia de Halocarcula californiae en

Naran,ja de Acridina. a) medio SW-13 (15% de
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Figura 17.- Influencia de la concentracién de sales en la
supervivencia de Halobacterium halobium en presencia de
Naranja de Acridina. a) medio SW-15 (15% de sales), b) medio
SW-20 {20% de sales), c) medio SW-25 (25% de sales) y d)
medio SW-30 (30% de sales).

31 Cultivos en presencia de NA.

Cultivos en ausencia de NA.
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Figura 18.- Influencia de la concentracion de sales en la
supervivencia de Halococcus morrhuae en presencia de Naranja
de Acridina., a) medio SW~15 (15% de sales), b) medio SW-20
(20% de sales), c) medio Sw-25 (25 % de sales) y d) medio SW-
30 (30% de sales).

M Cultivos en presencia de NA.

7727 Cultivos én ausencia de NA.
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mecanismo el efecto de potenciacidén de la NA en H.
californiae a concentraciones diferentes a la dptima y en A,
morrhuae vy H. halobium aunéue el efecto no sea tan
pronunciado. | |

De los resultados obtenidos para H. morrhuae se deduce
que la carga idénica de la pared celular difiere mucho de la

de las otras tres especies.

6. Influencia del fosfato en el crecimiento y supervivencia a
la Naranja de Acridina de A. morrhuae, H. californiae, H.
halobium y H. morrhuae.

Nakamura vy col. (1975), manifiestan que la NA junto con
el fosfato inorgdnico producen un efecto sinérgico en la
sensibilidad de algunas células de E. coli. Afirmando que
este efecto estimulante del fosfato sobre la acridina puede
ser debido a la formacién de un complejo entre el grupo
catidnico de la acridina y del grupo anidnico del POs3-.

Por ello, se realizéd un estudio comparativo con las
cuatro especies utilizando fosfato mono y dipotasico a
distintas molaridades y a una concentracién determinada de
NA.

Para determinar si el fosfato puede influir en el
tiempo que permanecen viables las células en presencia de NA,
un indéculo de <cada una de 2= hesterias estudiadas se
resuspendidé tanto en solucién de fosfato monopotdsico como en
solucidn de fosfato dipotasico, a las siguientes
concentraciones, (0,5; 1; 10; 50 y 100mM) con y sin adiciédn

de NA, v realizando el recuento del numero de células a

i
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tiempo cero, tres 'y seis horas después de la inoculacidn.

Ep las Figuras: 19, 20, 21y 22 se muestran los
resultados obtenidos. H. morrhuae no se ve afectada por el
tipo de fosfato, ni la concentracidén utilizada, ni por el
tiempo de incubacién de las células, ya que el nimero de

células permanece constante con los diferentes tratamientos.

Igualmente, A. morrhuae y H. halobium, cuando se ponen
en contacto con fosfato monopotasico muestran un
comportamiento similar al de H. morrhuae. Sin embargo, en
presencia de fosfato dipotéasico, la supervivencia es

sensiblemente menor en ambos casos a medida que aumenta la
concentracidén del fosfato, y se acentda cuando el recuento de
células se realiza a las seis horas, siendo maximo en ambas
cepas cuando la concentracién de fosfato es 100mM.

Por otra parte H. californiae sigue la misma pauta que
las cepas anteriores cuando el tratamiento se realiza con
fosfato monopotadsico, aunque es susceptible su viabilidad a
concentraciones mayores de 10mM. Ahora Dbien, cuando el
tratamiento se realiza con fosfato dipotasico, existen
variaciones muy significativas a concentraciones superiores
de 50 mM, vya que tanto a 3 como a 6 horas, se inhibe el
crecimiento de las células en presencia de NA.

Nakamura y col. (1975), indican que para E. coli,
concentraciones de fosfato superiores a 10mM influyen
drasticamente en la supervivencia a la NA, siendo un
comportamiento similar a los resultados que presenta H.

californiae. Esta especie ademds del efecto de la NA, ha
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Figura 19.- Influencia de la concentracién de fosfato
monopotasico {a y c) y dipotasico (b v d) en la viabilidad de
Amoebobacter morrhuae: (a y b) 3 horas de incubacion v (c ¥
d) 6 horas de incubacidn.

EZ= Cultivos en presencia de NA.

Cultivos en ausencia de NA.
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Figura 20.- 1Influencia de la concentracidn de fosfato
monopotdsico (a vy ¢} y dipotasico (b y d) en la viabilidad de
Haloarcula californiae: (a y b) 3 horas de incubacién y (c ¥y
d) 6 horas de incubacidn.

[ ] Cultivos en presencia de NA.

M Cultivos en ausencia de NA.
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Figura 21.- Influencia de la concentracidén de fosfato
monopotasico (a y c¢) y dipotasico (b y d) en la viabilidad de
Halobacterium halobium: (a y b) 3 horas de incubacién y (c v
d) 6 horas de incubacidn.

Cultivos en presencia de NA.

Cultivos en ausencia de NA.
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Figura 22.- Influencia de la concentraciéon de fosfato
monopotasico (a y ¢) y dipotdsico (b y d) en la viabilidad de
Halococcus morrhuae: (a y b) 3 horas de incubacidén y (c y d)
6 horas de incubacidn.

AN | Cultivos en presencia de NA.

%, Cultivos en ausencia de NA.
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resultado ser muy sensible a los fosfatos, disminuyendo la
supervivencia normal de las células, quizas por ello, sea la

especie mids afectada por la NA.

7. Influencia de la concentracidén de glucosa sobre el efecto
de la Naranja de Acridina en cultivos de A. morrhuae, H.
californiae, H. halobium y H. morrhuae.

Los estudios de Nakamura (1967), indican que cuando E.
coli se cultiva en medios con glucosa son menos sensibles a
la acridina, debido a que la capacidad de unidén de ésta con
la bacteria es afectada por 1la concentracién inicial de
glucosa en el medio de cultivo, independientemente del valor
del pH.

Basandonos en estos trabajos, se ha estudiado la posible
influencia de la glucosa sobre el efecto de la NA en los
microorganismos en estudio. Para ello, se han utilizado
concentraciones de glucosa de 0 a 5 g/1 a pH inicial de 7,2 y
una concentracién fija de NA para cada especie.

En primer lugar, en las Figuras 23a, 24a, 25a, y 26a, se
estudia la supervivencia a la NA a distintas concentraciones
de giucosa, utilizando en uno de los supuestos (0,5+Tris), un
tampdén para controlar la posible variacién del pH por el
consumo de glucosa. Se observa oue, la supervivencia de las
células, si bien es menor en los cultivos crecidos en
presencia de NA, no es afectada por la glucosa inicial del
medio de cultivo, ya que ésta es practicamente igual para

todas las concentraciones de glucosa e inclusoc en el caso del
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control sin glucosa.

En las Figuras 23b, 24b, 25b y 26b se estudia el consumo
dergluéqsé de.lds ¢ultivos,ahteriores y se 6bServa que él
cdnsumo de glucosa es siempre menor en presencia de NA,
siendo la diferencia mas acusada en el caso de H.
californiae donde ademds a altas concentraciones de glucosa
se produce un menor consumo de la misma.

Esto puede ser debido a que el numero de células
crecidas en presencia de NA, es inferior al crecido en los
cultivos sin ella, reflejandose en el consumo de glucosa.

En segundo lugar, se estudia la influencia del extracto
de levadura en el consumo de glucosa y sobre el efecto de la
NA en cultivos de A. morrhuae, H. californiae, H. halobium y
H. morrhuae.

En las Figuras 27, 28, 29 y 30 se muestra la
concentracién final de glucosa en medios conteniendo
distintas concentraciones de extracto de levadura y en
presencia de NA.

Se observa que conforme aumenta la concentracidén de
extracto de levadura, aumenta el consumo de glucosa,
presentando H. californiae, H. halobium y H. morrhuae, un
comportamiento similar, y A. morrhuae mantiene niveles de
consumo de glucosa inferior a las otras especies, a
concentraciones de extracto de levadura menor de 0,5%.

En las Figuras 31, 32, 33 y 34 se estudia la
concentracién final de NA después de la incubacidén de A.

morrhuae, H. californiae, H. halobium y H. morrhuae, en
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Figura 23.- Estudio de la supervivencia al tratamiento con
Naranja de Acridina a) y consumo de glucosa b) de cultivos de

Amoebobacter morrhuae en medios con distintas concentraciones
de glucosa.
= Cultivos en presencia de NA,.

Cultivos en ausencia de NA.
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Figura 24.- Estudio de la supervivencia al tratamiento con
Naranja de Acridina a) y consumo de glucosa b) de cultivos de
Haloarcula californiae en medios con distintas concentracio-
nes de glucosa.

| Cultivos en presencia de NA.

B Cultivos en ausencia de NA.
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Figura 25.~- Estudio de la supervivencia al tratamiento con
Naranja de Acridina a) v consumo de glucosa b) de cultivos de
Halobacterium halobium en medios con distintas concentracio-

nes de glucosa.

Cultivos en presencia de NA.

Cultivos en ausencia de NA.
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Figura 26.~- Estudio de la supervivencia al tratamiento con
Naranja de Acridina a) y consumo de glucosa b) de cultivos de

Halococcus morrhuae en medios con distintas concentraciones

de glucosa.
MY Cultivos en presencia de NA.

%% Cultivos en ausencia de NA.
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Figura 27.- Estudio del consumc de glucosa en cultivos de
Amoebobacter morrhuae a distintas concentraciones iniciales
de glucosa, en presencia de Naranja de Acridina (50 pg/ml) y
a distintas concentraciones de extracto de levadura: a)

0,01%; b) 0,05%; c) 0,1% y d) 0,5%.
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Figura 28.- Estudio del consumo de glucosa en cultivos de
Haloarcula californiae a distintasrconcentraciones iniciales
de glucosa en presencia de Naranja de Acridina (50 pg/ml) y a
distintas concentraciones de extracto de levadura: a) 0,01%;

b) 0,05%; c) 0,1% y d) 0,5%.
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Figura 29.- Estudio del consumo de glucosa en cultivos de
Halobacterium halobium a distintas concentraciones iniciales
de glucosa, en presencia de Naranja de Acridina (50 pg/ml) vy
a distintas concentraciones de extracto de levadura: a)

0,01%; b) 0,05%; c) 0,1% y d) 0,5%.
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Figura 30.- Estudio del consumo de glucosa en cultivos de
Halococcus morrhuae a distintas concentraciones iniciales de
glucosa en presencia de Naranja de Acridina (100 pg/ml) yv a
distintas concentraciones de extracto de levadura: a) 0,01%;

b) 0,05%; c¢) 0,1% y d) 0,5%.
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distintas concentraciones de glucosa y extracto de levadura.
Se observa que una menor Qoncentracién de extracto de
levadura influYe drédsticamente en la eliminacidén de NA‘ﬂel
fmédio, posiblemente,_debida, a gue a menor concentracién-ae
extracto de levadura existe una mayor permeabilidad al
colorante.

La concentracidn creciente de glucosa no influye en el
consumo de NA, lo que indica que los receptores para la
permeabilidad de la NA son independientes a los que se
utilizan para la permeabilidad a los carbohidratos.

Por otro lado, los resultados obtenidos en las cuatro
especies indican que la NA penetra mejor cuando las células
estan en medios menos ricos de extracto de levadura, lo que
haria que las células sean méds permeables.

Por dltimo, se estudia el pH final de los cultivos de A.
morrhuae, H., californiae, H. halobium y H. morrhuae, a
distintas concentraciones de glucosa y extracto de levadura
en presencia de NA, observiandose que en todos los casos, el
pH final del medio no disminuyé dréasticamente (siempre
superior a 6,0), lo que sugiere que aunque se utiliza la
glucosa no es mediante un metabolismo fermentativo, y que

ninguna de las variables probadas influyen en el pH final.
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Figura 31.- Estudio de la concentracién final de Naranja de
Acridina en cultivos de Amoebobacter morrhuae, a distintas
concentraciones de ¢glucosa, en presencia de Naranja de
Acridna (50 ug/ml) y a distintas concentraciones de extracto

de levadura. a) 0,01%; b) 0,05%; c) 0,1% y d) 0,5%.
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Figura 32.- Estudio de la concentracién final de Naranja de

dina en cultivos de Haloarcula californiae, a distintas

;ééhcentraciones de glucosa, en presencia de Naranja de
#Aecridina (50 pg/ml) vy a distintas concentraciones de extracto

de levadura: a) 0,01%:b) 0,05%: c) 0,1% v d) 0,5%.
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Figura 33.- Estudio de la concentracidén final de Naranja de
Acridina en cultivos de Halobacterium halobium, a distintas
concentraciones de glucosa, en presencia de Naranja de
Acridina (50 ug/ml) y a distintas concentraciones de extracto

de levadura: a) 0,01%; b) 0,05%; c) 0,1% y d) 0,5%.
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Figura 34.- Estudio de 1la concentracién final de NA en
cultivos de Halococcus morrhuae, a distintas concentraciones
de glucosa, en presencia de NA, (100 pg/ml) y a distintas
concentraciones de extracto de levadura: a) 0,001%; b) 0,005%

c) 0,1% v d) 0,5% de extracto de levadura.
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8. Estudio del consumo de Naranja de Acridina en cultivos de
A. morrhuae, H. californiae, H. halobium y H. morrhuae.

Para comprobar si la NA penetraba y era consumida por la
célula gradualmente, influyendo en la supervivencia de los
cultivos, se valordéd 1la concentracién de NA residual que
quedaba en el medio a lo largo del tiempo de incubaciémn.

En la Figura 35 se muestran los resultados de la
eliminacidén de NA del cultivo a través del tiempo. En ella se
puede comprobar que para A. morrhuae y H. californiae
disminuye ligeramente la cantidad final de NA, resultadoc que
esté de acuerdo con la disminucién de la supervivencia para
esla especie, indicando que la NA es utilizada posiblemente
para el efecto letal del agente, quedando blogqueado en el
interior de la célula, o bien que la permeabilidad de las
dos especies es menor gque en las otras especies, y que
concentraciones bajas de NA en el interior de las células
afectan drasticamente al acido nucléico de estas especies.

Para H. halobium, se observa un consumo superior al que
cabe esperar respecto a la supervivencia que presenta, lo que
indicaria una eliminacién o metabolizacidén de la NA que
influiria en el efecto final sobre el cultivo bacteriano y
para H. morrhuae se muestra un consumo elevado de la NA y su
utilizacidén o metabolizacidn del agente en el interior de la
célula haciendo menor el efecto letal inducido por la NA.

Otra posible expliédéién podria. ser = que existiesen
mecanismos de reparacién muy eficaces yC qﬁe fﬁésen ‘més

activos cuanto méds tiempo esté en contacto la NA con:el
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Figura 35.- Estudio de la concentracidén final de Naranja de

Acridina a lo largo del periodo de incubacién de cultivos en

medio liquidos de:

M A. morrhuae, [__] H. californiae, i H. halobium y

77 H. morrhuae.
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cultivo_(8,9{11 y 12).

| Por otro lado, Nakamura (1967), sugiere que la NA pueda
ser’bléqugada por  una proteina  basica que interfiere
competitivamente con la ﬁnién(de las acridinas con los &acidos
nucléicos, pudiendo de esta manera retirar NA del medio de

cultivo.

9. Utilizacién de 1la Naranja de Acridina como agente
mutagénico

Dado que la NA se utiliza clasicamente para la obtencidn
de mutantes en virus, bacterias, células de mamiferos, etc.,
se buscaron una serie de parametros que pudieran establecer
el caridcter mutagénico de este agente para las especies
estudiadas.

Se trataran de buscar tanto pérdidas como ganancias de

funciones metabélicas.

9.1. Busgueda de mutantes auxotrdéficos

Para ello, se realizdé un tratamiento con NA en las
condiciones descritas en el apartado 3.11. de Materiales.
Los supervivientes obtenidos en medio rico {SW-25), fueron
replicados por el sistema de terciopelo a placas de medio
rico y medio minimo. Después de probar 5.250 colonias de A.
morrhuae, 5.750 de H. californiae, 6.509 de H. halobium vy
4.220 de H. morrhuae, no se obtuvo ningian mutante

auxotréfico.
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9.2. Movilidad bacteriana

Con este estudio se quiso comprobar si la NA podia
afectar a la movilidad bacteriana. Para ello, se inoculdé las
placas de medio especial para la movilidad, apartado 3.3. de
Materiales, con y sin NA, con 10 ul/ml de cultivo bacteriano
en el centro de la placa.

Se incubaron a 37°C, durante 37 dias y el halo de
crecimiento, se midié a intervalos peridédicos de tiempo.

A los 14 dias se observéd que sélo A. morrhuae habia
aumentado el didmetro del halo desde 0,5 a 0,9 cm de diametro
en la placa sin NA, no existiendo variacién alguna en los
otros microorganismos. En las placas con NA, no se produjo
variacién continuando en todas ellas el halo de 0,5 cm de
diametro.

A los 37 dias de incubacién se observd que el halo de A.
morrhuae aumentd hasta 1 cm de diametro en la placa sin NA,
no existiendo ninguna modificacién en las placas de los otros

microorganismos ni en las que contenian NA.

9.3. Utilizacidn de carbohidratos, alcoholes, acidos
organicos v compuestos nitrogenados como unica fuente de
carbono v energia

Para este estudio se han probado 1los carbohidratos,
alcoholes, acidos organicos y compuestos nitrogenados que se
indican en los apartados 2.4, 2.5, 2.6 y 2.3 de Materiales,

respectivamente.
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En las tablas quekse muestran a continuacién figufan 1@5
compuestos a - las que las distintas especies estudiadas
presentan crecimiento y la influencia que ejerce 1a:NAVSObre
su utilizacién.

Igualmente, se han probado el resto de los compuestos
indicados, para estudiar si la NA ejercia un efecto positivo
sobre su utilizacidén. En ningin caso, una especie fue capaz
de utilizar un compuesto que no fuese un sustrato normal de
crecimiento.

Para ello, se siembran indculos cultivados en presencia
o ausencia de NA v se anaden mediante el replicador de Steers
en placas conteniendo el compuesto correspondiente con o sin
NA en el medio.

Las placas se incubaron durante 30 dias a 37°C realizan-

dose lecturas periddicas del crecimiento.

9.3.1. Utilizacién de carbohidratos como tdnica fuente de
carbono v energia

Los resultados obtenidos para carbohidratos después del
periodo de incubacién se muestran en las Tablas IV, V, VI y
VII.

Se observa que, cuando se 1incuban en presencia de NA
la utilizacién de algunos carbohidratos que habitualmente se
usan, se inhibe. Asi, A. morrhuae al inocularse sobre placas
con NA en el medio, se inhibe la utilizacién de: galactosa ,
maltosa, inulina y rafinosa. En H. californiae se inhibe la

utilizacidn de todos los azitcares menos la lactosa. En H.
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Tabla IV. Estudio de la utilizacién de carbohidratos como

unica fuente de carbono y energia por A. morrhuae.

Condiciones de cultivo Carbohidratos
Inéculo Medio sélido Cel Gal Inu Lac Mal Raf Sac Tre
Sin NA + + + + + + + +
Sin NA
Con NA + - - + - - + +
Sin NA + - - - - - - -
Con NA
Con NA - - - - - - - -

+: Indica presencia de crecimiento.

-: Indica ausencia de crecimiento.

AzlGcares: Cel (D-celobiosa), Gal (D-galactosa), Inu
(Inulina), Lac (Lactosa), Mal (Maltosa), Raf (D-rafinosa),

Sac (Sacarosa) y Tre (Trehalosa).
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Tabla V. Estudio de la utilizacidén de carbohidratos como

inica fuente de carbono y energia por H. californiae.

Condiciones de cultivo Carbohidratos
Inéculo Medio sélido Fru Gal Inu Lac Mal Rib Sac
Sin NA + + + + + + +
Sin NA
Con NA - - - + - - -
Sin NA - - - - - - -
Con NA
Con NA - - - - - - -

+: Indica presencia de crecimiento
-: Indica ausencia de crecimiento.
AzlGcares: Fru (D-fructosa), Gal (D-galactosa), Inu (Inulina},

Lac (Lactosa), Mal (Maltosa), Rib (D-ribosa) y Sac (Sacarosa)
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Tabla VI. Estudio de la utilizacién de carbohidratos como

unica fuente de carbono y energia por H. halobium.

Condiciones de cultivo Carbohidratos
Inéculo Medio sélido Gal Glu Lac Xil
Sin NA + + + +
Sin NA
Con NA - + + -
Sin NA - - - -
Con NA
Con NA - - - -

+: Indica presencia de crecimiento

-: Indica ausencia de crecimiento

Azilcares: Gal (D-galactosa), Glu (D-glucosa),

Xil (Xilosa).
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Tabla VII. Estudio de la utilizacién de carbohidratos como dnica

fuente de carbono y energia por H. morrhuae.

Condiciones de cultivo

Carbohidratos

Inéculo| Medio sélido Alm Cel Fru Glu Glm Lac Rib Sac Tre Xil
Sin NA + + + + + + + + + +
Sin NA
Con NA + + + + - + + + + +
Sin NA + + - + - - - - - -
Con NA
Con NA - + - - - - - - - -

+: Indica presencia de crecimiento.

-: Indica ausencia de crecimiento.

Azidcares: Alm (Almidén),

Cel (Celobiosa), Fru (D-fructosa), Glu

(D-glucosa), Glm (D-glucosamina), Lac (Lactosa), Rib (D-ribosa),

Sac (Sacarosa), Tre (Trehalosa) y Xil (D-xilosa).
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halobium se inhibe la utilizacidén de galactosa yVXilasa.'Y,
en H. mofrhuae se inhibe sélo la lactosa. ‘
Cabe destacar que el patrén de azicares inhibid& en su
crecimiento es particular para cada una de las especies
estudiadas.
Cuando se cultivan en medio liquido con NA practicamente
queda inhibido el c¢recimiento para todas las especies salvo

la utilizacidn de la celobiosa por H. morrhuae.

9.3.2. Utililizacidén de alcoholes como uUnica fuente de
carbono v energia

Los resultados obtenidos en la utilizacién de alcoholes
como unica fuente de carbono y energia son los siguientes:

A. morrhuae sélo crece en las placas que contienen
sorbitol tanto con NA como sin ella, procedentes del indculo
que no contiene NA.

H. californiae <crece en las placas que contienen
sorbitol sin NA y gue proceden del indculo sin NA.

H., halobium no crecié en ninguno de 1los alcoholes
probados y H. morrhuae por el contrario crecié en todas las
placas que contenian glicerol con NA y sin ella e incluso en

las placas que procedian del indéculo con NA.

9.3.3. Utilizacidén de compuestos nitrogenados como 1dnica
fuente de carbono, nitrogeno v energia

Los resultados obtenidos para los compuestos

nitrogenados se muestran en las Tablas VIII, IX, X y XI.

180



Tabla VIII. Estudio de la utilizacién de compuestos
nitrogenados como uUnica fuente de carbono, nitrégenoc y

energia por A. morrhuae.

Condiciones de cultivo Compuestos nitrogenados
Indéculo Medio sdélido Gln Leu Lys Phe Gly Orn Pro Put Thr
Sin NA + + + + + + + + +
Sin NA
Con NA - + - + - + + - -
Sin NA - - - - - + + - -
Con NA
Con NA - - - - - - - - -

+: Indica presencia de crecimiento.

-: Indica ausencia de crecimiento.

Compuestos nitrogenados: Gln (L-glutamina), Gly (Glicina),
Leu (L-leucina), Lys (L-lisina), Phe (L-fenilalanina), Orn
(L-ornitina), Pro (L-prolina), Put (Putrescina) y Thr

(L-treonina}.
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Tabla IX. Estudio de la utilizacidén de compuestos
nitrogenados como Unica fuente de carbono, nitrégeno y

energia por H. californiae.

Condiciones de cultivo Compuestos nitrogenados
Indculo Medio sélido Ala Phe Gly His Leu Lys Orn Pro Tre
Sin NA + + + + + + + + +
Sin NA
Con NA + + - + + - + + -
Sin NA + - - + + - + + -
Con NA
Con NA R

+: Indica presencia de crecimiento.

-: Indica ausencia de crecimiento.

Compuestos nitrogenados: Ala (L-alanina), Phe (L-
fenilalanina), Gly (Glicina), His (L-histidina), Leu
(L-leucina), Lys (L-lisina), Orn (L-ornitina), Pro (L-

prolina) y Tre (L-treonina).
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Tabla X. Estudio de la utilizacidén de

nitrégeno y energia por H. halobium.

compuestos nitrogenados como unica fuente de carbono,

Condiciones de cultivo

Compuestos nitrogenados

Indculo Medio sélido Ala Alt Phe Met Orn Thr
Sin NA + + + + +
Sin NA
Con NA + + + + +
Sin NA - - - + -
Con NA
Con NA - - - - -

+: Indica presencia de crecimiento.

~: Indica ausencia de crecimiento.

Compuestos nitrogenados: Ala (L-alanina), Alt (Alantoina), Asp (L-aspartico), Cre

(Creatina), Phe (L-fenilalanina), Met (L-metionina), Orn (L-ornitina), Thr (L-treonina), Trp

(L-triptéfano) y Val (L-valina).



Tabla XI. Estudio de la utilizacién de compuestos

nitrogenados como tUnica fuente de carbono,

energia por H.

morrhuae.

nitrégeno y

Condiciones de cultivo

Compuestos nitrogenados

Indéculo Medio sélido Oorn Pro
Sin NA + +
Sin NA
Con NA + +
Sin NA + +
Con NA
Con NA - -

+: Indica presencia de crecimiento.

: Indica ausencia de crecimiento.

Compuestos nitrogenados: Orn (L-ornitina) y Pro
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Se oBserva que vA. morrhuae utiliza blos’ compueétOS
nitrogenados indicados'en la Tabia VIII cuando sevcu1tivan en
medios liquidos sin NA, pero en’el medio sélido adicionado de -
NA se inhibe la utilizacién de glutamina, 1lisina, glicina,
putrescina y treonina.

H. californiae muestra un patrén de utilizacidén de
compuestos nitrogenados diferente a la especie anterior en el
medio sélido, y la NA, en el medio sélido, inhibe la
utilizacion de glicina, lisina y treonina.

H. halobium es 1la especie que utiliza mas compuestos
nitrogenados (Tabla X) y cuando se cultiva en medio liquido
sin NA pero en el medio sélido existe NA, se inhibe la
utilizacidén de la alantoina, creatina, triptdéfano y valina.
Y, H. morrhuae utiliza solamente ornitina y prolina
inhibiéndose su utilizacidn solamente después de cultivar la
especie en medio liquido y sélido con NA,

En todas las especies estudiadas se inhibe 1la
utilizacidén de compuestos nitrogenados cuando se cultivan en

medio liguido en presencia de NA.

9.3.4. Utiligzacién de los &acidos organicos como unica fuente
de carbono y energia

Los resultados obtenidos con la utilizacidén de A4acidos
organicos se muestran en las Tablas XII, XIII, XIV y XV.

De las cuatro especies, A. morrhuae es la que presenta
una mayor utilizacidén de Acidos organicos (Tabla XII)

inhibiéndose la utilizacién de acetato, acetilglucosamina,
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Tabla XII. Estudio de la utilizacidén de Acidos organicos como Unica fuente de carbono y energia
por A. morrhuae.
Condiciones de cultivo Acidos organicos
Inéculo Medio sélido Ace Acg But Cit Fum Glt Glr Gtm Hip Lat Mln Oxa Pir Tar
Sin NA + + + + + + + + + + + + + +
Sin NA
Con NA - - + + + - - - +/- - + + - -
Sin NA - - - - - - - - - - - - - -
Con NA
Con NA - - - - - - - - - - - - - -
+: Indica presencia de crecimiento.
+/-: Indica crecimiento leve.
-: Indica ausencia de crecimiento.
Acidos orgénicos: Ace (Acetato), Acg (D-N-acetilglucosamina), But (Butirato), Cit (Citrato), Fum

(Fumarato), Glt (DL-glicerato), Glr (D-glucuronato), Gtm (L-glutamato), Hip (Hipurato), Lat

(Lactato), Mln (Malonato), Oxa (Oxalato), Pir (Piruvato) y Tar (Tartrato).



Tabla XIII. Estudio de la utilizacién de Acidos orgénicos

como Unica fuente de carbono y energia por H. californiae.

Condiciones de cultivo Acidos orgéanicos
Indéculo Medio sélido Ace Acg Cit Lat Mln Pir
Sin NA + + + + + +
Sin NA
Con NA - - + - + +
Sin NA - - - - - +
Con NA
Con NA - - - - - -

+: Indica presencia de crecimiento.
-: Indica ausencia de crecimiento.
Acidos orgdnicos: Ace (Acetato), Acg (D-N-acetilglucosamina},

Cit (Citrato), Lat (Lactato), Mln (Malonato) y Pir (Piruvato)
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Tabla XIV. Estudio de la utilizacién de a&cidos orgénicos como

Unica fuente de carbono y energia por H. halobium.

Condiciones de cultivo Acidos organicos
Inéculo Medio sélido Ben @Gtm Lat Mat Mln Pir Suc
Sin NA + + + + + + +
Sin NA
Con NA - + + + + + -
Sin NA - - - - - + -
Con NA
Con NA - - - - - + -

+: Indica presencia de crecimiento.
-: Indica ausencia de crecimiento.
Acidos orgédnicos: Ben (Benzoato), Gtm (L-glutamato), Mat

(Malato), Mln (Malonato), Pir (Piruvato) y Suc (Succinato).
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Tabla XV. Estudio de la utilizacién de Acidos organicos

como Unica fuente de carbono y energia por H. morrhuae.

Condiciones de cultivo

Acidos orgéanicos

Inéculo Medio sélido But Cit Fum Glt Glr Hip Mat Mln Pir
Sin NA + + + + + + + + +
Sin NA
Con NA + + + + + +/- + + +
Sin NA + + + + + +/- 4+ - +
Con NA
Con NA - - + - - - - - +

+: Indica presencia de crecimiento.

+/-: Indica crecimiento leve.

-: Indica ausencia de crecimiento

Acidos orgédnicos: But (Butirato), Cit (Citrato), Fum

(Fumarato), Glt (DL-glicerato), Glr (D-glucuronato), Hip

(Hipurato), Mat (Malato), Mln (Malonato) y Pir (Piruvato).
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glicerato, glucuronato, glutamato, lactato, piruvato :‘y
"tartféto cuando se incuban en medios sélidos con NA. |
H. californiaé‘ ‘pfesenta inhibicién. de acetato;
acetilglucosamina y lactato. H. halobium no crece en
presencia de NA cuando se utiliza benzoato y succinato y H.
morrhuae s6lo se ve afectada cuando se utiliza el indculo
previamente crecido en presencia de NA y los medios sélidos
presentan NA, salvo para fumarato y piruvato que no esté

inhibido el crecimiento.

9.4. Influencia de la Naranja de Acridina en la resistencia
a antibidticos v metales pesados de A.morrhuae,H. californiae
H. halobium v H. halobium

Para comprobar si la NA producia en los microorganismos
en estudio algin efecto sobre la resistencia a antibidticos ¥
metales pesados, se tomaron inéculos en fase logaritmica de
crecimiento con NA y sin ella y se sembraron respectivamente
con el replicador de Steers en placas con y sin NA,
conteniendo las distintas concentraciones de antibidticos ¥y
metales pesados.

Se incubaron las placas a 37°C en oscuridad durante 30
dias. Los resultados obtenidos se muestran en las Tablas XVI,
XVII, XVIII y XIX para resistencia a antibidéticos y XX, XXT,
XXIT y - XXIII para resistencia a metales pesados.

Se observa que A. morrhuae pierde la resistencia a
bacitracina (50) y eritromicina (100), no asi para la

ampicilina y neomicina que se perdidé la resistencia después
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Tabla XVI. Estudio de la influencia de la Naranja de Acridina

sobre la resistencia a antibiéticos de A. morrhuae.

Condiciones de cultivo Antibidéticos (ug/ml)
Amp Bac Ery Neo
Inéculo medio sdélido 100 50 100 100
Sin NA + + + +
Sin NA
Con NA + - - +
Sin NA + - - +
Con NA
Con NA - - - -

+: Indica presencia de crecimiento.
-: Indica ausencia de crecimiento.
Antibiéticos: Amp (Ampicilina), Bac (Bacitracina), Ery

(Eritromicina) y Neo (Neomicina).
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Tabla XVII. Estudio de la influencia de la Naranja de Acridina sobre la resistencia a

los antibidéticos de H. californiae.

Condiciones de cultivo Antibiéticos (ug/ml)
Apm Bac Neo Nov Rif

Indéculo Medio sélido 100 50 100 50 100 50 10 100 10 5

Sin NA + + + + + + + + + +
Sin NA

Con NA - - - + - + + - + +

Sin NA - - - - - - + - - +
Con NA

Con NA - - - - - - - - - -

+. Indica presencia de crecimiento.
-: Indica ausencia de crecimiento.
Antibiéticos: Amp (Ampicilina), Bac (Bacitracina), Neo (Neomicina), Nov (Novobiocina)

y Rif (Rifampicina).



Tabla XVIII. Estudio de la influencia de la Naranja de

Acridina sobre la resistencia a antibiéticos de H. halobium.

Condiciones de cultivo Antibiéticos (ug/ml)
Amp Bac Ery Neo Nov
Inéculo| Medio de cultivo 100 50 100 100 10
Sin NA + + + + +/-
Sin NA
Con NA + + + + +/-
Sin NA + - - + -
Con NA
Con NA + - - + -

+: Indica presencia de crecimiento.

+/-: Indica crecimiento leve.

~: Indica ausencia de crecimiento.

Antibidéticos: Amp (Ampicilina), Bac (Bacitracina), Ery

(Eritromicina), Neo (Neomicina) y Nov (Novobiocina).
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Tabla XIX. Estudio de la influencia de la Naranja de Acridina

sobre la resistencia a antibiéticos H. morrhuae.

Condiciones de cultivo Antibiéticos (ug/ml)
Amp Neo Rif
Inéculo Medio de cultivo 100 10 5
Sin NA + + +
Sin NA
Con NA - + -
Sin NA - - -
Con NA
Con NA - - -

+: Indica presencia de crecimiento.
-: Indica ausencia de crecimiento.
Antibiéticos: Amp (Ampicilina), Neo (Neomicina) y Rif

{Rifampicina).
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Tabla XX. Estudio de la influencia de la Naranja de Acridina sobre la resistencia a metales pesados de A. morrhuae

Condiciones de cultivo

Metales pesados {(mM)

Pb Cu Cr As Ag Ni Co cd Hg Zn
Indculo Medio sélido 2,5 1,25 0,1 5 0,25 0,1 1,25 0,1 1,5 0,5 0,005 0,0025 0,5
Sin NA + + + + + + + + + + + + +
Sin NA
Con NA - + + + + + + + - +/- - + -
Sin NA - + - + +/- + + + - - - + -
Con NA
Con NA - - - - - - - - - - - - -

+: Indica presencia de crecimiento.

+/-: Indica crecimiento leve.

-: Indica ausencia de crecimiento.

Metales pesados: Pb (Plomo), Cu (Cobre), Cr (Cromo), As (Arsénico), Ag (Plata), Ni (Niguel), Co

{Zinc).

{Cobalto), Cd (Cadmio), Hg (Mercurio) y ZIn



Tabla XXI. Estudio de la influencia de la Naranja de Acridina sobre la resistencia a metales pesados de H.
californiae.

Condiciones de cultivo Metales pesados (mM)
Pb Cu Cr As Ag Ni Co cd Hg

In6culo | Medio s6lido 5 1,25 0,75 0,1 10 0,1 1,25 0,1 0,5 0,0025

Sin NA + + + + + + + + + +
Sin NA

Con NA + + + + + + + + + +

Sin NA - + + - - - - - - -
Con NA

Con NA - - + - - - - - - -

+: Indica presencia de crecimiento.
-: Indica ausencia de crecimiento.
Metales pesados: Pb (Plomo), Cu (Cobre), Cr (Cromo), As (Arsénico), Ag (Plata), Ni (Niquel), Co (Cobalto)

Cd (Cadmio) y Hg (Mercurio).



Tabla XXII.

Estudio de la

influencia

de la Naranja

de Acridina sobre la resistencia a metales pesados de H. halobium.

Condiciones de cultivo

Metales pesados (mM)

Pb Cu Cr As Ag Ni Co cd Hg Zn
In6culo Medio sdlido 10 2,5 0,1 10 0,1 0,01 2,5 1,25 1,25 0,75 0,1 1,5 1 0,5 0,0025 0,5
Sin NA + + + + + + + + + + + + + + + +
Sin NA
Con NA + + + + + + + + + + + +/- + + + -
Sin NA + + + + - + - + + + + - ¥/~ + -
Con NA
Con NA + + + - - + - + - - + - - /- + -

+: Indica presencia de crecimiento.

=

Indica crecimiento leve

-: Indica ausencia de crecimiento.

Metales pesados: Pb (Plomo), Cu (Cobre), Cr

(Zinc),

(Cromo), As (Arsénico), Ag (Plata), Ni (Niquel), Co (Cobalto)}, Cd (Cadmio), Hg

(Mercurio) y 2Zn



Tabla XXIII. Estudio de la

influencia de la Naranja de Acridina sobre la resistencia a metales pesados de H. morrhuae.

Condiciones de cultivo Metales pesados (mM)
Pb Cu Cr As Ag Ni Co Cd Hg

Inéculo Medio sélido 2,5 2,5 1,25 1,5 1 0,1 5 0,01 2,5 1,25 0,1 0,5 0,0025

Sin NA + + + + o+ o+ + + + + + + +
Sin NA

Con NA + + + -+ o+ + + - + + + +

Sin NA - - + - - - + + - + +/- - +
Con NA

Con NA - - + - - - - - - + - - -

+: Indica presencia de crecimiento.

+/~: Indica crecimiento leve.

-: Indica ausencia de crecimiento.

Metales pesados: Pb (plomo), Cu {(cobre), Cr (Cromo), As (Arsénico), Ag (Plata), Ni (Niquel), Co (Cobalto), Cd (Cadmio) y
Hg (Mercurio).



de cultivar en medio liquido en preséncia de NA.

H. &aliforniae piérde‘pronto la resistencia a ampicilina
(100), bacitracina(SO), neomicina (100), novobiocina (100) y:
rifampicina (100), cuando se inoculan los cultivos sin NA y
se siembran en placas con NA.

Curiosamente, cuando disminuye la resistencia a 1los
antibidticos (neomicina, novobiocina y rifampicina) los
cultivos necesitan un mayor contacto con la NA para perder la
resistencia.

H. halobium muestra un comportamiento muy diferente a
las cepas aanteriores, y la resistencia a la ampicilina y a
la neomicina no se pierde por la presencia de NA, sin embargo
es muy sensible a la novobiocina. H. morrhuae sdélo resiste a
tres antibidéticos y pronto pierde esta resistencia.

Para el estudio a la resistencia a los metales pesados,
se ha tomado como referencia las MICs que presentan estas
especies frente a los metales pesados y estudiado la pérdida
de la misma.

En la Tabla XX se muestran los resultados que presenta
A. morrhuae, observandose que se pierde la resistencia de Pb,
Cd, Hg (0,005) y Zn (0,5) cuando se cultivan en medios
s6lidos con NA.

Para el caso de H. californiae, la resistencia al cobre
(0,75) no se pierde en presencia de NA y para el resto de los
metales es necesario que el 1inéculo haya sido crecido en
pPresencia de NA.

H. halobium muestra que la resistencia a Pb, Cu, Cr, As
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(5), Ag (0,01), Ni (1,25), Co (0,1) y Hg (0,0025) no se
"pierde después del_tratamient@ con NA, siendo ésta la especie
mas resistente al éfécﬁo de la presencia de NA. Por ultimo,
en H. morrhuae, salvo para el Cu y Ni (1,25), la resistencia
a los demas metales se pierde en presencia de NA.

Muchas de las resistencias a antibidéticos y metales
pesados van codificadas en plasmidos, siendo en muchos de
estos casos motivada la pérdida de resistencia a los mismos,
por la pérdida de plasmidos. Este término no se ha podido
establecer experimentalmente y no se ha encontrado una
correlacidén con los estudios realizados.

Como resumen de este apartado de 1la NA como agente
mutagénico, cabe destacar que no se han establecido nuevas
funciones metabdlicas o de resistencia debido a la presencia
de NA. Ahora bien, para casi todos los casos y especies
estudiadas, existe una inhibicidn de las funciones
metabdlicas por el agente mutagénico y este efecto no es

revertido.

10. Influencia de la Naranja de Acridina en la formacién de
velo superficial de A. morrhuae, H. californiae, H.
halobium y H. morrhuae.

Como en los estudios preliminares realizados por
Fernandez del Castillo (1987), la especie H. halobium no
tiene la capacidad de formar PHB cuando se cultiva en un
medio determinado. Se quiso estudiar con estos experimentos,

la influencia de la NA en la produccién de PHB por estas

especies.
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Se realizaron los cultivos en presencia y ausencia de NA
en las cuatro especies, observando que tras 30 dias de

incubacién no aparecié velo superficial en ningan caso.

11. Estudio de la produccién y andlisis de polisacdridos de
A. morrhuae, H. californiae, H. halobium y H. morrhuae,
en presencia de Naranja de Acridina.

En el presnte estudio, se realiza la produccién de los
polisacaridos en un medio no definido (apartado 3.7 de
Materiales), de las cepas indicadas en ausencia y presencia
de la NA, asi como el analisis de la composicidén de las
mismas.

Los experimentos se realizaron en el medio indicado en
agitacién y 37°C. De la extraccién de los mismos, se deduce
la presencia de dos fracciones extraibles que
morfologicamente presentan un aspecto diferente, siendo la
primera extraccidén realizada inmediatamente después de la
adicién de la acetona y la segunda extraccidn tras un reposo
de 24 horas en camara a 4°C. La primera extraccién al
precipitar presentd un aspecto laxo pero gelatinoso, mientras
que la segunda extraccién es de aspecto pulverulento y fué
recogido por centrifugacidn.

En la tabla XXIV, se muestra el estudio comparativo de
la produccién de polisacarido en presencia y ausencia de NA,
de las cuatro especies y tras un periodo de incubacidén de 7 ¥
14 dias. De forma general podemos indicar que:

1) el nuimero de células disminuye a lo largo del tiempo y en
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Tabla XXIV. Estudio de la produccién de polisacarido por Amoebobacter morrhuae, Haloarcula californiae, Halobacterium

halobium v Halococcus morrhuae en presencia de Naranja de Acridina.

Polisacaridos
Primera extracciodn Segunda extraccién
Especies 7 dias 7 dias + NA 14 dias 14 dias + NA 7 dias 7 dias + NA 14 dias 14 dias + NA

2,5x107 * 3,5x107 2,3x106 2,1x107 2,8x107 3,5x107 2,3x108 2, 1x10%
A. morrhuae

12,6 %= n.d. 38,0 n.d. 17,5 50,0 123,0 67,0

6,0x10% 4,5x107 5,5x107 1,3x10% 6,0x10% 4,5x10° 5,5x107 1,3x10?
H, californiae

1,2 2,3 26,0 14,0 9,8 30,0 50,0 80,0

6,5x10% 8,0x106 3,0x10% 4,0x10% 8,5x105 8,0x106 2,0x10% 4,0x106
H. halobium

35,5 18,3 33,2 33,2 84,0 62,0 35,0 120,0

2,8x10% 7,3x10¢ 8,3x107 3,0x109 2,8x10% 7, 3x102 §,3x107 3,0x10%
H. morrhuae

20,0 3,9 32,5 18,0 44,8 55,5 119.0 60,0

#*): Indica nimero de células por ml de cultivo.

#%): Indica la concentracidén en g/1.




presencia de NA, 2) 1la producciéh tanto en la primera como en
la segunda extraccién aumenta con el periodo de incubacién
salvo para H. halobium que presenta una ligera disminﬁcién en
la produccion de la primera extraccidén sin NA y un descenso
marcado en la produccidén de la segunda extraccidén sin NA.

La NA no parece influir en la sintesis de la primera
extraccidén va que en A. morrhuae y H. californiae se aumenta
la cantidad producida, no asi en H. halobium y H. morrhuae.

En la segunda extraccién, para A. morrhuae se muestra
una inhibicidén de la sintesis a los 14 dias, aunque se debe
de tener en cuenta que el nimero de células disminuye. En las
otras tres especies, la NA no influye en 1la sintesis de
polisacaridos de la segunda extraccién.

3) E1 J6ptimo de produccidén del polisacarido de primera y
segunda extraccidn es a los 14 dias salvo por H. halobium que
los datos encontrados indican una mayor produccidén a los 7
dias.

l.os datos de produccién obtenidos con estas especies son
en todos los casos superiores a los obtenidos por J. Antén
(1989) para Haloferax mediterranei (maximo de 2,9 g/1), en
condiciones similares de cultivos.

Cabe considerar también que como indica Tait y col.
(1986) las fracciones extraidas 1llevan como contaminantes
normales proteinas que en algunos casos pueden llegar a ser
hasta del 63% del peso seco total (Ghai y col. 1981),

Los experimentos realizados, no se han orientado al

estudio del contenido protéico de la extracciénes indicadas,
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luego podriamos suponer que en lasr fracciones extraidas
existan determinadas'_sustancias contaminantes y kque el
contenido de 1la mishédesﬁé en funcién, quizas, délrtipo de
método de extraccidn con acetona (J. Antén, 1989).

El estudio tentativo de la composicidén en azucares de
los carbohidratos se ha realizado por la técnica de
cromatografia liquida de alta resolucién. Para ello, los
polisacaridos fueron dializados y liofilizados. Una cantidad
conocida fue resuspendida y utilizada para una hidrolisis

total dcida y tras filtracién fue analizado por la técnica

indicada.
En la Figura 36a, se muestran algunos de los
cromatogramas de A, morrhuae de la primera y segunda

extraccidén en presencia y ausencia de NA,

En la Tabla XXV, se muestran los tiempos de retencién de

los picos aparecidos. Para la primera y segunda extraccidn
se observa que fundamentalmente no varian los picos
aparecidos.

La presencia de NA no induce una variacién en la
composicidén del polisacarido y ambas extraciones parecen ser
el mismo tipo de sustancia.

Del analisis cromatografico y la comparacion con los
patrones de azilcares, el polisacarido de A. morrhuae parece
presentar Acidos urdnicos {aproximadamente 13,50),
presumiblemente diferentes a glucurdénicos y galacturédnicos,
glucosa (aproximadamente 18,00) y galactosa (aproximademante

19,00) que podria estar enmascarando a la manosa
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Tabla XXV. Tiempos de retencién de las fracciones polisacaridicas

analizadas por C.L.A.R. de Amoebobacter morrhuae.

Condiciones de cultivo
y tipo de extraccién Tiempos de retencién (min)

12 Extraccién

7 dias 12,53 13,50 17,05 18,15 25,49 26,60

14 dias 12,69 - 17,34 18,32 25,65 28,45

2a Extraccion

7 dias 12,83 13,79 17,22 18,24 26,19 27,18
7 dias + NA 12,90 13,62 17,25 18,30 26,28 27,41
14 dias 12,53 13,05 17,12 18,10 25,48 26,51
14 dias + NA 12,54 13,70 17,05 18,07 25,49 26,57
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¥

Figura 36a. Cromatograma correspondiante por analisis de

C.L.A.R. de las fracciones polisacaridicas de A.morrhuae

a) primera extarccidén en ausencia de Naranja de

Acridina. b) segunda extraccién en presencia de Naranja

de acridina.
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(aprﬁﬁimgdaménte 19,10). el pico que se ‘presenta - a
’(éproximadamente 26,50), podria ser indicativo de” 1a
presénéia de acetatos. |

En la Figura 36b, se muestran algunos de los
cromatogramas obtenidos con polisacaridos de H. californiae y
en la Tabla XXVI se indican los tiempos de retencidn
obtenidos.

De los datos indicados se deduce que la estructura del
polisacdrido de la primera y segunda extraccién es muy
similar y que no sufre alteraciones mencionables en presencia
de la NA. Este polisacdrido difiere del de A. morrhuae en la
ausencia del ©pico correspondiente a los acetatos y 1la
aparicién de un marcado pico con tiempo de retencidn de
{aproximadamente 27,50). El contenido en glucosa y galactosa
y/0 manosa parece similar.

Los resultados obtenidos para H. halobium se muestran en

la Figura 37a y Tabla XXVII.
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Figura 36b. Cromatograma correspondiante por analisis de
C.L.A.R. de las fracciones polisacaridicas de H.
californiae a) primera extraccidn en ausencia de
Naranja de Acridina. b) segunda extraccidén en presencia

de Naranja de Acridina.
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Tabla XXVI. Tiempos de retencién de las fracciones polisacaridicas

analizadas por C.L.A.R. de Haloarcula californiae.

Condiciones de cultivo
y tipo de extraccién Tiempos de retencién (min)

12 Extraccién

7 dias 13,63 18,77 19,83 26,09 27,87
7 dias + NA 13,96 19,10 20,32 26,71 28,52
14 dias - - - 26,15 28,67
14 dias + NA 12,60 17,32 18,35 24,16 26,09

28 Extraccién

7 dias + NA 13,28 18,23 19,40 25,55 27,16
14 dias - - - 26,48 28,175
14 dias + NA 12,59 17,27 18,31 24,18 25,68
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Figura 37a. Cromatograma correspondiente por andlisis
de C.L.A.R. se las fracciones polisacaridicas de H.
halobium de a) primera extraccidén en ausencia de Naranja
de Acridina. b) segunda extraccidén en presencia de

Naranja de acridina.
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Tabla XXVII. Tiempos de retencién de las fracciones

polisacaridicas analizadas por C.L.A.R. de Halobacterium

halobium.

Condiciones de cultivo
y tipo de retencién

Tiempos de retencidn (min)

la Extraccidn

7 dias - 17,37 18,40 25,717

7 dias + NA - 17,27 18,30 25,66
14 dias - 17,24 18,51 -
14 dias + NA - 17,24 18,37 -

22 Extraccién

7 dias 12,62 17,33 - 25,70

7 dias + NA 12,62 17,28 - 25,617
14 dias - 17,21 18,50 -
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De ellos se "deduce que existen diféfenci;s
significatiVas entre él polisacarido devla primera 'y segundé
extraccidén y en los polisacdridos obtenidos a los 14 dias,
aunque no se observan diferencias cuando se tratan con NA.

El polisacdrido de la primera extraccidén parece no
presentar dcidos urdnicos y si glucosa y galactosa y el de la
segunda extraccién posee acidos urdnicos v carece de
galactosa. Ninguno de ellos tener acetatos.

Por dltimo, H. morrhuae muestra sus resultados en la

Figura 37b y Tabla XXVIII.
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Figura 37b. Cromatograma correspondiente por analisis de
C.L.A.R. de las fracciones polisacaridicas de H.

morrhuae a) primera extraccién en ausencia de Naranja de
Acridina. b) segunda extraccidén en presencia de Naranja

de Acridina.
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Tabla XXVIII. Tiempos de retencién de las fracciones

polisacaridicas analizadas por C.L.A.R. de Halococcus morrhuae.

Condiciones de cultivo
y tipo de retencién

Tiempos de retencién {(min)

la Extraccién

7 dias 12,78 17,54 18,88 - 26,01

7 dias + NA 12,63 16,91 18,59 25,71

14 dias 12,60 17,31 18,36 21,13 25,84

14 dias + NA 12,61 17,29 18,29 21,20 25,68
22 Extraccién

7 dias 12,79 - - - 26,08

7 dias + NA - 17,19 - - 25,75

14 dias 12,61 16,95 - 21,29 26,07

14 dias + NA - 16,92 - 21,02 25,68
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" De ellas se deduce que existe variacién - en el
pélisacéridd'de la primera y segunda extraccidén, mostrandose
que falta el pico correspondiente a la galactosa en los
polisacaridos de la segunda extraccién y que en presencia de
la NA, se pierde el pico presumiblemente correspondiente a
los 4cidos urdnicos, siendo este comportamiento mas similar
al que presenta H. halobium. Igualmente aparece un nuevo pico
(aproximadamente 21,10) en la primera y segunda extraccion
tras 14 dias de incubacidn.

Evidentemente, estos estudios son preliminares en cuanto
a la composicién de los polisacaridos producidos por estas
cuatro especies, pero se creyé interesante estudiar sobre
todo, la posible influencia de la NA en las mismas. No
obstante, los resultados obtenidos no son muy diferentes a
los obtenidos por J. Antén (1989),‘con las especies de H.
mediterranei en la composicidon de sus exopolisacaridos, que
preliminarmente son polisacaridos acidicos, con adcidos

urdnicos v con azlcares neutros como glucosa, galactosa Yy

manosa.

12. Estudio microscépico de la influencia de la Naranja de
Acridina en la morfologia celular y movilidad de a.
morrhuae, H. californiae, H. halobium y H. morrhuae.

Se quiso comprobar si la presencia de NA afectaba la
morfologia y la movilidad de las células de los
microorganismos en estudio. Para ello se pusieron en contacto

con NA a las concentraciones de 25, 50, 75 y 100 ug/ml.

De estos cultivos se toman muestras a las 3, 6, 12, 24 ¥
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48 horas de incubacién obsrvdndolas al microscopio - de
contraéte de fase.

De forma general, la movilidad se ve incrementada a
todas las concentraciones de NA empleadas y en todos los
tiempos utilizados. El1 ndmero de células disminuye con el
aumento de la concentracién de la NA y con el tiempo de
incubacién. La morfologia celular varia a las distintas
concentraciones de NA aunque ésta se mantiene a lo largo del
tiempo.

Asi en A. morrhuae, (Figura 38), la mayoria de los
bacilos disminuyen de tamafioc, acordandose y engrosandose a la
vez, v en los que se mantienen largos se observa un
engrosamiento en los extremos parecidos a palillos de tambor.
La movilidad en esta bacteria es extremada.

En H. californiae (Figura 39), se observa que no hay
pérdida de su refringencia vacuolar cuando estd expuesta a la
NA, si hay disminucién del nimero de células y del tamano. La
movilidad no es tan acusada comoven el caso anterior.

Los bacilos de H. halobium (Figura 40), también acortan
su tamafio, observandose como contraste la aparicién de
algunos bacilos muy largcs y refringentes. La movilidad es
menor que en A. morrhuae.

Las células de H. morrhuae, (Figura 41), cuando se
encuentran en presencia de NA se agrupan a modo de racimos de
uvas, engrosan su tamafio y adquieren gran movilidad parecida

a un temblor de azogue.
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Figura 38. Microfotografia de A. morrhuae.En ella
podemos observar la morfologia de los bacilos en

presencia y ausencia de Naranja de Acridina
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Figura 38. Microfotografias de H. californiae. Podemos
observar las vacuolas refringentes auin en la presencia

de la Naranja de Acridina.



Figura 40. Microfotografia de H. halobium. En ella se
muestra la distinta morfologia de los bacilos

enpresencia de Naranja de Acridina.
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Figura 41. Microfotografia de H. morrhuae. En ella
podemos observar la morfologia de los bacilos

enpresencia de Naranja de Acridina.
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13. Estudio de la pérdida de plasmidos de A. morrhuae, H.
californiae y H. halobium inducida por la ’Nargnja de
Acridina. '

La pérdida de pléasmidos lleva consigo la eliminacidn de
ADN extracromosdémico de una estirpe bacteriana. Esta pérdida
se puede lograr completamente por diferentes métodos
incluvendo el tratamiento con NA (Campbell, 1962).

Basandonos en estos antecedentes, se quiso comprobar si
la NA eliminaba los plasmidos de estas especies. Para ello,
se cultivaron las especies A. morrhuae, H. californiae, y H.
halobium con NA y se realizé el estudio del perfil de
pliasmidos por el método de Eckardt modificado (apartado 18 de
Métodos). Se probaron las siguientes concentraciones de NA
(25, 50, 75 v 100 ug/ml) vy las electroforesis se realizaron a
distintos tiempos (3, 12, 24, 48 y 72 horas).

Gutiérrez y col. (1987) indican que A. morrhuae presenta
tres plasmidos de peso molecular 300, 280, vy 180 Md; H.
californiae tiene tres plédsmidos de peso molecular 120, 100 ¥y
menor de 100 Md vy H. halobium presenta dos plasmidos de peso
molecular 115 y menor de 100 Md.

Se observé que, si bien a las tres horas de contacto con
la NA los plidsmidos permanecen intactos, a partir de las 12
horas de contacto ya no se aprecian estos en ninguna de las
electroforesis realizadas a las distintas concentraciones de
NA empleadas.

Los resultados obtenidos demuestran claramente que los

plasmidos se eliminan del citoplasma de las bacterias en las
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condiciones indicadas, resultados que difieren qon lés
presentados por Moore y‘McCarthy (1969) que indicabahféue el
ADN minoritario, aunque es de naturaleza plasmidica, no se
eliminaba con el tratamiento con acridina, acriflavina o
mitomicina C, debido quizéas a que las condiciones

experimentales eran muy diferentes.
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CONCLUSIONES



1)

Las concentraciones minimas de Naranja de Acridina para el
estudio de la influencia del agente mutagénico son: 50

ug/ml para Améebobacter morrhuae, Haloarcula californiae,

-;y Halobgqtérigm_halobium y der100~ug/mlspaga-ﬂalococcus

2)

(5]

4)

morrhuae,

La temperatura de incubacidén de Amoebobacter morrhuae,
Haloarcula californiae, Halobacterium halobium, v
Halococcus morrhuae, afecta de forma heterogenea en la
supervivencia de los cultivos en presencia de Naranja de

Acridina.

La inhibicidén del crecimiento inducida por la Naranja de
Acridina es mayor cuando los cultivos de las especies
estudiadas se encuentran en fase exponencial de

crecimiento.

Salvo para Halobacterium halobium, el pH del medio de
cultivo no influye en 1la supervivencia de las especies

estudiadas en presencia de Naranja de Acridina.

La concentracién de sales del medio de cultivo influye
fuertemente en la supervivencia de Haloarcula californiae
en presencia de la Naranja de Acridna, no asi en las otras

tres especies estudiadas.

6) E1 fosfato monopotdsico no influye en la supervivencia de



7)

10)

11)

Amoebobacter morrhuae, Haloarcula californiae,

Halobacterium halobium y Halococcus morrhuae en presencia
i P

efecto

positivo sobre la inhibicién inducida por la Naranja de

Acridina.

La supervivencia de las especies estudiadas en presencia
de la Naranja de Acridina, no se ve afectada por la mayor

o menor concentracidén de glucosa en el medio de cultivo.

El consumo de glucosa por las especies estudiadas se ve
disminuido en presencia de la Naranja de Acridina ¥y
aumenta cuando aumenta la concentracién de extracto de

levadura en el medio de cultivo.

La eliminacién de la Naranaja de Acridina del medio de
tratamiento no esta influida por la concentracidén de la
glucosa en el medic v es mayor conforme disminuye la

concentracién del extracto de levadura en el medio.

La Naranja de Acridina no indujo la obtencién de mutantes
auxotréficos, ni la utilizacidén de nuevos sustratos en el

metabolismo de las especies estudiadas.

La presencia de la Naranja de Acridina inhibe la

utilizacidén de carbohidratos, alcoholes y compuestos



12)

13)

14)

15)

nitrogenados como sustratos habituales en el metabolismo

" de las especies estudiadas.

de la

La Naranja de Acridina induce 1
resistencia a los antibidéticos y metales pesados, a los
que son resistentes cada una de las especies estudiadas ¥y

en ningun casc se han obtenido nuevas resistencias a los

mismos inducidas por el agente mutagénico.

La Naranja de Acridina produce variaciones en la

morfologia v movilidad de las especies estudiadas.

La pérdida de plasmidos de las especies estudiadas es

eficazmente relizada por la Naranja de Acridina.

En el estudio de la influencia de la Naranja de Acridina
en la produccidén y composicidén de los polisacaridos de
Amoebobacter morrhuae, Haloarcula californiae,

Halobacterium halobium y Halococcus morrhuae se ha

establecido que:

a) El tiempo &éptimo de produccién de las fracciones
extraidas es de 14 dias para Amoebobacter morrhuae,
Haloarcula californiae y Halococcus morrhuae y de 17
dias para Halobacterium halobium.

b) Se aumenta la produccién de los polisacaridos en todas
las especies estudiadas menos en Amoebobacter morrhuae

cuando se cultivan en ©presencia de Naranja de



- Acridina.

&)

d)

La Naranja de Acridina altera -‘la composicidon de los

polisacédridos producidos por Halobacterium ybium y

Halococcus morrhuae.

Los polisacaridos sintetizados por Amoebobacter
morrhuae, Haloarcula californiae, Halobacterium
halobium y Halococcus morrhuae, contienen basicamente

dcidos urdnicos, glucosa v galactosa.
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