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ESTUDIS CONFORMACIONALS
DE LA HISTONA F3 DE TIMUS DE VEDELLA

per ESTEVE PADROGS i JAUME PALAU

Institut de Biologia Fonamental, Universitat Autdbnoma
de Barcelona

En l'organitzacié6 del cromosoma, no ha estat encara establert el pa-
per que tenen les histones. Dues teories generals parlen d’una funcié
repressora de l’activitat genética de I’ADN i d’una funcié de manteni-
ment de la superstructura de la nucleoproteina. Es, doncs, important
d’arribar a establir les caracteristiques fisico-quimiques de les histones, per
tal de poder conéixer amb més profunditat com s'esdevé la interacci6
amb I'ADN.

Actualment ¢és coneguda l'estructura primaria de 4 histones?’, la qual
cosa fa que siguin ja possibles estudis fisics i fisico-quimics de llurs es-
tructures secundaria i terciaria. En el present treball sén duts a terme
estudis de D'estructura terciaria de la histona F3, extreta de timus de
vedella, perqué és I'inica histona que conté cisteina i és rica en arginina,
i la seva seqiiéncia és coneguda i mostra regions molt caracteristiques *:
els dos residus cisteina estan localitzats en una regié de 29 residus no
basics, amb un fort potencial de formacié d’hélix alfa o d’estructures
plegades.

Han estat emprades basicament dues técniques:

a) Espectroscopia de ressondncia de spin electronic (ESR). Consis-
teix a enllagar un «marcador de spin»n® a la proteina que cal estudiar.
Aquest marcador de spin, que és en realitat un radical lliure organic,
pot ¢ésser elegit de tal forma que sigui enllagat amb un tipus determinat
d’aminoacid. L’espectre d’ESR obtingut reflecteix els canvis conforma-
cionals o plegaments que tenen lloc en la regi6 de la molécula on el
marcador de spin és enllagat. En aquest treball, hom ha elegit un mar-
cador de spin especific per als grups —SH, bé que reacciona, en menor
proporci6, amb els grups —NHo.
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b) Pertorbacié térmica en Ulultraviolat. ¥s una forma d’espectros-
copia de diferéncia. Hom posa la mateixa solucié proteica a la cubeta
de referéncia i a la de mostra, i després escalfa la mostra bo i mantenint
la de referéncia a temperatura constant. Continuant el mateix procedi-
ment amb un model adequat (en el nostre cas amb I'ester metilic de la
tirosina), hom treu informacié sobre el percentatge de residus tirosina
accesibles al dissolvent, és a dir, que estan situats a la superficie de la
molécula ¢

Els resultats obtinguts utilizant el marcador de spin especific per als
grups —SH mostren que: a) existeix una cova (o unes coves) on hi ha
situat un residu cisteina °; b) aquesta cova és tancada d’alguna forma en
augmentar la forca ionica de la solucié; c) el tractament amb urea 6M
no és capag de destruir totalment aquesta estructura.

Per tal d’estudiar més de prop la topologia de la cova, han estat
emprades 5 formes del mateix marcador de spin, variant només llur lon-
gitud. Els resultats demostren que, en solucions amortidores de fosfat
0,024 M, i pH 6,7, la cova s’eixampla rapidament als 89 A de fondaria,
i que després s'eixampla més lentament. Als 16 A, practicament, la cova
ja no es observada.

Els estudis qualitatius de pertorbaci6 térmica fets amb aquesta ma-
teixa histona indiquen que, en solucions amortidores de fosfat 0,024 M,
i pH 6,7, els residus de tirosina sén coHocats en un embolcall hidrofo-
bic. A pH 3 (HCI 0,001 M) aquests residus han variat clarament d’embol-
call, i sén coHocats en un ambient hidrofilic. D’altra banda, la compa-
raci6 dels pendents de les rectes que en resulten, en representar l'aug-
ment de densitat optica vers l'augment de temperatura, indica la pos-
sibilitat que una part important de tirosines sigui trobada a l'interior
de la molécula quan aquesta és dissolta en fosfat 0,024 M, i pH 6,7.
Com pot ésser observat, tots aquests resultats estan d’acord amb un con-
siderable plegament de la molécula en augmentar el pH i la for¢a idnica.

Han estat duts també a terme uns experiments preliminars d’estudi
de la interacci6 entre 'ADN i la mateixa histona, mitjancat la técnica
del marcador de spin. Aquests primers resultats mostren que practica-
ment tota la molecula d’histona queda immobilitzada en interaccionar
amb I’ADN (en solucions amortidores de fosfat 0,024); els estudis posteriors
aniran dirigits a confirmar i ampliar aquests resultats encoratjadors.
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REACCIO DE LA RIBONUCLEASA A DE PANCREAS DE BOU
AMB PIRIDOXAL-FOSFAT

per D. OBACH i C. M. CUCHILLO

Institut de Biologia Fonamental, Universitat Autdnoma
de Barcelona

Sén diverses les técniques utilitzades per a coneixer els aminoacids
que formen part del centre actiu d’'un enzim. Citarem com a exemples
més representatius les técniques d’obtencié de derivats covalents formats
entre I'enzim i el substrat, o entre I’enzim i un analeg del substrat, aixi
com les técniques de reaccié quimica controlada amb reactius especifics
per a uns determinats grups, etc. (KosHLAND, 1g60). D’entre aquestes técni-
ques, una de les més utilitzades actualment és la del marcat per afini-
tat. El fonament d’aquesta técnica és obtenir una substincia analoga al
substrat que tingui les dues particularitats segiients: a) que manqui dels
grups quimics que donen lloc a la reaccié enzimatica amb el substrat,
i b) que contingui un grup quimic reactiu en la posici6 adequada, el
qual reaccioni amb I'enzim en forma irreversible.

En el marcat per afinitat, cal que es produeixi una pérdua de l'acti-
vitat enzimatica com a conseqiiéncia del bloqueig d’'un grup imprescin-
dible, bé en la fixaci6 del substrat, bé en la catalisi propiament dita.
L’analogia estructural permet de suposar que la reaccié6 ha tingut lloc
en el centre actiu i que, per tant, la pérdua d’activitat no és deguda
a un canvi conformacional de la proteina enzimatica induit per la pre-
sencia del reactiu emprat (KosHLAND, 1960; SINGER, 196%).

En alguns casos, la reacci6é entre el reactiu d’afinitat i el grup quimic
especific de I'enzim déna lloc a un compost inestable que, conseqiient-
ment, és necessari estabilitzar per a poder contixer el lloc de reaccié.
Aquest cas és el del piridoxal-fosfat, que és capa¢ de reaccionar amb el
grup ¢—NH: de les lisines i donar lloc a la formacié d’una base de
Schiff caracteristica. Aquesta base de Schiff és, tanmateix, poc estable,
i pot ésser hidrolitzada facilment. Per aixo cal estabilitzar el complex
Piridoxal-lisina, la qual cosa és assolida per reduccié de la base de Schiff
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amb borohidrur de sodi, amb qué hom obté I'estabilitzacié del complex
mitjancant la formacié d’una amina secundaria (FISHER, 1964; FISHER
et al., 1958).

El centre actiu dels enzims, tal com ja ha estat dit, és format no
solament per aminoacids que intervenen en la catalisi propiament dita
siné també per d’altres que hi intervenen formant llocs especifics per a la
fixacié dels substrats o dels cofactors. L’especificitat d’aquests dos pro-
cessos depén altament de D'estructura terciaria local. Hom ha pogut ob-
servar en molts casos que els residus implicats presenten valors pKa ano-
mals, i ha estat observat que llur reactivitat és quimicament atipica en
comparaci6 amb compostos models. Aquests fets han portat a la con-
clusi6 que els residus del centre actiu poden estar preparats per a dur

. Nl'/iz N ‘ NH

1l |

CH,
CH,0P o cor Qo CH,0P
N _HQ N Na BHs R
| — |
+H, 7 s

H,C N

HC
HO) SO

FiG. 1. — Reaccié del piridoxal-fosfat amb el grup «NH, d'una lisina de la proteina
enzimatica i posterior reduccié de la base Schiff obtinguda

a terme llur funcié en una condicié localitzada d’alta energia (VALLEE
i WiLaiLMs, 1968).

La formacié de complexos entre el piridoxal-fosfat i els enzims que
en s6n dependents per a l'activitat és un exemple de la reactivitat es-
pecifica de centre actiu. Com a regla general, el grup aldehid del co-
factor forma un enlla¢ aldimi només amb un residu lisil del gran nombre
dels que es troben a la proteina (FASELLA, 196%).

Els residus lisils del centre actiu que no depenen del piridoxal-fosfat
per a l'activitat podrien estar condicionats en una forma que permetria
la formacié especifica de I'aldimina amb piridoxal-fosfat, ja que un bon
nombre d’enzims s’inhibeixen en la seva preséncia (Rippa et al., 1967;
SHAPIRO et al., 1968; VALLEE i RIORDAN, 1969; PiszkiEwicz et al., 19%70).

La ribonucleasa A de pancreas de bou és un enzim en el qual el
piridoxal-fosfat no té funcié coneguda, perd que posseeix un centre fi-
xador de fosfat molt ben caracteritzat (WYCKOFF et al., 1967; KARTHA
et al., 196%). Quan la ribonucleasa és tractada amb piridoxal-fosfat i
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borohidrur de sodi, es perd activitat catalitica. Aquesta pérdua d’activi-
tat és atribuida per MEaNs i FEENEY (1971) i RAETZ i AuLp (1972) a la
uni6 del piridoxal-fosfat a un residu lisil topologicament adjacent al
centre actiu. Segons els primers autors, la reaccié té lloc solament amb
el grup e—NHa de la lisina 7, mentre que els segons, en un treball molt
més complet, mostren que la reaccié té lloc amb els grups e —NH: de les
lisines # i 41 en una proporcié de 2 a 3

A causa del nostre interés per escatir la funci6 del grup lisina %,
i sospitant que podria estar implicat en la fixaci6 de purines en el nu-
cleotid adjacent en 5’ a l'enllag fosfodiester hidrolitzat per la ribonu-
cleasa (DEavIN et al., 1966, a; 1966, b; RaBIN et al., 1969) decidirem
d’estudiar aquesta reaccié amb la intencié d’analitzar el comportament
cinétic del derivat en lisina 4 quan sén utilitzats substrats diferents, com
és ara ARN, acid citidilic 2’,3" ciclic i nucledsids monofosfats del tipus
CpX on X pot ésser qualsevol de les quatre bases propies de I'ARN.

La utilitzacié del piridoxalfosfat com a marcador d’afinitat de la ri-
bonucleasa prové del fet que el piridoxal-fosfat inhibeix competitiva-
ment la hidrolisi de I'acid citidilic 2’3" ciclic a pH #,15 en tampé6
tris-C1H o,05 M. La constant d’inhibici6 té un valor Ki = 2,8 x 10— M
(MEANs i FEENEY, 1g71). D’ altra banda, hom considera com a evidéncia
de reaccié en el centre actiu per fixacié del fosfat el fet que un excés
de 35 vegades la concentraci6 de piridoxal no té cap efecte sobre l'acti-
vitat ribonucleasica (MEaNs i FEENEY, 1971; RAETZ i AuLD, 1972).

Com a comprovaci6 adicional, s’ha pogut veure que, en les condicions
de treball, el tractament de la ribonucleasa amb borohidrur de sodi sol
no produeix inhibicié de l'activitat enzimatica.

En els nostres experiments, hem trobat que les condicions de treball
s6n summament importants de cara a la interpretacié final dels resultats;
hi ha, perd, diverses diferéncies, algunes de forca consideracié6, en relacié
amb els treballs abans esmentats, és a dir, amb el de MEeaNs i FEENEY
(1971) i amb el de RAETZ i AULD (1972).

Com a material de partida, ha estat utilitzada sempre la ribonuclea-
sa A obtinguda per cromatografia sobre CM-ceHulosa, a partir de ribo-
nucleasa 5 vegades cristaHitzada (Calbiochem) segons el métode de Ta-
BORSKY (1959) i dessalinitzada amb Sephadex G-25 fine (1,8 x 81 cm)
(Pharmacia).

La determinacié de l'activitat enzimatica fou feta segons el métode
de Crook, MaTtHiAs i RABIN (1960) mesurant l'increment de la densitat
optica a 284 nm utilizant acid citidilic 2’,3" ciclic com a substrat, i amb
el métode de WiTzEL i BARNARD (1962) mesurant la disminucié de la
densitat optica a 286 nm, emprant dinucledsids monofosfats com a subs-
trats.
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En iniciar els experiments de modificacié de la ribonucleasa amb
piridoxal-fosfat foren emprades quantitats equimolars d’enzim i de co-
factor, perd els resultats demostraren que el rendiment no era massa
elevat. Per aques motiu hom augmentd la concentracié de cofactor a
g vegades la concentraci6 d’enzim.

Hom féu reaccionar 82,2 mg de ribonucleasa A amb 4,05 mg de piri-
doxal-fosfat (Merck) dissolts en 8 ml de tampé d’imidazol-CIH pH 6,0,
I = 0,05 durant 10 minuts a 25° C. L’estabilitzacié de la base de Schiff
fou feta per reduccié6 amb borohidrur de sodi en excés fins que la so-
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Fic. 2. — Cromatografia sobre CM-ceHulosa dels derivats obtinguts a la reacci6 de la
ribonucleasa amb piridoxal-fosfat. (—————) D. O. 280 nm. (— — — —) Concentracié
clorur sodic. Fraccions de 2 ml

lucié resta totalment descolorida. A continuacié hom procedi a eliminar
I'excés de reactius de baix pes molecular, cromatografiant el conjunt
sobre Sephadex G-25 fine (1,8 x 81 cm) equilibrat amb tampd tris-
CIH o,010 M, pH 8,0. El pic d’alt pes molecular fou cromatografiat se-
guidament sobre CM-ceHulosa (0,9 x 25 cm) (Whatman CM-52) equili-
brada amb tampé tris-CIH o,01 M, pH 8,0. L'eluci6 fou duta a terme
amb un gradient lineal de clorur sodic des de o a 0,15 M.

Dels tres pics principals obtinguts d’aquesta cromatografia hom me-
surd els espectres d’absorcié a l'ultraviolat entre 230 nm i 340 nm. A la
figura g hi ha representats els espectres d’absorcié dels tres pics, i tam-
bé el del producte de reduccié del piridoxal-fosfat amb borohidrur de
sodi. L’espectre del tercer pic presenta caracteristiques espectrals simi-
lars a les de la ribonucleasa A nativa, bé que la relaci6 densitat optica
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a 280 nm sobre la de 260 nm és una mica baixa. A la figura també
podem observar que el quocient entre les densitats optiques a 320 nm
i 280 nm ¢és aproximadament el doble en el cas del primer pic que en
el del segon. D’aixd, i tenint en compte els antecedents bibliografics,
hom dedui que el primer pic de la cromatografia devia correspondre

a un derivat bisubstituit, mentre que el segon devia ésser monosubs-
tituit.
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F1c. 3. — Espectres d’absorci6: (:

) Derivat bisubstituit de la ribonu-
cleasa amb piridoxal-fosfat. (—.—.—) Derivat monosubstituit. (. ... . ) Ri-
bonucleasa no reaccionada. (— — —) Producte de la reducci6 del piri-

doxal-fosfat amb borohidrur de sodi

A la cromatografia també poguérem apreciar que el segon pic era
asimetric. Per aquest motiu fou recromatografiat sobre CM-ceHulosa
(0,9 x 25 cm) utilitzant un gradient format per tris-CIH o,005 M, pH #,2
com a tampé inicial i tris-CIH o,1 M, pH 8,5, com a tampé final, amb
un gradient de clorur sddic de o a 0,1 M. El derivat fou fraccionat en
dos pics clarament diferenciats un dels quals correspon als derivats que
tenen el piridoxalfosfat unit a la lisina 7, i l'altre als que el tenen
unit a la lisina 41 (RAETZ i AuLD, 1g72).

En posteriors preparacions, fou eliminada la primera cromatografia so-
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bre CM<ceHulosa i hom procedi directament a la cromatografia, amb gra-
dient mixt de forca idnica i pH en les mateixes condicions ja descrites,
del component d’alt pes molecular obtingut de la cromatografia amb
Sephadex G-25 fine.

A la grafica segiient, mostrem un fraccionament tipic de les ribo-
nucleases modificades amb piridoxal-fosfat. Com pot ésser observat ficil-
ment, el perfil d’eluci6 és francament complex i demostra la preséncia
d’'un gran nombre de derivats.

00 280nm [Na C']
1eH 0'051
101

- 00-

00

0 20 70 100 130
Fraccié num.
Fic. 4. — Cromatografia sobre CM-ceHulosa dels derivats obtinguts a la reaccié de

la ribonucleasa amb piridoxal-fosfat. ( ) D. O. 280 nm. (— — —) Concen-
tracié de clorur sodic. (.. ... ) pH

El primer pic presenta un espectre ultraviolat propi d’un derivat
bisubstituit. Liltim pic és ribonucleasa no reaccionada. Els tres ante-
riors s6n derivats monosubstituits i els restants séon probablement bi-
substituits, bé que la proporcié de densitat Optica de 320 nm a 280 nm
és quelcom més petita que en el primer pic.

RAETZ i AuLp (1972) dedueixen que el piridoxal-fosfat es fixa prefe-
rentment a les lisines 7 i 41 perqué els grups ¢—NH: d’aquests residus
deuen tenir un pKs rebaixat en comparacié amb el de les altres lisines
no integrants del centre actiu. Basen llur conclusié en el fet que com-
postos models, com es ara N-g-acetil-p,L-lisina, no reaccionen en abso-
lut amb el piridoxal-fosfat. D’altra banda, la impossibilitat, per part del
piridoxal fosfat, d’inactivar completament la ribonucleasa, 'expliquen en
funcié de I'impediment estéric que presenta la reacci6 en la lisina % per
a modificar la lisina 41, que és indispensable per a l'activitat. Els nos-
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FI1G. 5. — Model esquelétic de la ribonucleasa S segons Wyckoff et al. (1970)

tres resultats demostren que una disminucié del pKa de les lisines 7 i 41
del centre actiu unicament no és suficient per a explicar la reaccié amb
el piridoxalfosfat, puix que, si bé en menys proporcié, es produeix com
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a minim un tercer derivat monosubstituit. A més, si és cert que la mo-
dificacié a la lisina 4 impedeix la reaccié a la lisina 41, i viceversa, hom
no podria explicar l'aparicié, en una proporcié considerable, de deri-
vats bisubstituits. De fet, perd, és clar que han d’existir diferéncies, bé
que molt subtils, entre els diferents microentorns de cada residu amino-
acid, ja que, en els espectres de les diferents fraccions, hom observa
desplacaments apreciables en el maxim d’absorci6 del piridoxamina-fosfat
substituit que varien entre 317 i 325 nm. Aquestes variacions deuen
ésser produides per la formacié en diferents proporcions de diverses
espécies ionitzades fosforil-piridoxil-lisil-ribonucleases.

En la figura 5 es pot observar l'estructura de la ribonucleasa S se-
gons €l model de WyckoFF et al. (1970). En aquest model hom pot veure
les posicions de les lisines 7 i 41, les histidines 12 i 119 i el conjunt de
la cavitat que forma el centre actiu de 'enzim. Un dinucledsid mono-
fosfat del tipus Pir-p-Pur es coHocaria amb la pirimidina a la part
més interior de la cavitat del centre actiu voltada pels residus 3o i 44,
el grup fosfat entre els residus 8 i 119 i la base ptrica entre 111 i 118.

L’analisi del comportament cinttic demostra que la unié del piri-
doxal-fosfat disminueix en gran manera l'activitat de la ribonucleasa A.
Aquesta disminucié d’activitat és diferent segons si la reaccié té lloc
amb la lisina 7 o amb la lisina 41, unics derivats monosubstituits estudiats
fins al moment present. La disminucié d’activitat del derivat 7 és de
l'ordre del 73 % utilitzant acid citidilic 2,3 ciclic, i entre el 74 % i el
84 % utilizant dinucledsids monofosfats com a substrats.

En el cas del derivat en lisina 41, la disminuci6 és de quasi el g5 %
amb acid citidilic 2’,3" ciclic. Hom no observa cap tipus d’activitat amb
dinucledsids monofosfats. En aquest cas podem pensar que la substitu-
ci6 en lisina 41 permet un petit grau d’allotjament a un substrat petit
tal com I'acid citidflic 2%,3" ciclic perd que impedeix totalment l'allotja-
ment d’'un substrat de dimensions més grans. Una explicaci6 alterna-
tiva seria que la preséncia del grup ¢—NH: en forma lliure de la lisina
41 és absolutament necessiria per a l'etapa de transesterificaci6é catalit-
zada per l'enzim, mentre que la reacci6 d’hidrolisi podria transcérrer
sense el grup lliure, bé que a una velocitat molt inferior.
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CORRELACIONS ENTRE HIDROFOBICITAT
I HELICITAT EN PROTEINES

per PERE PUIGDOMENECH i JAUME PALAU

Institut de Biologia Fonamental, Universitat Autdnoma
de Barcelona

Hom ha establert correlacions entre 'ordenament dels aminoacids en
general, i en particular dels hidrofobics, i I'helicitat o de determinades
regions d’una proteina. El material d’estudi ha estat el conjunt de dotze
proteines, de les quals sén conegudes les estructures primaria, secundaria
i terciaria. El nombre total d’aminoicids analitzats és de 2.259, dels quals
790 sén trobats en zones d’hélix q.

La primera part dels resultats consisteix en un estudi de la distribu-
cié6 de cada aminoacid en zones d’hélix ¢ 1 en les altres. Observem una
composicié diferent per a les dues zones, amb més gran abundincia
de Pro i Gly en zones de no-helix i un augment d’Ala, Leu, Gly i His en
les zones d’helix.

A continuaci6 ha estat estudiada la distribuci6 dels aminoacids hi-
drofobics en els sis possibles triplets que hi poden haver en un torn
d’helix (1-2-3, 1-2-4, 1-2-5, 1-3-4, 1-3-5, 1-4-5), tant en zones d’hélix ¢
com en les de no—helix o. La comparacié del nombre d’aquests triplets-
normalitzat respecte a la longitud de les zones corresponents, amb la
probabilitat tedrica calculada pels triplets, indiquen un predomini sufi-
cientment clar de triplets hidrofobics dels tipus 1-2-5 i 1-4-5 en les zones
d’helix q.

També ha estat estudiada la concentraci6 dels triplets en certes zones
de les hélix «. Efectivament, hi ha molts triplets 1-2-5 i 1-4-5 formant
encadenaments que resulten en la formacié de zones predominantment
hidrofdbiques. Aquest fet ha permeés la classificacié de les heélix o en
tres tipus de zones: zones d’hidrofobicitat concentrada, zones pobres en
aminoacids hidrofdbics i els doblets inicial i final dels trossos d’hélix g.
La composicié en aminoacids de cada una d’aquestes zones ha estat es-
tablerta.
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El conjunt d’aquests resultats permet de posar de manifest la con-
tribucié de les interaccions hidrofobiques d’un torn a un altre de I'he-
lix ¢ en la formacié i el manteniment de l’estructura secundaria de les
proteines.

Per calcular la significaci6 de les diferents distribucions d’aminoacids,
ha estat portat a terme un test de y? el qual ha demostrat que els re-
sultats de la distribucié d’aminoacids en zones d’hélix ¢ i, dintre aques-
tes, en les zones d’hidrofobicitat concentrada sén significatius amb una
seguretat del 99,9 % i en les zones terminals amb un g9 9, de seguretat.

També ha estat portat a terme un altre tipus d’anilisi. Hom tracta
de calcular la significacié dels resultats obtinguts amb els triplets 1-2-5
i 1-4-5 respecte a la mostra investigada. Dos tests estadistics ens demos-
tren els limits de la significaci6. D’'una banda, ha estat calculada 1'evo-
lucié de la mitjana i de la desviaci6 standard ponderada en prendre
totes les combinacions possibles de les 12 proteines que formen la mos-
tra en grups cada cop més petits des d’onze fins a un. La mitjana és
mantinguda amb molt petites variacions i la desviacié standard mostra
un maxim vers les quatrecinc combinacions. Es mantinguda en valors
molt baixos fins a g combinacions, limit de la significaci6 de la mostra.
D’altra banda, han estat preses vuit proteines a l'atzar i ha estat calcu-
lada la correlaci6 de les séries de mitjanes que apareixen en substituir
una proteina de les vuit per cadascuna de les altres quatre. Els coefi-
cients de correlacié en tots els casos son sempre acceptables, per sobre
de o,9 en gairebé tots els casos. La mostra presa és, doncs, significativa.



ESTUDIS CONFORMACIONALS
DE LES PARVALBUMINES MUSCULARS

ANALISI PER RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

per JOSEP PARELLO *, ADRIEN CAVE *,
PERE PUIGDOMENECH **, JEAN-PAUL CAPONY
i JEAN-FRANCOIS PECHERE

Département de Biochimie Macromoléculaire
du CNRS (Montpellier)

Les parvalbumines musculars, proteines presents en els vertebrats in-
feriors, han estat estudiades tant per raigs X com per d’altres meétodes
espectroscopics. Aquests estudis han demostrat el caracter globular d’aques-
tes proteines, €l seu alt grau d’ordre (409, d’helicitat) i una alta pro-
porcié de residus Phe en el seu interior. Recentment ha estat descobert
que les parvalbumines lliguen fortament dos ions Ca++ per molécula,
situaci6 que permet una possible analogia funcional d’aquestes protei-
nes amb la troponina C, proteina reguladora present en els miisculs dels
vertebrats superiors. L’aplicaci6 de l'espectroscopia RMN ha de servir
per a la identificacié6 dels canvis conformacionals associats amb els pro-
cessos de captacié i cessi6 dels ions de calci en aquestes proteines, la
qual cosa permet una aproximacié als canvis moleculars associats amb
la seva funcié.

En el present treball exposem els resultats d'experiments preliminars
amb RMN, de proté a 100 i 270 MHz, sobre dues parvalbimines (de
carpa i llug), amb el proposit de visualitzar els canvis conformacionals
associats amb la preséncia d'un agent quimic desnaturalitzant, el clo-
rur de guanidina, i amb l'climinacié progressiva dels ions de calci for-
tament lligats. D’altra banda, ha estat investigada la possibilitat d’utilit-

ll'. Adrega actual: Equipe de Biophysique, CNRS, Facullé des Sciences 34060 - Mont-
pellier.

*¢  Adreca permanent: Institut de Biologia Fonamental. Nova Universitat Autbnoma
de Barcelona. Avda. Sant Antoni M. Claret, num. 171 - Barcelona-13.
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zar la RMN com una técnica, juntament amb la determinacié de 1'estruc-

tura primaria de la proteina, per a establir la preséncia de grups acetils
N-terminals.

RESULTATS 1 DISCUSSIO

Espectre de la proteina desnaturalitzada. — L’espectre de la proteina
desnaturalitzada amb clorur de guanidina presenta diverses caracteris-
tiques interessants: en primer lloc la pres¢éncia d’un senyal atribuit al
grup acetil N-terminal. La seva pres¢éncia ha estat confirmada posterior-
ment per métodes quimics.

Seguint el me¢tode de McDoNALD i PHILLIPS, hom ha simulat 1'espectre
de la proteina desnaturalitzada. En comparacié amb J’espectre experi-
mental, és observat un desplacament general dels pics. La correccié
d’aquest efecte pot ésser feta tenint en compte que és pres com a refe-
réncia interna el senyal metil del DSS i que la preséncia de clorur de
guanidina afecta el desplacament quimic.

Una altra discrepancia és observada vers la zona de 2,55 ppm que
hem d’atribuir als residus Asp. Aquesta diferéncia és deguda segurament
al valor excessivament alt donat a l'amplada a mitja alcada del grup
—CH: del residu Asp. Les parvalbimines contenen un elevat nombre
de residus Asp (10/108 i 14/108 en les corresponents a llug i carpa res-
pectivament). L'estudi per RMN d'una gran varietat de parvalbiimines
podra permetre d’obtenir un millor valor per a aquesta amplada.

Espectre de la proteina nativa. — L'aspecte general de I'espectre de la
proteina nativa és bastant diferent del préviament discutit. Hi sén obser-
vats un gran nombre de senyals discrets, els quals resulten de l'efecte de
les diferents i especifiques interaccions moleculars en les estructures na-
tives sobre els desplacaments quimics de cada grup de protons equi-
valents.

A causa de I'alt contingut en Phe (10/108 residus) per a les parvalbu-
mines de llug i carpa, pot ésser predit que les interaccions hidrofobi-
ques entre residus aromatics i alifatics, especialment grups metils, han
d’ésser particularment fortes i determinants de la cohesié global de la
molécula. Aquest cas és de les parvalbimines de carpa, com ha estat
demostrat per raigs X: 18 residus alifatics no polars (7 Leu, 4 Ile, g Val
i 4 Ala) sén interns, i hom els troba en un embolcall aromatic de 8 re-
sidus Phe interns. L’explicacié dels desplacaments observats en les pro-
teines natives respecte a les desnaturalitzades pot ésser intentada sobre
la base de la pertorbacié magnética deguda al caricter aromatic dels
residus Phe, sobretot en les regions de l'espectre situades en camp fort.

La magnitud de l'’efecte degut a un anell benzénic ha estat predita



ESTUDIS CONFORMACIONALS DE LES PARVALBUMINES 25

semiquantitativament per JonnsoN i Bovey fent servir el concepte de
I'espira de corrent. El model de J. i B. ha estat aplicat satisfactoriament
per predir tant els efectes inter- o intramoleculars com els deguts al
solvent.

El model de J. i B. fou aplicat a la parvalbiimina de carpa utilitzant
les coordenades conegudes per raigs X. L’aproximacié dels residus aro-
matics de la fenilalanina per un anell benzénic sembla justificada en
una proteina en qué d’altres tipus de residus aromatics no compten. Els
efectes d’aquests residus sén molt més importants que d’altres efectes de
seqiiéncia. Aixd justifica de prendre només aquests per a predir l'es-
pectre.

L’espectre de la proteina nativa aixi calculat fou comparat amb el
registrat experimentalment. La concordanca entre els espectres calculat
i experimental és bastant satisfactoria per a desplacaments lleugers. No
hi ha concordanga aparent per als grans desplagaments, perd el nombre
de senyals molt desplagats és el mateix. En particular el senyal situat
més lluny és el metil de la Val 106, tedricament situat a —1.03 ppm,
que en l'espectre experimental figura a — o.35 ppm.

Dues explicacions possibles poden ésser donades per a aquestes dis-
crepancies: 1) L’estructura en solucié és diferent de la que té en el
cristall. Una simple separacié de dues heélixs, possible en una estructura
més disgregada, com és ara la que hom troba en solucié, pot donar lloc
a canvis sensibles. 2) En dissolucié, ’equilibri entre rotamers de les ca-
denes laterals de la valina pot estar alterat, igualment que la seva ci-
nética.

El model de J. i B. fa aparents dos tipus d’interaccions entre residus
aromatics i alifatics: 1) Interaccions entre residus proxims. En particular,
interaccions entre un residu aromaitic trobat en posici6 d’'una hélix «
i un alifatic situat en posicions nt (4 o 5) en la mateixa hélix, alter-
nanga tipica en les heélix . 2) Interaccions entre residus llunyans en la
seqiiéncia. S6n especialment interessants les que hom efectua entre re-
sidus de segments d’heélixs diferents. Aquestes interaccions podrien tenir
un paper important en el manteniment de l'estructura tercidria. En la
parvalbimina estudiada, sén observades tres intenses interaccions d’aques-
ta classe, una de les quals, la Val 106-Phe 30, podria jugar un paper im-
portant en la funcié de la molécula, com a variadora de la posicié del
fragment d’hélix F, adjacent a la regié EF, que és un dels dos punts
d’unié del calci.






SEQUENCIES D’ACID POLIADENILIC ASSOCIADES
AMB ESPECIES D’ARN MISSATGER
EN CELLULES EUCARIOTES

per L. CORNUDELLA *, I. FATFERMAN i A. 0. POGO
Laboratory of Cell Biology, The New York Blood-Ctr.. N. Y. 10021

El descobriment dels mecanismes pels quals 'ARN missatger en les
ctHules eucariotes és «transcrit» en el nucli ceHular, madurat i transferit
al citoplasma per a acoblar-se en el dispositiu ceHular de traduccié ge-
nética, és un dels problemes essencials que té avui plantejats la Biologia
CeHular. Els darrers g anys han vist acumular-se una certa evidéncia,
d'altra part poc solida, tendent a suggerir que les espécies missatgeres
sén magatzemades per la céHula en el nucli en forma de particules RNP,
és a dir, complexos d’ARN i proteines, anomenats «informofers» per
algun grup investigador.

Nosaltres hem treballat recentment en aquesta problematica i, per
tant, el nostre proposit ara ¢és simplement de comentar els nostres resul-
tats, els quals desglossarem en tres etapes per a comprendre’'n millor la
significacié.

1) En primer lloc, localitzacié i reconeixement de particules RNP
en sistemes ceHulars no dinamics.

2) A continuacié, establiment de la cinética de transport per mitja
de complexos riboproteics particulats i integracié d’aquests en
un dispositiu de biosintesi associat a reticle endoplasmatic (RE).

3) Finalment, preséncia de segments homopolimérics d’acid adenilic
units al terminal " del missatger i llur implicacié en el meca-
nisme de transport postulat per nosaltres.

Ens limitarem a una breu exposici6 de les dues primeres fases a titol
d'introduccié i per tal de fer més entenedora la significacié de la darrera.

* Adrega actual: Dpt. de Quimica Macromolecular - C.S.I.C. - Barcelona.
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Primera fase

Esquematicament, els trets més sobresortints de la nostra experimen-
tacié en la primera etapa foren:

a) Establiment d’'un meétode de fraccionament ceHular —per lisi qui-
mica (no mecanica)— de gran suavitat i efectiu en el manteni-
ment de la integritat de les fraccions subceHulars.

b) Aillament d’una fraccié soluble nuclear exempta d’ADN.

¢) Reconeixement en aquesta subfracci6 d'un grup de particules
RNP.

d) Identificaci6 d'una particula —al voltant de 40 unitats de sedi-
mentacié— amb caracteristiques de missatger, és a dir:

ARN de composicié similar a ADN (baix contingut de GC).
Incorporacié rapida de precursors radioactius.

Segona fase

En la segona etapa, i donada la impossibilitat d’estudis cinétics en
el sistema originariament emprat —fetge de rata—, escollirem un nou
sistema que exhibis aquesta caracteristica. L’eleccié recaigué en tumors
ascitics, els quals, a més d’ésser liquids, poden ésser sincronitzats per
dejuni d’aminoacids. Els resultats assolits amb c¢Hules ascitiques de KreBs
foren:

a) Caracterizacié d’'una poblacié de particules nuclears RNP simi-
lars a les de fetge de rata.

b) Aillament i caracteritzacié d’una «Estructura membranosa» con-
tenint ARN missatger i ribosomes.

¢) Reversibilitat del procés de desaparicié dels ribosomes en cito-
plasma dependent de la preséncia o abséncia d’aminoacids en el
medi d’incubacié.

d) Confirmacié addicional de la preséncia de ribosomes en «l’Estruc-
tura» en alliberar-ne subunitats 40S i 60S previ tractament amb
EDTA.

Totes aquestes dades suggereixen que les c¢Hules ascitiques consti-
tueixen un «complex de traduccié» organitzat a nivell del RE. La pos-
sibilitat de tractar-se d’un «mecanisme universal de traduccié», almenys
pel que fa als organismes superiors, ens decidi a la recerca de nova evi-
déncia, i amb aixd encetem la darrera fase de la nostra experimentacio.
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Llargs segments de nucledtids d’adenosina (Poli-A) han estat detectats
recentment en ARN missatger (mARN) i ARN nuclear heterogeni
(HnARN) de diversos tipus d’ARN d’eucariotes* %3 i també vi-
rics® &% 1. 35 Sembla que I'addici6 de Poli-A al terminal 3-OH del HnARN
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FIG. 1a. — CéHules ascftiques d’Ehrlich foren extretes de ratolins una setmana després
de la inoculacié, rentades dues vegades en tampé salf de fosfat i incubades a una den-
sitat de 2x10* célules/ml, com ha estat ja descrit’, contenint o,04 yg/ml d’actinomici-
na-D i 1 yg/ml de bromur d’etidi. Passats 3o minuts d’incubacié, hom hi afegi 25 ,g de
cordicepina, seguit de 2,5 ,Ci/ml d’* * H-uridina (25 Ci/mol; Schwarz/Mann) 3o minuts
més tard i la incubaci6 continuada per una altra mitja hora. La incorporacié fou detu-
rada per addicié d’uridina no radioactiva en excés de 10* i aliquotes foren recollides des-
prés de 3 h. d’incubaci6. Les ct¢Hules foren rentades i lisades, i la fracci6 nuclear crua
fou rompuda mitjancant una premsa de French’, Hom centrifugd els nuclis trencats, a
12.000 r.p. m. durant 15 minuts. El sobrenedant es dipositd damunt un gradient al
(10-30) % de sacarosa que contenia so mH Tris-HCl pH 7,5, so mM KCl, 1 mM MgCl,,
preparat sobre un coix{ de 32 ml de 2 M sacarosa, i fou centrifugat a 40.000 r. p. m. du-
rant so minuts en el SPINCO SW-40. Els gradients foren fraccionats i cadascuna de les
fraccions fou precipitada amb acid tricloracétic al 10 % i analitzada com ha estat descrit.

FI1G. 1b. — Les ce¢Hules foren incubades en les mateixes condicions esmentades en la
figura 1a. Al final de la incubaci6 hom retird ensems aliquotes de 10 ml del cultiu-con-
trol i del tractat amb cordicepina i les vessd damunt 30 ml de solucié6 gelada al 0,9 %
de NaCl. Les ceHules foren rentades dues vegades en solucié salina i ’ARN fou extret
pel métode del fenol-dodecilsulfat sddic’. L’ARN aillat es dipositd en un gradient de
sacarosa al (15-30) % en o,05 M acetat sddic pH 5,0 i 0o, M NaCl i fou centrifugat durant
16 h. a 25000 r.p. m. Un cop fraccionats, les fraccions foren dissoltes en barreja de
Bray i llur radioactivitat fou mesurada’.

té lloc després del procés de transcripcié i es conserva durant l'elaboraci6
de mARN a partir de HnARN 3 3,

En publicacions prévies %’ hem palesat que particules nuclears ailla-
des de tumors ascitics, contenint mARN, sén transportades al citoplasma
ceHular, on romanen unides a membranes del reticle endoplasmatic o bé
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els transfereixen llur mARN. Amb la finalitat d’entendre la correlacié
de la biosintesi de 'HnARN amb la formacié d’aquestes particules nu-
clears i I'enllacament del mARN a les membranes citoplasmatiques, hem
estudiat la cinética de sintesi i el contingut de Poli-A en aquests com-
ponents aillats de céHules de tumors asctics.
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FI1G. 2. — Les ctHules foren incubades en les condicions de la fig. 1a.
A continuaci6 hom hi afeg{ 3 ,Ci/ml d”H-adenosina (25 Ci/mmol;
Schwarz/Mann) i o,7 4,Ci/ml d”*C-uridina (so m Ci/mmol; Schwarz/
Mann). Hom, recollf aliquotes en els intervals indicats. Les particules
nuclears i el mARN unit a les membranes foren obtinguts com ja ha
estat indicat’ i llur ARN extret pel meétode esmentat en la fig. 1b.
Una alfquota de I’ARN extret fou dissolta en una soluci6 que contenia
somM Tris-HCl pH=7,5, somM KCl, 1mM MgCl, i digerida amb
DNasa I (20 yg/ml; Worthington Biochem. Corp.) durant 15 minuts
a 37 °C. L’Acid poliadenflic fou mesurat per la técnica del Millipore .
Cap compte de '*C-uridina no fou retingut pel filtre. En l’altra aliquo-
ta, I’ARN extret fou precipitat per 1’Acid tricloracttic al 10 % i la radio-
activitat de 1”H-adenosina i '‘C-uridina mesurades. Un procés similar
d’incorporaci6é fou obtingut amb els dos precursors d’ARN marcats.

*H-adenosina incorporada en ARN total.

*H-adenosina incorporada en Poli-A.

PN =partfcules nuclears, MBmMARN=mARN enllacat a membranes.

Quan les céHules ascitiques foren incubades amb cordicepina fou
inhibida la formaci6 de particules nuclears i de mARN enllagat a mem-
branes (Fig. 1a), perd la sintesi ’HnARN no fou alterada (Fig. 1b). La
droga, doncs, inhibeix la transformacié de 'HnARN, perd no la seva
sintesi. O sigui, el seu efecte global consisti a deturar el flux de mole-
cules de mARN des de I'HnARN a les particules nuclears.

La cinética de I'aparici6 d’ambdés, ARN i Poli-A, en particules nu-
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clears i membranes és apreciable a la Fig. 2. Durant els primers 40 mi-
nuts d’etiquetat, la incorporaci6 radioactiva en ARN i Poli-A es limita
a les particules nuclears. A continuaci6é sassoleix un estat estacionari en
la incorporacié, per a produirse finalment I'aparici6 d’ARN i Poli-A
marcats en les membranes, probablement coincidint amb el temps precisat
per a establir-se l'equilibri en la reserva ceHular de particules. Les ante-
riors observacions indiquen una relaci6 «precursor-producte» de particu-
les nuclears i mARN unit a membranes, tot assenyalant una simultinia
entrada de Poli-A i ARN total en ambdues estructures; per tant, con-
firmen les nostres troballes preévies’ referents a la preséncia de mARN en
particules nuclears i membranes citoplasmatiques.

En definitiva, els resultats aqui esmentats suggereixen que en c¢Hules
ascitiques, el flux de mARN del nucli ceHular al citoplasma comenga per
I’addicié de Poli-A a 'HnARN i continua amb el trencament de les mo-
lécules d’'HnARN i subsegiient unié amb proteines (particules nuclears
43s), per a enllacar finalment amb membranes del reticle endoplasmatic.
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CARACTERITZACIO QUIMICA
DE LA PROTAMINA DEL CALAMARS LOLIGO VULGARIS
I LA SEVA INTERACCIO AMB L’ADN
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El principal objectiu d’aquest treball és el de caracteritzar quimica-
ment proteines basiques procedents del nucli de c¢Hules germinals mas-
culines del calamars (Loligo vulgaris), i estudiar el complex nucleopro-
tefnic format per la interacci6 de la protamina amb I’ADN.

Hom obtingué aquesta protamina de l'esperma de calamars amb ex-
tracié acida en medi ClH o.25N, havent estat préviament purificats els
nuclis per mitja d’extraccions successives amb acid acétic al 59, i acid
sulfiric 0.2N.

Aquesta protamina fou caracteritzada per analisi d’aminoacids, i pos-
seia més d'un %0 9, d’arginina, un 109, de serina, un 7 %, de tirosina
i la resta repartit ente prolina, glicina, alanina, histidina i lisina. El tret
més important de l'esmentada proteina és el gran contingut en tirosina,
en comparacié amb totes les protamines estudiades fins ara® 2

Hom tractd de determinar-ne la microheterogeneitat per metodes cro-
matografics en columna, i assolf fraccionar-la en dues subunitats per croma-
tografia en Biogel BP 10, bo i eluintla amb CINa o.25M en CIH o.02N.
L’analisi d’aminoacids d’aquestes dues fraccions, aparentment similars,
ofereix petites variants en el nombre de residus de prolina, glicina, ala-
nina i tirosina.

Posteriorment aquestes fraccions foren sotmeses a 1'atac enzimatic amb
tripsina i termolisina * i hom féu Ilurs mapes peptidics per mitja de I'elec-
troforesi d’alt voltatge combinada amb cromatografia en paper en 2.* di-
mensio.

Aparentment aquests mapes peptidics sén similars, d’acord amb les
petites variacions que presenta l'analisi d’aminoacids.

De la mateixa manera, I'inica forma de determinar amb certesa les
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diferéncies entre aquestes dues fraccions seria trobar la seqiiéncia d’ami-
noicids completa de cada peéptid i arribar a con¢ixer la seqii¢ncia com-
pleta d’aminoacids de la molécula de protamina.

La interaccié de la protamina amb I’ADN fou estudiada per mitja
de la difracci6 de raigs X. Aquesta proteina té una gran afinitat per
I'ADN, i forma complexos insolubles en CINa 2M. Aquest fet podria
ésser explicat pel gran contingut en arginina i per la preséncia de ti-
rosina. La nucleoprotamina fou preparada partint de nuclis purificats
d’espermatozous. Les cues dels espermatozous foren eliminades per soni-
cacié en aigua de mar, seguida per rentats successius amb sacarosa 0.25M
amb Triton X-100 0.5 %, Tris-CIH 0,25M pH =8 i CINa o0.15M. Tot
seguit la nucleoprotamina fou dissociada amb clorur de guanidina 4M.
Les restes de citoplasma i la membrana nuclear foren eliminats per cen-
trifugacié. La nucleoprotamina fou reconstituida en un gradient de dia-
lisi en preséncia de concentracions decreixents de clorur de guanidina,
EDTA 10—M pH = %,5. Finalment fou dialitzada en preséncia de CINa
10—M, EDTA 10—M, pH = 7,5. Del precipitat fibrés obtingut foren
estriades algunes fibres, de les quals hom féu diagrames de difraccié a
diferents humitats relatives.

En qualsevol cas els diagrames patentitzen una gran cristanitat, bé
que l'orientaci6 varia en les diferents mostres. L’analisi dels diagrames
evidencia que a la nucleoprotamina de calamars 'ADN és en forma B
i que la c¢Hula unitaria és hexagonal, amb una sola molécula per cel-
lula; com s’esdevé en totes les nucleoprotamines estudiades fins ara®.
Les dimensions de la c¢Hula unitaria sén a = 22.3A i c= 3354 2 929
d’humitat relativa. La intensitat de la radiacié difractada en el primer
nivell, molt superior a la de ’ADN, fa suposar que la protamina es troba
en el solc estret de 'ADN % Per aquest motiu la doble hélice de '”ADN
ressembla una helice senzilla, d’'una sola espira formada per les dues
cadenes de fosfats i la protamina. Els estudis portats a terme a diferents
humitats relatives demostren que I'accés de I'aigua a l’estructura és limi-
tat. L’embolcallament hexagonal de les molécules i I'estabilitzacié de ’ADN
en la nucleoprotamina enfront dels canvis d’humitat relativa fan suposar
que les protamines disminueixen la reactivitat quimica de I'ADN en el
nucli espermatic, bo i protegint-lo dels agents degradants i mutagénics.
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PRODUCTES FINALS DE FERMENTACIO
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INTRODUCCIO

El metabolisme fermentatiu dels diferents tipus bacterians és carac-
teritzat fonamentalment per la natura i proporcié dels productes finals
diversos.

Aquests productes finals serveixen per a identificar uns patrons o vies
de fermentacié caracteristics en nombre reduit, i en molts casos fins i tot
ajuden a fer divisions taxonomiques entre els bacteris. Un exemple d’aixd
que acabem de dir es troba en les segiients reaccions globals que carac-
teritzen una série de tipus bacterians fermentatius ™ 17:

Fermentacié alcoholica:
glucosa + 2 fosfor + 2 ADP —> 2 etanol + 2 CO: + 2ATP

Fermentacié homolactica:
glucosa + 2 fosfor + 2 ADP —> 2 lactat + 2ATP + 2 H:0

Fermentacié butirica:

4 glucosa —> 2 acetat + 3 butirat + 8 CO: + 8 Hs

Fermentacié acido-mixta:

2 glucosa + H:O —> 2 lactat + acetic + etanol + 2CO: + 2 Hs

Fermentacié 2,3 butileneglicolica:

de la glucosa: acttic, lactic, etanol, acetoina, 2,3 butileneglicol,
CO: i Hs
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La produccié d’etanol és la caracteristica de la fermentaci6 alcoho-
lica, 1a d’acid lactic és la caracteristica de la fermentacié lactica, el buti-
ric de la butirica. El descens del pH fins a un nivell suficientment baix
que doni positiva la prova del vermell de metil és caracteristica de la
fermentacié acido-mixta, i, quant a la fermentacié 2,3 butileneglicdlica, és
caracterfstica la produccié d’acetoina i de 2,3 butileneglicol a pH inferior
a 6. L'acetoina és el producte responsable de la reacci6 de VoGes Pros-
KAUER, prova molt corrent en bacteriologia, en la qual en medi alcali reac-
ciona l’acetoina amb un grup guanidina i produeix un color vermell que
s'incrementa encara amb 1'addici6 de creatina i -naftol.

Tot aixd es refereix, tanmateix, a la fermentacié de Ia glucosa. En
realitat, la composicié i les quantitats relatives de productes finals de
la fermentacié d’altres substrats, fins i tot molt relacionats amb la glu-
cosa, poden variar, i varien, de fet, en el mateix bacteri. Linica cosa
que es verifica és que cada bacteri té unes possibilitats determinades de-
rivades del seu equip d’enzims, i els productes finals que hom n’obté en
cada cas depenen dels mecanismes més eficacos per a regenerar els coen-
zims i els acceptors d’electrons com el NAD.

El sistema general esta lligat a les reaccions d’oxidacié-reduccié que
poden mantenir una relaci6 ATP/ADP definida. El canvi de mecanisme
que porta en si el canvi de substrat esta relacionat amb dues necessitats:

a) Equilibrar el balang NAD2H/NAD+.
b) Assolir una maxima produccié d’energia.

L’ajust optim de la produccié d’ATP, en les condicions que permet el
balan¢ d’oxidacié i reduccid, constitueix la capacitat adaptativa del bac-
teri.

L’estat d’oxidacié i reduccié inicial del substrat té importancia quant
a les reaccions que tindran lloc per a la seva fermentaci6. Els substrats
més oxidats o més reduits que la glucosa han de donar unes proporcions
diferents de productes finals i poden donar fins i tot productes finals di-
ferents.

L’objecte de la present comunicacié és mostrar com, en el génere
Enterobacter, un dels productes finals caracteristics, la producci6 d’ace-
toina, cessa quan el substrat passa d’ésser glucosa a ésser glicerina (subs-
trat més reduit), i aixd malgrat que l'acetoina també és un producte
reduit i que el patr6 de fermentacié per a ambdds substrats és el ma-
teix.

En efecte, la glicerina, que és un substrat ficilment utilitzable per
molts bacteris, s'incorpora a la via d’EMBDEN MEYERHOFF, que és la que
utilitza Enterobacter per a fermentar la glucosa, en forma de fosfat de
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di-hidroxi-cetona, amb una fosforilacié i una oxidacié prévies. Es a dir
que, a partir d’aquest punt, la utilizacié catabdlica de la glicerina sem-
bla que seria la mateixa que la de la glucosa Y.

CONSIDERACIONS METODOLOGIQUES

Han estat realitzades una série de proves metabdliques® que han per-
mes de classificar, entre d’altres, el bacteri estudiat com a Enterobacter
aerogenes var. indologenes CCB 4. Aquesta soca és molt activament fermen-
tadora de la glicerina amb produccié abundant d’icid i gas.

Sortida de
mostres

Filtre estéril Filtre esteril

Fic. 1. — Muntatge utilitzat per a estudiar la fermentaci6 de la
glicerina i de la glucosa

——A————

Per a calcular els gasos despresos en la fermentaci, CO: i H: ha
estat emprat €l métode de BARCROFT WARBURG amb les céHules suspeses
en un medi mineral a pH 6 o 5'4.

Ha estat estudiada metabolicament la produccié d’acetoina i 2,3 bu-
tileneglicol en glucosa i comparativament en glicerina en condicions anae-
robiques. Per a aixd hom ha utilitzat un muntatge que, alhora que man-
tenia l’anaerobiosi, permetia l'extraccié de mostres a mesura que pros-
seguia el creixement (vegeu fig. 1).

El creixement fou mesurat valorant l’absorbancia a 400 my. La gli-
cerina fou valorada pel metode d’EGGsTEIN i KREUTZ 4, la glucosa pel de
WERNER, REY i WIELINGER ¥*; hom valora l'etanol pel métode de Buch-
NER i REDENTZKI, i €l 2,3 butileneglicol i el trimetileneglicol per cromato-
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grafia de gasos; l'acetoina pel meétode de WESTERFELD, que és una técnica
basada en la reacci6 de VoGEs PROSKAUER per mitja de la qual pot
ésser valorada l'acetoina d’'una manera quantitativa espectro-fotomeétrica-
ment ¢,

La concentracié del substrat per a aquests experiments fou calculada
d’acord amb les idees de Monop', cercant experimentalment que fos
la quantitat de substrat alld que en limités el creixement de manera que
el cultiu prossegufs en una clara fase exponencial fins a I’esgotament del
substrat sense acumular productes toxics. La concentracié final escollida
fou d’1 g de glicerina o de 500 mg de glucosa (quantitats equimolars en
mols de triosa) per un litre de medi de cultiu exclusivament mineral.
Aquesta quantitat de substrat és suficient perqueé la corba sigui tfpica
i amb produccié considerable d’acetoina en el medi amb glucosa.

El pH del medi té una gran importancia en la formacié d’acetoina en
el génere Enterobacter®. En efecte, I'acetoina no apareix si el pH és
superior a 6, com hem comprovat experimentalment. Per aquest motiu
el pH inicial del medi fou fixat a 5,4, i aquest tot valorat al llarg del
creixement sense afegir-hi sosa ni cap altra substancia per prevenir l'aci-
dificaci6. Hom comprova també que el descens del pH que proporciona
la quantitat de substrat indicada en el medi tamponat no és incompa-
tible amb la continuacié del creixement i és favorable a la produccié
d’acetoina. La temperatura fou fixada a 30° C, que és la temperatura
optima de creixement d’aquesta soca.

L’inocul de 10 ml del mateix medi amb el mateix substrat que hom
assaja, amb creixement bacteria de la soca que hom vol estudiar, és uti-
litzat sempre a la fi de la fase exponencial **.

Hi havia la possibilitat que la glicerina inhibis o reprimis la pro-
ducci6 d’acetoina o que la glucosa, per mitjd de la repressié catabolica,
inhibis la producci6 d’algun altre metabolit tipic de la fermentaci6 de
la glicerina. Per aixo hom féu estudis metabolics de creixement anaero-
bic i anilisi d’acetoina en preséncia d'ambdés substrats. Ensems hom
volia apreciar el possible creixement bifasic o diduxia, és a dir, que
Enterobacter emprés tots dos substrats d’'una manera seqiiencial, primer
la glucosa i després, un cop acabada la glucosa, la glicerina™*. Per a
aquest estudi hom utilitza el mateix muntatge ja indicat.

EXPERIENCIES 1 RESULTATS
En dur a terme Ia prova de VoGEs PROSKAUER utilitzant la glicerina

en lloc de la glucosa, hom troba que la prova resultava negativa. Aquest
resultat fou assajat en 50 soques, i hom comprovi que totes les que eren
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VoGEs PROSKAUER positives en glucosa esdevien negatives si hom hi posava
com a substrat la glicerina en lloc de la glucosa®.

Amb les 12 soques més actives hom comprova que, afegint acetat o
piruvat a la glicerina, aquests acceptors d’electrons modificaven el cata-
bolisme d’alguna manera, i el resultat era que la reaccié de Voces
PROSKAUER tornava a ésser positiva.

A més hom comprova que la glicerina no inhibia la reaccié de Vocks
PROSKAUER perque¢, en fermentar juntament amb la glucosa, no en mo-
dificava el resultat. El que semblava era només que, en preséncia de gli-
cerina com a unic substrat, deixava de formar-se el 2,3 butileneglicol
i l'acetoina.

Per comprovar la no produccié d’acetoina en glicerina, hom decidi
d’estudiar el quocient CO:/H: de gasos despresos en la fermentacié com-
parativament en glucosa i en glicerina. En efecte, la produccié d’acetoina
requereix dues descarboxilacions, com podem veure en la reaccié global

E-TPP
2 CHsCO COOH —————> 2CO: + CH:CO CHOH CH;*" 4
Mg+t?

que representa el conjunt de reaccions complicades que condueixen a la
formacié d’acetoina.

Quan fermenta la glucosa a pH acid, Enterobacter, com a conseqii¢n-
cia d’aquestes descarboxilacions, produeix un quocient de gasos despre-
sos CO:/Hs compres entre 2 i 3; per contra, els bacteris del mateix grup
que no produeixen acetoina, com és ara Escherichia o Citrobacter o tam-
bé Enterobacter a pH 7%, com que no produeixen aquelles descarboxila-
cions, donen aproximadament igual quantitat de COs que d’'Ha ™,

Els resultats obtinguts ens indiquen que Enterobacter aerogenes CCB 4,
la soca estudiada, en un medi mineral amb glicerina a pH acid desprén
CO: i Hz en la proporcié 1/1, la qual cosa correspon a una produccié
d’acetoina nuHa. Aixd ens confirma la negativitat de la reaccié de VoGes
PrROSKAUER en glicerina. En glucosa, el quocient CO:/H: és al voltant
de 3, com era d’esperar. La quantitat absoluta d’hidrogen correspon a
una mitjana de 74,5 microlitres per a la fermentacié de la glicerina,
i 56,5 microlitres per a la de la glucosa. L’increment de la producci6
d’hidrogen en la fermentaci6 de la glicerina respecte a la de la glucosa
és, doncs, d’'un 29 %,.

Volguérem estudiar llavors si era possible que aquesta no produccié
d’acetoina restés d’alguna manera compensada per la produccié d'un
altre metabolit reduit, com és ara el trimetileneglicol (1-3 propano-diol).
Aquest producte, la formula del qual és CHi:OH CH: CH:OH, és conegut
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perqueé alguns bacteris el produeixen a partir de la glicerina, reduintla
encara més. Han estat descrites experiéncies en les quals, en determinades
condicions especials, hom ha obtingut fins el 40 %, de trimetileneglicol de
la glicerina fermentada * ™.

Nosaltres no trobarem trimetileneglicol que fos produit per Entero-
bacter aerogenes en condicions d’esgotament de substrat.

Hom féu llavors un estudi dinamic de la fermentacié comparada de
la glucosa i de la glicerina, valorant ensems el creixement bacteria, 1'es-
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F1G. 2. — Creixement en glucosa

gotament del substrat i el descens del pH, i també els productes finals
reduits en un medi exclusivament mineral.

Cal tenir en compte que el creixement en tub és semiaerdbic; tan-
mateix, la preséncia d’oxigen que aixd representa és suficient per a ac-
tivar la utilitzacié de la glicerina, que, en tub, és duta a terme completa-
ment en 12 0 14 hores. Per contra, en condicions rigorosament anaero-
biques, a les 12 0 14 hores el cultiu és encara en fase de laténcia, com
pot ésser comprovat en les figures 2 a 6. En glucosa hom no observa
aquesta diferéncia que, en glicerina, és important.

Els resultats obtinguts en el creixement en glucosa s6n expressats en
la fig. 2; veiem en aquesta corba que la glucosa s’esgota en 12 o 13
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hores. En el mateix grafic podem veure el creixement de la massa cel-
lular en coordenades lineals, la variacié del pH del medi i I'acetoina
formada en curs de cultiu.

A la fig. 3 podem veure els resultats obtinguts en el creixement en
glicerina. Aqui veiem l'esgotament de la glicerina, molt lent quan l'ino-
cul utilitzat procedeix d’un creixement en tub i en glicerina (condicions
semiaerdbiques). Aixd ¢és degut, en una part bastant gran, a l'adaptacié
al creixement anaerdbic. Hom hi veu el creixement de la massa ceHular

pH
T __,5 a
e emmnTAg, -
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204 s \ A of ™
a ‘T
14
3
[
4 a Eloo
034 38

400

LI LA 2 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 36 60

Fic. 3. — Creixement en glicerina. Inocul en tub

en coordenades lineals i la variaci6 del pH del medi. Els resultats finals
obtinguts en ambdues magnituds sén sensiblement els mateixos que en
glucosa. Aquf no hi ha produccié d’acetoina.

A la fig. 4 podem veure els resultats obtinguts en idéntiques condi-
cions que a la fig. 3, perd amb un indcul de 10 ml de cultiu ja adaptat
a creixement en matras anaerdbic. Com era d’esperar, com que 1'indcul
estd ja adaptat, el creixement es fa molt més rapid. Tampoc no es pro-
dueix gens d’acetoina. El creixement final i el pH sén iguals que abans.

Ha estat analitzada la produccié de 2,3 butileneglicol en les fermen-
tacions corresponents a les corbes de glicerina en les quals hom no havia
trobat produccié d’acetoina, i tampoc no hi ha estat trobada produccié
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de 2,3 butileneglicol, és a dir, aquesta via catabolica no havia funcionat.

Entre els productes reduits que haviem anomenat com a resultat del
catabolisme d’Enterobacter, teniem també l'etanol, que és un dels pro-
ductes que s'acumulen en quantitat relativament important en la fermen-
tacié 2,3 butileneglicolica de la glucosa .

Ja hem dit que la glicerina és més reduida que la glucosa; per tant,
era previsible que, en substituir la glucosa per la glicerina, augmentés
la quantitat de productes finals reduits. Com que no es produeix ni
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F1G. 4. — Creixement en glicerina. Indcul de creixement anaerdbic

trimetileneglicol, ni 2,3 butileneglicol ni acetoina, i, per contra, la pro-
duccié d’hidrogen augmenta, hom va creure que era possible que augmen-
tés igualment la quantitat d’etanol, tenint en compte que, alhora que es
desprén hidrogen, l'acetil-Co A que prové de la reaccié «clastican del
piruvat actua d’acceptor d’electrons i es forma etanol via acetaldehid’.

Els resultats de la produccié d’etanol sén:

Glucosa: 0,67 mM d’etanol per 1 mM de glucosa fermentada.

Glicerina: 0,86 mM d’etanol per 1 mM de glicerina fermentada.

Increment de la produccié d’etanol de la fermentacié de la glicerina
respecte a la de la glucosa: 28 9.
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La quantitat d’etanol trobada, doncs, en la fermentacié de la glice-
rina per Enterobacter aerogenes CCB4 constitueix el 86 9, en mols de la
glicerina utilitzada, la qual cosa indica que la fermentacié glicérica en
aquestes condicions és, practicament:

CH:OH.CHOH.CH:OH —> CH:CH:OH + CO: + H:

és a dir, una fermentaci6 alcohodlica amb formacié equimolecular de
CO: i Ha. Probablement la quantitat que hom hi troba en forma d’acids
acttic o lactic no arriba ni al 14 %, perd ha estat comprovat que és
suficient per a produir el descens del pH observat, que és el mateix en
glucosa i en glicerina, com ja haviem dit.

L’increment d’etanol obtingut en la fermentaci6 glicérica respecte a la
de la glucosa és de 28 9, semblant a 'increment obtingut en la produc-
ci6 d’hidrogen (29 %). Aquest fet ens indica que es corresponen les dues
produccions per a una mateixa quantitat de piruvat que ha estat cata-
bolitzat i que es produeix etanol d’acord amb les reaccions que hem asse-
nyalat abans. Amb glucosa, aquesta diferéncia es troba en 2,3 butilene-
glicol i acetoina.

Veiem, doncs, que la diferéncia caracteristica entre les fermentacions
de la glucosa i de la glicerina per Enterobacter aerogenes CCB 4 és la
produccié de 2,3 butileneglicol i acetoina. En les condicions esmentades,
la soca estudiada déna lloc, en fermentar glicerina, a una fermentacié
alcoholica particular que ja hem descrit. Amb substrat en excés, es formen
uns altres productes finals a través d'un procés molt complex. En la fer-
mentaci6é de la glucosa per Enterobacter aerogenes pot acumular-se fins i
tot glicerina. En la fermentaci6 de la glicerina es pot acumular trimetilene-
glicol, que en condicions d’esgotament de substrat no apareix.

Passarem llavors a fer un estudi metabolic de creixement en preséncia
dels dos substrats, glucosa i glicerina, en les proporcions segiients en
mols de triosa: 1/3, 2/2 i 3/1, amb els resultats que es veuen en la
figura 5.

Els dos substrats fermenten seqiiencialment. En cada una de les corbes
corresponent a cada una de les proporcions de substrats indicades, hom
pot veure una primera fase de creixement rapid corresponent a la fer-
mentacié de la glucosa, com ha estat demostrat amb diferents valora-
cions de l'esgotament dels substrats. Després ve una fase de laténcia de-
guda a l'adaptaci6é a la fermentacié del nou substrat amb els canvis qui-
mics que aixd comporta i la induccié d’enzims necessaria. Finalment hom
observa una fase de creixement lent corresponent a la fermentaci6 de la
glicerina. La longitud de cada una de les dues parts de cada corba i de la
fase de repos depenen de les quantitats relatives de substrat disposibles !
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Si comparem els temps de fermentaci6 de la glicerina en les corbes
de diduxia amb el de fermentaci6 de la glicerina sola, en soca no adap-
tada, veurem que la utilitzacié anaerobica de la glicerina és molt més
rapida quan hi ha en el medi, 2 més de la glicerina, una certa quantitat
de glucosa, i aixd amb independéncia de la repressi6 catabolica.

A la fig. 6 es veu la produccié d’acetoina durant el creixement diau-
xic. La quantitat d’aquest metabolit augmenta rapidament mentre dura

2

absorbancies

OH

"“ 16 AL 20 22 24 26 28
hores

Fic. 5. — Creixement diduxic en barreges de glucosa i glicerina

la primera fase del creixement. Després, durant la fase de repos diauxic,
I'acetoina disminueix. El creixement subsegiient sobre glicerina torna
a augmentar el nivell d’acetoina del medi, €l qual arriba fins i tot a pas-
sar la quantitat aconseguida en el creixement en glucosa.

Aquest estudi dinamic de la producci6 d’acetoina ens fa veure que
hem obtingut unes condicions en les quals podem arribar a produir ace-
toina mentre es fermenta glicerina. Creiem que aixd és degut al fet que
I'addicié prévia de glucosa proporciona un flux extra de piruvat o d’al-
gun altre intermediari o acceptor d’electrons que, en fermentar la glice-
rina a continuacié, encara no ha desaparegut del medi i permet la pro-
ducci6 d’acetoina en la fermentacié de la glicerina. Aquest intermediari
o ha d’ésser el piruvat o algun dels seus derivats altament reactius, com
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és ara I'hidroxietil-TPP o l'acil-TPP o l'acetat. Aquests productes, quan
fermenta la glicerina sola, tant si és d’'una manera rapida (soca adap-
tada) com lenta, van a parar sempre a etanol, probablement perqueé la
producci6 d’aquest metabolit és compatible amb la maxima oxidacié del
NAD:zH. La disminuci6 de la quantitat d’acetoina que hom observa en
les corbes de diduxia és deguda a la seva reducci6 a 2,3 butileneglicol per
accié bacteriana.
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FiG. 6. — Creixement diduxic en coordenades logaritmiques i corbes d’esgotament
del substrat. Corba de produccié d’acetoina. Proporcié de substrats 2/2

Fou estudiada en detall, a continuaci6, la formacié d’acetoina en la
fermentacié de la glicerina a la qual hom havia afegit piruvat o acetat
com a acceptors d’electrons.

El resultat obtingut en la fermentacié i en la produccié d’acetoina
amb quantitats equimolars de piruvat (producte oxidat) i de glicerina
(producte reduit) és sensiblemente igual a I'obtingut amb una quantitat
equivalent de glucosa. No hi ha diduxia ni fase de repds intermedia,
i els dos substrats es consumeixen alhora.

Quant a l'acetat, tot sol, no és metabolitzable per Enterobacter aero-
genes CCB 4 en medi mineral perd, si ensems fermenta glicerina, la
preséncia d’acetat es tradueix en una produccié d’acetoina considera-
ble®. L’acetat en quantitat de 250 a 500 mg per litre activa el creixe-
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ment sobre glicerina, perd no augmenta la quantitat absoluta d’Ente-
robacter. La produccié d’acetoina si que depén de la quantitat d’acetat
disponible. Aixd ens fa pensar que l'acetat en les quantitats indicades
actua només d’acceptor d’electrons, i en augmentar les disponibilitats
del NAD+ (oxidat), l'acetil-Co A formada de la glicerina pot formar
acetoina a través del diacetil.

Discussié I CONCLUSIONS

Veiem, doncs, que a un pH de 5,4 o de 6, Enterobacter aerogenes
CCB 4, que en fermentar la glucosa produeix abundantment acetoina, no
forma aquest producte quan fermenta glicerina. Hem demostrat que els
pH a que hem treballat s6n favorables a la produccié d’acetoina. No pot
ésser, doncs, la no formacié d’acetoina en glicerina una qiiesti6 de pH.

L'estudi de la formacié d’acetoina en barreges de glucosa i glice-
rina, i també la produccié d’acetoina en barreges de piruvat i glicerina
i acetat i glicerina, ens indica que les diferéncies observades en els pro-
ductes finals de les fermentacions de la glucosa i la glicerina per Entero-
bacter aerogenes CCB 4 només poden ésser degudes a I'acumulacié del
NAD:z2H que es produeix en la fermentacié de la glicerina sola, i aixo
degut al fet que la glicerina és un producte més reduit que la glucosa
i que per a entrar en la via de fermentaci6é requereix una oxidaci6é prévia
amb una reduccié del NAD+.

La fase de laténcia tan llarga que es produeix en la fermentacié de
la glicerina en la soca no adaptada no és deguda exclusivament al temps
necessari per a la formacié dels nous enzims induits necessaris per a in.
corporar la glicerina a la via d’EMBDEN MEYERHOFF, siné que és també
conseqiiéncia del mateix lent metabolisme que determina l'acumulacié
del NADz2H i el flux tan lent de reoxidaci6 d’aquest per la via de l'eta-
nol. Tanmateix hi ha d’haver un fenomen d’induccié sense el qual no
s'explicarien els fendomens de diauxia descrits.

El 869, de la utilizaci6 de la glicerina en condicions anaerdbiques
per E. aerogenes CCB 4 correspon a una estequiometria

CH:OH.CHOH.CH:OH ——> CHsCH:OH + CO: + H:

Quan la glucosa fermenta, el nivell menor d’etanol i d’hidrogen que hem
trobat correspon a una estequiometria:

3 CiHuOs —> 2 CH:sCH:OH + 6COs + 2H: +
+ 2CH:CHOH.CHOH.CH;s
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Estudiant les reaccions d’oxidaci6é i reducci6 de NAD que tenen lloc
conjuntament amb aquestes transformacions quimiques, veiem que aques-
tes reaccions proporcionen un balang equilibrat del NAD oxidat i del
reduit. Les dades experimentals que hem obtingut quant a gasos i a I'eta-
nol concorden també amb aquestes reaccions. En ambdés casos, a més
d’aquests productes, hi ha una producci6é d’acids de o,15 mols per mol de
substrat fermentat, igual en glicerina que en glucosa.

Per tant, podem concloure que, per a aconseguir un balang equili-
brat de NAD oxidat i reduit, Enterobacter aerogenes CCB 4 no pot pro-
duir ni 2,3 butileneglicol ni’ acetoina quan fermenta la glicerina. En
aquest mateix cas aconsegueix l'equilibri de NAD+/NAD2H amb l'incre-
ment de la producci6 d’hidrogen molecular i d’etano] i amb una pro-
ducci6 d’Acids practicament igual a la que hom obté en glucosa. El nivell
necessari de NAD+ (oxidat) per a la 1eacci6 de la formacié d’acetoina
en Enterobacter aerogenes no s’arriba a abastar mitjangat la fermenta-
ci6 de la glicerina. Per contra, si que s’arriba al nivell adequat si amb
la glicerina hi afegim algun acceptor d’electroms, com es ara el piruvat
o l'acetat. Per aquest motiu, en la fermentaci6 de la glicerina a la qual
ha estat afegit un d’aquests acceptors d’electrons es produeix acetoina
igual que en la fermentacié de la glucosa.

L’exemple que hem estudiat posa de manifest que els models fermen-
tatius sén un esquema, perd no representen unes vies uniques per on
poden circular els fluxos de matéria des de substrats fins a productes
finals. En totes aquestes vies, hi ha implicats molts mecanismes de re-
gulaci6. Genéticament, sembla que les possibles alternatives de productes
finals estan molt estabilitzades i mantenen, en els bacteris, una capacitat
adaptativa molt gran, de la qual hem donat una petita mostra en aquest
treball.
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INTRODUCCIO

La fixacié del nitrogen elemental per bacteris no simbiotics i aerobis
és un fenomen continuadament revisat en el transcurs dels darrers 5o
anys %1% 1318 T¢ una importincia extraordinaria, perqué constitueix gaire-
bé I'inic mecanisme d’incorporacié absoluta del nitrogen en la biomasa
d’un ecosistema aillat. Malgrat I'esfor¢ dut a terhe, hom no ha arribat
a una situacié consistent, sobretot després d’haver obtingut sistemes so-
lubles actius, per la dificultat de mesurar el nitrogen elemental fixat.

Dr’altra banda, en els ultims anys hi ha citacions de microorganismes
aerobis i no simbiotics, trobats reiteradament, que sén capacos de créixer
en medis tedricament lliures de nitrogen combinat i, per tant presumpti-
vament fixadors® %1162 perd que, en molts casos, amb les teécniques
més modernes existents avui hom no demostra que siguin veritables fixa-
dors °.

L’objecte del present treball és la presentacié de dues soques aillades
per nosaltres, presumptivament fixadores, i de l'estudi de llur capacitat
fixadora.

MATERIAL I METODES

Soques

Pseudomonas azotogensis CCB 1568 (actualment inclosa en 'ATCC
num. 25850) .

Pseudomonas fluorescens D-56 aillada d’una terra de vinya de Vila-
franca del Penedés *.
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Medis

El medi lliure de nitrogen combinat que és emprat, és el d’agar ma-
nitol ¢, Per fer més critic el creixement sobre plaques, hom incuba dins
un dessecador que conté l'atmosfera a pressi6 normal, que préviament
ha estat rentada en un flascé rentador que conté sulfiric concentrat, a fi
i efecte d’eliminar el nitrogen combinat contaminant.

Hom estudia la dependéncia del creixement de la preséncia de nitro-
gen, amb una atmosfera artificial del tipus «barreja precisa», envasada
a una pressi6 de 150 kg/cm® i fornida per Oxigeno y Suministros S. A.,
que té la composici6é centesimal segiient:

Arg6 75 % * 0,1 %, d’una riquesa del 99,996 %,
Oxigen 209, t0,19, » » » 99,995 %
CO: 5%101%, » »  » 99,998 %

Valoracié de la fixacio

L’increment del nitrogen total és determinat pel meétode Kjeldahl,
préviament descrit a’. La reduccié d’acetilé com a técnica per a deter-
minar la preséncia degnitrogenasa és un métode molt emprat en els la-
boratoris especialitzats, després dels treballs de DiLworRTH? i de ScCHOL-
LHORN V. Es considerat com a altament sensible i significatiu després de
la revisi6 feta per PosTGATE ™. Trametérem les dues soques al Professor
Dr. J. R. Postgate (A. R. C. Unit of Nitrogen Fixation, Universitat de
Sussex, Brighton BNI 9Q]J, Anglaterra), per tal que dugués a terme aquest
tipus d’experiéncies. Els assaigs de creixement difasic han estat duts a ter-
me sobre el medi segiient:

a) sacarosa, 20 g; ClCa.2H:0, o,1 g; SOMg7H:0, o,1 g; CFFe so-
luci6 aquosa a 19, 1 ml; MoOs soluci6 aquosa a 0,1 %, 1 ml;
aigua destilada, 600 ml.

b) Na:POH, 12,5 g; K:POH, 1,5 g; aigua destilada, 400 ml.

Les parts a) i b) son esterilitzades per separat en autoclau a 120° C
i ajuntades quan sén fredes. El medi és inoculat amb un cultiu crescut
sobre el mateix medi que a més conté o,1 g/l de CINH.. La proporcié de
I'indcul és de 5-109, i la temperatura d’incubacié és de go° C. Les lec-
tures del creixement sé6n fetes per terbolesa a 400 nm amb un Spectro-
chem de la casa Hilger Watts.
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RESULTATS

Ambdés microorganismes son capacos de créixer en resembres suc-
cessives, incubats en un dessecador que contingui atmosfera préviament
rentada amb sulfiric.

Els increments del nitrogen total obtinguts, en cap cas no han estat
superiors a 6 ug N/ml, en les dues soques estudiades. Aquest increment
no pot ésser considerat significatiu, pel fet que pot océrrer només per
efecte del nitrogen combinat existent en l'atmosfera del laboratori, com
ja ha estat apuntat per d’altres autors®.

En el quadre 1, hom copsa el grau de dependéncia del creixement
respecte a la preséncia de nitrogen gasés, a 30° C. En el cas de Pseudo-
monas azotogensis CCB 1568 es manifesta una dependéncia molt més cri-
tica que en cas de Pseudomonas fluorescens D-56. En aquest darrer cas,
hom pot apreciar un creixement important en I'atmosfera artificial sense
nitrogen, bé que sigui inferior a I'obtingut en la incubacié en atmosfera
normal. Aixo fa pensar que el creixement ha estat a les despeses del ni-
trogen contaminant del medi i del provinent de I'indcul, considerant el
microorganisme, aleshores, com a oligonitrdfil més que no pas com a un
fixador.

En el cas de Pseudomonas azotogensis CCB 158, I'abséncia del ni-
trogen no en permet el creixement, i es presenta un descens de la terbolesa,
atribuible a la lisi ceHular i a la manca de desenvolupament.

Totes dues soques foren trameses al professor Dr. J. R. POSTGATE, tal
com ja ha estat esmentat, per ésser sotmeses a les proves de reducci6
d’acetilé. Segons ens comunicaren, ambdues soques donaren resultats ne-
gatius en totes les experiéncies portades a terme.

En la soca Pseudomonas fluorescens D-56 no ha pogut ésser observada
una diaxia significativa, mentre que en el cas de Pseudomonas azologen-
sis CCB 1568 els resultats obtinguts manifesten un creixement difasic, tal
com es representa en la figura 1.

Discussié

La determinacié de la nitrogenasa pel meétode de la reduccié de I'ace-
tile és considerada de molta sensibilitat i significacié ™. Aixi i tot, cal no
perdre de vista que es tracta d’'un métode indirecte i que per aquest
motiu hi ha la possibilitat de l’existéncia d’'una nitrogenasa no detectable
pel meétode de la reduccié de I'acetile. D’altra banda, I'existéncia d’'una



54 J. VIVES-REGO

diduxia a concentracié limitant de nitrogen combinat, es fa dificilment
explicable si no s’esdevé com a conseqiiéncia d’un periode d’induccié
o desrepressié de la nitrogenasa. Aquest criteri de creixement difasic, ja
ha estat emprat amb anterioritat per a demostrar la capacitat fixadora
d’alguns microorganismes aerobis i facultatius™ ' #; j restd demostrat
posteriorment, pel métode de la reduccié de I'acetile i la fixacié del N%,
que eren veritables fixadors.

Les dues soques presenten un creixement espectacular en el medi
d’agar manitol. Es un tipus de desenvolupament mucds-viscés, que ocorre

Terbolesa
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FiG. 1. — Creixement difasic de Pseudomonas azotogensis CCB 1568

en totes les Azotobacteriacies quan fixen Nz i que pot ésser identificat com
de polisarcarids capsulars. Aquesta producci6 només s'esdevé quan les
condicions del medi sén adequades per a la fixaci6, i cal atribuir-la a un
creixement no equilibrat?’, degut a un diferent requeriment energetic per
a abastar-se de nitrogen utilitzable per a la biosintesi. Aixi aquest crei-
xement de les nostres soques és clarament similar al dels veritables fixa-
dors. En cas de no ésser-ho, caldria pensar en bacteris oligonitrofils o bé
fixadors heterotrofics; és a dir que, per a créixer, poden utilitzar quan-
titats relativament petites de nitrogen combinat, que prenen de les con-
taminacions del medi o I'atmosfera i que poden arribar a ésser impor-
tants ®

En el quadre I, hom pot apreciar també una forta evidéncia de la
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necessitat del nitrogen elemental per al creixement de Pseudomonas azo-
togensis CCB 1568 especialment, bé que tampoc no pot ésser descartada
la possibilitat que el creixement esdevingut en l'atmosfera normal sigui
degut al nitrogen combinat contaminant. Sembla, doncs, que hi ha una
certa evidéncia acumulada a favor de suggerir que Pseudomonas azotogen-
sis CCB 1568 ¢és capag de fixar nitrogen elemental, bé que la nitrogenasa
que sintetitzi no sigui detectable pel métode de l'acetile. D’altra banda,
el creixement de la soca Preudomonas fluorescens D-56, cal atribuir-lo
a un creixement oligonitrdfil, en abséncia d’evidéncia a favor de la seva
capacitat fixadora; i cal fer esment, tanmateix, de la similitud d’ambdés
tipus culturals en el medi d’agar manitol.

@

® T o

QUADRE 1

Creixement en atmosfera normal i en atmosfera artificial controlada sense
nitrogen, als quatre dies d’incubacio a 30 °C i a la pressié final de 760 mm
de Hg. Lectures de terbolesa a 4oo nm.

Lectura
inicial Atmosfera
amb inocul  AT0rCO: normal
Pseudomonas azotogensis 0.2770 0.230 0.310
CCB 1568
Pseudomonas fluorescens 0.140 0.300 0.390
D-56
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PROBLEMES GENETICS
RELATIUS A L’EXPRESSIO FENOT{PICA
DE LA PRODUCCIO DE PRODIGIOSINA

per J. G. LOREN

Departament de Microbiologia. Facultat de Ciéncies
(Universitat de Barcelona)

El génere Serratia, descrit per Bizio el 1823, és considerat actualment
compost per bacils curts, peritrics gramnegatius amb les caracteristiques
de les Enterobacteriicies, que ligiien rapidament la gelatina, i coagulen
i digereixen la llet; produeixen molt poca quantitat de gas, o no gens,
en fermentar els sucres, a causa de la falta de l'enzim deshidrogenasa
formica; sén habitants comuns de l'aigua i de la terra. Juntament amb
aquestes caracteristiques acostuma a estar lligada la propietat de produir
un pigment vermell caracteritzat quimicament pel fet d’ésser un derivat
meténic d’un tripirrol, i que es coneix amb el nom de prodigiosina. Re-
ferent a la seva estructura taxondmica, el génere Serratia comprén actual-
ment una sola espécie Serratia marcescens, amb dues varietats: Serratia
marcescens var. marcescens, considerada com varietat tipus, i Serratia mar-
cescens var. kiliensis, que difereix de I'altra pel fet de donar la reaccié
de Voges-Proskauer negativa.

Com hem dit, la produccié del pigment prodigiosina és una caracte-
ristica que ha estat considerada durant molt de temps lligada taxono-
micament al génere Serratia. Actualment sabem que algunes espécies de
Streptomyces i d’Actinomadura (Nocardia)*, tan distanciades del géne-
re Serratia, produeixen també prodigiosina; per tant, aquest caracter
deixa d’ésser exclusiu del génere Serratia.

Pero aqui no ens ocuparem d’aquesta exclusivament siné de l'estabi-
litat de la pigmentacié en Serratia.

Ja el 1888 WasserzuG ® publica que, quan hom duia a terme un es-
gotament per estria d’'una colonia pigmentada de Serratia marcescens, en
un medi de gelatina, no totes les colonies que es produien després de
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la incubacié corresponent mostraven la pigmentaci6 caracteristica, i es-
tabli que, quan les plaques de gelatina eren inoculades amb cultius en
medi liquid, el nombre de colonies que no presentaven pigmentaci6é era
molt més gran. A més, li era possible d’aillar algunes coldnies no pig-
mentades, la descendéncia clonal de les quals no tornava a produir cap
colonia pigmentada, mentre que en uns altres aillaments aquesta descen-
déncia tornava successivament al tipus patern.

EI1sENBERG %, €l 1914, obtingué vint-i-dues varietats de set soques de
Serratia que diferien en el to de la pigmentacid, i arribd a la conclusié
que les diverses soques tenien diferents tendéncies per a «mutar», segons
les seves paraules, «i que aquestes mutacions s’obtenien generalment de
cultius vells».

Dapp1, el 1932, ailla vuit diferents tipus de coloracié de cultius de
tres dies, alguns d’ells eren estables i uns altres de més o menys ines-
tables.

Mary BUNTING ), €l 1946, treballant amb la soca Serratia marcescens
ATCC 274, arriba a obtenir diferents varietats de pigmentacié que es pro-
duien amb una freqii¢ncia constant i conclogué que aquestes varietats es
produien d’'una manera espontinia, eren facilment recognoscibles, rever-
sibles, i semblaven analogues a les mutacions; perd es presentaven amb
una freqiiéncia molt més alta que la que havia estat establerta per a la
mutacié en altres microorganismes i en organismes superiors; i arriba
a entreveure que aquestes variacions podien ésser degudes a algun «factor
citoplasmaticn, amb el terme utilizat per MARY BUNTING.

Hi ha nombrosos exemples de métodes d’estudi semblants que porten
a una confusi6 semblant.

Per a dur a terme una analisi eficient del problema de la produccié
de prodigiosina per Serratia marcescens crec que és indispensable de dete-
nir-se a considerar els diferents punts de vista sota els quals pot ésser con-
siderat aquest fenomen.

En primer lloc, estudiarem el problema de l'expressi6 fenotipica de
la pigmentaci6 en Serratia.

No sén completament conegudes les vies metaboliques de la sintesi
de prodigiosina, perd podem comentar-ne algun detall.

Descripcio de les vies

Aquesta sintesi només pot ésser completada sota unes condicions am-
bientals determinades. La sintesi del pigment no té lloc si la temperatura
d’incubacié passa dels §7° C, ja que «l'enzim condensant», aixi com alguns
altres enzims de la via sén termolabils. Aixd mateix passa si, en el medi
de cultiu, Ia concentracié de clorur sodic ultrapassa els 8 grams per litre;
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la quantitat de prodigiosina produida varia si el pH del medi és acid
o alcali, etc.

Recentment, en un interessant treball, WiLLIAMS i GoTT ™, han assolit
de separar la producci6 de prodigiosina del creixement bacterii. Suspen-
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sions de céHules no proliferants de Serratia marcescens han pogut ésser
induides a produir pigment, amb 1'is de determinats aminoicids com ara
la prolina i el triptofan com a inductors.

En segon lloc, considerarem les mutacions en sentit classic que poden
afectar la via de sintesi de la prodigiosina.
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Els diferents passos de la via metabolica que ens ocupa poden ésser
afectats per mutacions de les quals deriva la inoperancia dels enzims que
els catalitzen. Han estat aillats mutants no pigmentats espontaniament
o per mutagenesi artificial, i precisament del nostre coneixement d’aquests
mutants deriva el disseny d’aquesta via de sintesi de la prodigiosina.
Alguns d’aquests mutants aillats per WiLLiAMS i GREEN, com el WF, te-
nen bloquejada la sintesi dels compostos MBC i HBC perd poden pro-
duir el MAP; d’altres mutants, com el 9-33, tenen bloquejada la sintesi del
MAP, pero poden produir MBC i, per tant, HBC.

El compost MAP és volatil, i tant HBC com MBC semblen difusi-
bles en el medi. Els mutants no pigmentats que tenen bloquejada la
sintesi d’algun d’aquests compostos, com el WF o el g-3-3, produiran pro-
digiosina, ni sén incubats 'un en preséncia de l'altre, a causa d'un veri-
table procés de sintrofisme. Farem notar que la velocitat d’aparicié d’a-
quest tipus de mutants és de 1'ordre de les conegudes en d’altres casos de
mutacions de microorganismes i no tenen correspondéncia amb les altres
variants ja esmentades que es produeixen a velocitats més altes.

Considerats aquests fets, als quals cal afegir I'aillament de soques
de Serratia complicades en processos patologics, tant en insectes com en
humans, de les quals més del 709, no presenten pigmentacié, hem de
posar en dubte que la produccié de prodigiosina sigui un caracter lligat
taxonomicament al génere Serratia.

Recentment, SANCHO?, en un documentat estudi sobre l'analisi adan-
soniana de l'estructura taxonomica dels enterobacteris, ha trobat una
branca de diferenciaci6é molt delimitada composta per soques de Serra-
tia marcescens. En la concepci6 d’aquest agrupament, hom no tingué
en compte per a res el caracter de la pigmentacié i, de fet, gran part de
les soques de Serratia que han estat incloses en aquest agrupament no
han pigmentat mai; aixd demostra que la produccié6 de prodigiosina,
com a caracter taxonomic, no té tanta profunditat com haviem suposat
i que no ¢és imprescindible per a definir el taxon.

Per6 un problema que sembla molt interessant i que resta sense re-
soldre és el segiient: ¢Quina causa genética és la responsable de la va-
riaci6 quant a la pigmentaci6 en el génere Serratia quan aquesta és
independent del medi ambient i es presenta com un fenomen d’alta fre-
qiiencia? En el Departament de Microbiologia de la Facultat de Cién-
cies anem fent una série d’experié¢ncies en relacié6 amb aquest problema.
Per aixd, i en primer lloc, duem a terme una prospeccié entre un
gran nombre de soques de Serratia marcescens aillades de diferents bio-
tops: d’aigua, de terra i un conjunt de soques hospitalaries. D’aquestes
soques, n’hem trobat un 509, aproximadament que mai no pigmenten
(la major part s6n soques hospitalaries).
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Entre les soques pigmentades, ens trobem amb tres maneres diferents
de comportament respecte a la pigmentacié.

El meétode experimental que hem seguit per a estudiar aquest com-
portament és el segiient:

Hom suspén en Ringer 1/4 una colonia aillada obtinguda per qual-
sevol dels métodes d’esgotament; i, després d’efectuar un banc de dilu-
cions, hom sembra per extensi6, en plaques d’agar nutritiu, volums ade-
quats de la dilucié apropiada perqué el nombre de colonies en permeti
el recompte.

QUADRE 1

Experiéncia de dissociacio colonial de Serratia marcescens SL

Placa Colonies Colonies Colonies no
nim. totals cromogeéniques  cromogeéniques
1 191 191 o
2 199 199 0
3 155 155 o
4 233 233 o
5 209 209 o
6 205 205 o
7 112 112 (]
8 259 259 o
9 173 173 o
10 205 205 o
11 172 172 o
11 2113 2113 o

Les plaques sén incubades a 30° C durant 48 hores, després de les
quals hom n’efectua la lectura.

El primer model de comportament que exposarem és el que nosal-
tres denominem sistema SL. Com resta demostrat en el quadre 1, aquesta
soca té una gran estabilitat de la pigmentaci6. El quadre, que mostra
un experiment tipic, ens permet de veure que, sobre dos mil cent cinc
colonies, no n’apareix cap que presenti algun canvi en la pigmentacio.

Com a segon model de comportament, comentarem el de la soca Su,
que nosaltres, seguint amb la terminologia anterior, denominarem sis-
tema Sw.

En aquesta soca, quan se segueix el protocol experimental esmentat
i com podem veure en el quadre 2, apareix una heterogeneitat colonial
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molt clara. Un 60,2 %, de les colonies totals no pigmenten per més que
hom en prolongui la incubaci6. Tots els subcultius duts a terme amb co-
lonies no cromogéniques donen poblacions no pigmentades; d’aquestes
hem aillat la soca SuE, que fins ara, després de nombrosos subcultius, no

QUADRE 2

Analisi clonal d’una colonia no cromogénica de S. marcescens S-10

Placa Colonies Colonies Colonies no
nim. totals cromogéniques  cromogéniques
1 11§ 11§ o
2 101 101 o
3 126 126 o
4 180 130 o
5 129 127 o
6 185 185 o
Vi 178 178 o
8 139 139 o
9 154 154 o
10 102 102 o
10 1305 1305 o

Regressi6: 0,0 9,

QUADRE 2-1

Experiéncia de dissociacié colonial de Serratia marcescens S-10

Placa Colonies Colonies Colonies no
nim. totals cromogeéniques cromogeéniques

1 219 212 Vi

2 374 91 283

3 298 171 127

4 297 70 227

5 314 77 237

6 280 88 192

6 1782 109 1073

Percentatge de dissociacié: 60,2 %,
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ha tornat mai al tipus patern. El quadre 3 mostra un experiment tipic
amb la soca Sw.

Aixi mateix, algunes de les colonies pigmentades donen lloc a pobla-
cions cromogeniques en la seva totalitat. D’aquestes darreres hem aillat

QUADRE 3§

Experiéncia de dissociacio colonial de Serratia marcescens S-1

Placa Colonies Colonies Colonies no
nim. totals cromogéniques cromogéniques
1 26 24 2
2 37 34 3
3 52 45 7
4 69 6o 9
5 75 63 12
6 88 73 15
7 57 54 3
8 47 45 2
8 451 398 53
Dissociacié: 11,5 %,
1 65 57 8
2 66 58 8
3 47 34 13
4 g6 85 11
5 58 54 4
6 55 48 7
7 46 35 11
8 93 8o 18
8 526 451 75

la soca SwH, la qual, després de diversos subcultius, ha presentat sempre
una gran homogeneitat colonial respecte a la pigmentacio.

Un estudi de les reaccions bioquimiques d’aquestes soques no ens ha
permes de descobrir cap diferéncia respecte al tipus de la soca original.
No obstant aixo, llur morfologia presenta, al microscopi, algunes petites
diferéncia de detall. D’aquesta manera, la soca SuE apareix en la tincié
de Gram amb algunes diferéncies respecte a la Sw, potser degudes a afi-
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nitat diferencial pel colorant. També es presenten algunes diferéncies de
velocitat de creixement en brou ordinari entre ambdues soques.

Un tercer tipus de comportament és representat pel model donat
per la soca Si (Sistema Si). Aquesta soca, que mostra un percentatge de
dissociacié del 139, aproximadament, presenta, a més, unes variacions
quant al to de pigmentacié que fan que, en aquest sistema, hi hagi una
heterogeneitat colonial molt més clara i espectacular. Quadre 3.

En una placa sembrada amb un nombre de c¢Hules apropiat, després
de 48 hores d’incubacié, apareixen quatre tipus colonials diferents:
unes colonies vermelles, unes altres de color taronja, unes altres de color
rosa brillant i, finalment, hi ha colonies en qué no apareix cap pigmen-
tacio.

El resultat de I'analisi clonal dels diferents tipus de colonies és ex-
pressat en el quadre 3.

Segons els resultats de Woops i MosmaN ¥, duts a terme amb una soca
de comportament cromogenic semblant al de la S, les diferéncies de pig-
ment sé6n atribuibles a la preséncia de diferents quantitats d’aquest i no
a l'existéncia de pigments diferents

Aquests resultats semblarien atribuibles, si aixd fos possible, a una
heréncia mendeliana del tipus d’un aHelomorfisme multiple, bé que, par-
lant de sistemes bacterians, aixo sigui un absurd. Tanmateix, si bé no
poden ésser explicats completament, aquests fets indiquen, al nostre judi-
ci, I'existéncia, en algunes soques de Serratia, d’'una heterogeneitat colo-
nial independent del medi ambient, ja que es donen en una mateixa
placa de Petri i en condicions de cultiu rigorosament idéntiques; que
en les variants no pigmentades no es presenta cap tipus de sintrofisme
dels esmentats abans i que la velocitat amb qué es presenta aquesta he-
terogeneitat colonial és tan alta que permet d’excloure un model muta-
cional classic.

La prospecci6 de les caracteristiques d’aquestes soques ens porta a
I'aillament de bacteridfags als quals foren sensibles aquestes.

Dels diversos aillaments duts a terme n’hi ha un que ens permeté d’ob-
tenir un bacteridfag, que denominem SLP, utilitzant com a soca d’enriqui-
ment la SL, que donava una resposta lisogénica important. Aixo ens porta
a aillar algunes soques lisogenitzades amb el SLP, derivades del SL.

Aquest bacteriofag SLP presenta al microscopi electrdnic una morfolo-
gia molt semblant al SM4 de Serratia, 1a qual és també molt semblant al
bacteriofag transductor P22 de Salmonella tiphymurium.

Quan provarem la sensibilitat al bacteridfag de les soques de Serratia
de qué disposivem, observarem que la soca SuE, variant no pigmentada
obtinguda de la Sw, era sensible al SLP, perd que al centre dels claps
hi havia colonies resistents que presentaven uns certs canvis en la pig-
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mentaci6. Amb la finalitat d’aclarir el fenomen i analitzar una fraccié
més important de la poblacié, idearem el segiient esquema experimental:

En plaques d’agar nutritiu hom estén 1 ml d’un cultiu en brou d'una
nit de Ia soca Sw que conté aproximadament 6-10° céHules per ml; cal
retirar el volum que sobra, com quan hom duu a terme un antibiograma.
Una vegada que aquesta extensi6 s’ha assecat, hom hi aboca o,5 ml d’una
suspensié de bacteriofag que conté, més o menys, 6-10° p.f.u.; hom ho
deixa assecar, i les plaques sén incubades durant 48 hores a go° C. El
resultat és que a les plaques apareix una fracci6 de colonies resistents
al bacteriofag, mentre que la resta de la poblaci6 és lisada per aquest.
De les colonies resistents, n’hi ha algunes que apareixen pigmentades de
manera semblant a la soca original. La freqii¢tncia amb qué apareixen
aquestes colonies depén de la multiplicitat d’infeccié, per6 de tota mane-
ra és superior a 1-10~%,

En un altre experiment, hom segueix el mateix esquema experimental,
pero utilitzant la soca SuH, la qual, recordem que és una varietat pig-
mentada i estable derivada de la Sw. En aquest cas, les plaques mostren
que una fracci6 de la poblacié resistent és no cromogénica.

Aquests resultats, que no ens expliquerh en llur totalitat, semblen in-
dicar que, per l'acci6 del bacteridfag, dues poblacions estables quant a
llur pigmentacié tornen a mostrar una inestabilitat cromogeénica que porta
a una heterogeneitat colonial semblant a la soca originaria d’aquestes
dues poblacions.

Dissortadament, no podem assajar l'accié6 d’aquest bacteriofag sobre
la soca Si, de comportament cromogénic tan interessant, per tal com es
mostra resistent al bacteriofag.

Noves dades en la bibliografia ens han aportat un punt de base per
a una idea de treball que tenfem quan iniciarem l'estudi d’aquestes so-
ques de Serratia. Woops i MosMANN, el 1971, estudiaren en una soca
de Serratia I'efecte de I'acriflavina, que, com és sabut, té una accié sobre
I'ADN extracromosomic, i obtingueren poblacions sobrevivents que pre-
sentaven una coloracié diferent a la de la poblacié de qué s’havien ori-
ginat. Segons es desprén de les dades de Woobs i MosMmANN ¥, 1a coloraci6
estable d'una poblacié després del tractament amb acriflavina és de color
taronja.

Amb aquesta idea, i repassant els treballs de Mary Bunting, veié-
rem que empra en els seus experiments el dodecil-sulfat com a deter-
gent per a lisar les céHules, i obtingué una disminucié en les variants
vermelles de les poblacions. Aquest efecte li era inexplicable.

Darrerament ¢ ha estat demostrada la possibilitat d’eliminacié dels fac-
tors extracromosdmics per mitja del dodecil-sulfat, i aix{ ha estat com-
provat amb els factors F i Col d’Escherichia coli.
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Considerant l'alta freqii¢ncia de les variacions en la pigmentacié en
algunes soques de Serratia marcescens, aixd ens porta a establir com
a hipotesi de treball la segiient:

a) Que, en algunes soques de Serratia, la pigmentacié pot ser contro1
lada per un factor extracromosomic.

b) Que aquest factor extracomosdomic pot impedir la infeccié per un
determinat bacteriofag (SLP).

L’estat actual del nostre treball no ens permet, fins al moment, sin6é
exposar aquesta hipotesi de treball.

Es obvi que els problemes que planteja la pigmentacié en el génere
Serratia sén de diferents tipus; especialment d’expressi6 fenotipica i de
mutacié classica, tenint en compte l'existéncia de fenomens de sintrofis-
me entre alguns d’aquests mutants.

Perd, a més, és un fet cert que, considerant unicament aquests punts,
el caracter cromogénic de la descendéncia d’'una soca determinada de
Serratia no pot ésser previst en tots els casos. La nostra hipotesi de treball
exposada aqui intenta de portar a cap una comprensié del comporta-
ment cromogenic d’aquestes soques no previsible amb l'ajuda tnica de
les altres hipotesis. -
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ELS ESTATS DEL FACTOR S I ELS FENOTIPS
DE LES CELLULES CORRESPONENTS

per JOAN JOFRE

Departament de Microbiologia. Facultat de Ciéncies
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INTRODUCCIO

Dues céHules fenotipicament diferents es troben formant part d’una
descendéncia clonal en una proporcié constant de cadascuna quan la po-
blacié és suficientment gran, sigui el que sigui dels dos tipus de c¢Hules
el que déna lloc a la dita poblacié.

Aixd es troba en contradiccié amb alguns fets generals de la micro-
biologia, com és ara el concepte de cultiu pur o bé els principis generals
de mutacié i regulacié genica.

Aquests fenotips potser difereixin en molts aspectes, bé que nosaltres
per a llur estudi prenem un marcador definit per a diferenciar-los. Mentre
que un tipus de c¢Hules excreten alanina i glutimic al medi, I’altre no.
Anomenarem EG+ les que excreten, i EG— les que no. Dues raons
fan que treballem sobre aquest marcador particular. Primerament, per-
que¢ fou estudiant la segregacié d’aminoicids quan foren trobats els dos
fenotips, i, d’altra part, per la facilitat de detectar els dos tipus utilitzant
la tecnica de revelat amb soques auxotrofiques, en el nostre cas concre-
tament amb la soca P 6o de Leuconostoc mesenteroides segons ha estat
descrit per ParEs, GUINEA i HERNANDEZ > 7.

Els primers estudis fets a la soca Citrobacter intermedium C3 per
PArEs, GUINEA i HERNANDEZ feren pensar en la preséncia d'un factor
episdmic, que fou anomenat factor S. Aquesta suposici6 no era siné la
base d’'un model de treball que, des d’'un punt de vista especulatiu, plan-
tejava la possibilitat formal de relacionar una seérie de situacions d’aquest
factor S. Hom ha de tenir en compte que molts experiments han hagut
d’ésser fets amb poblacions no uniformes, tant pel que fa als fenotips com
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al factor S. Aquest fet ens portara a un nombre definit de fenotips molt
més petits que el nombre de poblacions diferents.

Per tant, calien uns experiments que permetessin d’interpretar cada
poblaci6 real. Per aixd el primer problema que es planteja fou el de
I'eliminacié del factor S, que havia de portar-nos a I'obtencié d’una po-
blaci6 homogenia.

Després d’evidéncies indirectes de 1'accié del taronja d’acridina, hom
assaja l'esmentada eliminacié amb aquest colorant. VaLoix obtingué, des-
prés del tractament amb taronja d’acridina, soques que donaven sempre
poblacions uniformes i que mai no excretaven aminoicids al medi després
de quasi dos anys de subcultiu.

Hi ha una série de raons que feren que es plantegés el problema de
si realment aquests tipus de soques eren descendents d’una sola bactéria
que inicialment tenia el factor S.

Aquestes possibilitats d’error a la troballa de soques S— sén les
segiients:

Presenten diferéncies fenotfpiques molt importants en relacié6 amb la
soca original. A més, entre elles també presenten algunes diferéncies, bé
que no entre les qualitats més significatives.

Malgrat que sén uns quants els diversos investigadors que han acon-
seguit soques S—, aquestes no s6n obtingudes regularment en tots els ex-
periments, sin6 que llur obtenci6 depén en gran part de l'atzar.

El taronja d’acridina és també un agent mutagen important. No po-
dem, doncs, excloure la possibilitat que aquestes soques que anomenem
S— hagin sofert un dany general en llur material hereditari i que deixin
d’excretar per alguna mutaci6 en particular que no tingui cap relaci6
amb la pérdua del factor S, i que aquest romangui present a 'interior de
les céHules, bé que cap d’elles no excreti aminoacids.

La seleccié és indirecta, puix que seleccionem les possibles soques que
han estat deslliurades del factor S, per la dimensié de les colonies, basant-
nos en el fet que les c¢Hules no segregadores tenen un temps de generaci6
més llarg que les segregadores. No seleccionem directament no segregado-
res, per la impossibilitat experimental de diferenciar d’entre les colonies
no segregadores les que han perdut el factor S.

Finalment, si pensem que la ci¢ncia ha d’ésser explicitament objeti-
va i que, per tant (malgrat que les nostres experiéncies sén objetives), un
treball com aquest (que ha arribat a uns alts nivells de sofistificaci6) re-
quereix un alt nivell d’exigéncia formal, no és absurd de pensar en una
possibilitat de contaminacié.

Aleshores, davant totes aquestes possibilitats, hom establi uns criteris
que fessin valides les nostres experiéncies. El primer punt era tenir la
seguretat que realment fossin descendents d’'una c¢Hula determinada, i el
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segon, poder saber que es tractava de la pérdua del factor S i no d’'una
mutacio.

La primera part es resol facilment obtenint céHules amb un marca-
dor genétic que ens permeti de seguir d’'una forma clara una descén-
dencia clonal. Pensirem que les mutants auxotrofiques eren un material
idoni per a aquest tipus d’estudis.

Hom pot solventar el segon problema mitjancant dos tipus d’expe-
riéncies. D’una banda es fa necessaria I'obtencié de soques S— per altres
procediments diferents del taronja d’acridina, la qual cosa redueix la
possibilitat de causar el mateix dany al material cromosdmic. D’altra
part, si aconseguim que per heréncia infecciosa es recuperi altra vegada
el caracter excretor, resta practicament exclosa la possibilitat que I'efecte
del taronja d’'acridina sigui una mutaci6 i no ’eliminacié del factor S.

Amb els experiments que esmentem a continuacié deixem resolts
aquests problemes.

CONSIDERACIONS METODOLbGIQUES I RESULTATS

Obtencio de mutants auxotrofiques. — Ha estat duta a terme d’acord
amb els procediments generals descrits a la literatura. Pot ésser dividida
en tres parts: mutagénesi, contraseleccié i identificacio.

Mutagénesi. — Ha estat emprat un fort element mutagen com és ara
la N-metil-N-nitro-N-nitroso-guanidina (NTG).

Sobre una suspensié d’aproximadament 10'-10° c¢l./ml. en amortidor
trismaleic, 1/20 molar i a pH = 6, afegim NTG de manera que aconse-
guim una concentracié de 100 pg/ml. Aquesta és una innovacié que ens
indica el profesor IGRAHAM® quan vingué a Barcelona amb motiu del
3. Congrés Nacional de Microbiologia, ja que fins aleshores el tracta-
ment es feia arreu amb brou ordinari i concentracions més febles de
NTG (30 pg./ml.), puix que era generalment acceptada la idea que aquest
agent mutagen semblava que actuava sobre les céHules amb divisié i, per
tant, el seu tractament s’havia de fer sobre un medi de creixement de les
bacteries. Cal incubar-ho a §7° C, durant 3o minuts i amb agitacid.

Hom ho filtra per tal de concentrar la poblacié bacteriana que ha
sobreviscut al tractament de NTG, i ho renta per eliminar les restes de
I'agent mutagen.

Contraseleccio. — Les céHules sobrevivents sén incubades una nit a
30° C. Després hom ho filtra, renta i torna a suspendre en M i s’hi afe-
geixen 20.000 U.L/ml. de penicilina. Com que el Mi és un medi minim,
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les ceHules auxotrofiques per algun aminoacid o nucleotid no es dividei-
xen. D’aquesta manera, en actuar la penicilina tdnicament sobre les
ceHules que es van dividint, enriquim extraordinariament de bactéries
auxotrofiques la poblacié bacteriana amb qué treballem.

Hom filtra, renta i torna a suspendre la poblacié sobrevivent al trac-
tament amb penicilina en 10 ml de R 1/4.

Identificacid. — De la suspensié en R 1/4, hom n’espargeix sobre pla-
ques d’agar ordinari. D’aquelles plaques en qué creix un nombre ade-
quat de colonies, de 20 a 50, hom fa una réplica sobre plaques de medi
minim M, utilitzant un tampé6 de vellut segons va descriure Ledelberg.

Les colonies que creixen sobre agar ordinari i no sobre M: s6n consi-
derades auxotrofiques.

Seguint un enginyés sistema descrit per HoLipAY 4, a base de fer uns
medis amb unes barreges d’aminoacids convenients, s’arriba facilment a
determinar quins sén llurs requeriments.

Resultats. — Seguint aquest sistema, hem obtingut un bon nombre
de mutants auxotrofiques per a diferents metabolits, entre ells per a:
metionina, cisteina, vitamines, prolina, guanosina, histidina, diaminopi-
melic, serina-glicocoHa, aminoacids aromatics, lisina, purines, ileucina-va-
lina, arginina i treonina.

OBTENCIO DE SOQUES S— PER DIFERENTS PROCEDIMENTS

Eliminacio o curat per taronja d’acridina. — Aquest colorant és consi-
derat un agent eficag per a la curacié d’alguns episomes, no de tots, puix
que se sap que alguns factors sén resistents a ésser eliminats per ell.

El cami seguit és el segiient: Hom posa en suspensié una colonia C
(no segregadora) procedent d’un revelat de Cg en 10 ml. de R 1/4.

En un tub amb M: més 4oy de taronja d’acridina per ml, de manera
que la poblaci6 inicial oscili entre 10 i 100 ce¢l./ml., hom incuba 12-18
hores a 30° C, amb agitacié i amb el medi protegit de la llum, puix que
el taronja d’acridina és fotolabil.

A les 12-18 hores hom n’agafa una part aliquota i la porta altra ve-
gada a Mi més 40y d’'OA/ml, de manera que la poblacié inicial sigui
del mateix ordre que en el primer tractament.

Es repeteix fins a 8-10 tractaments, i finalment hom ho sembra da-
munt plaques de Mi-Agar. Al cap de dos o tres dies d’incubaci6 a g30° C
apareix un nou tipus de colonia de la qual farem una dissociacié i analisi
colonial.



ESTATS DEL FACTOR S I FENOTIPS 71

Com hem dit abans, no semprc hom n’obté resultats positius. Pro-
bablement aquest fet és degut que moltes vegades hom selecciona formes
amb el factor S integrat, que creixen més rapidament, i probablement
també degut que les soques S— creixen molt dificultosament sobre M
més OA.

Curat per bromur d’etidi (BE). — Per tal de complementar els estudis
fets amb OA, pensiarem en el BE, puix que és considerat un dels reac-
tius quimics més efectius per a la curaci6 d’episomes'.

Com en el cas anterior, partim d’una colonia C, i en un tub amb M:
més BE (7,5 x 10— M) inoculem una poblacié inicial de 10*10° cél./ml.
Es incubada 24 hores amb forta agitaci6, que hom millora mitjangant
dues barretes de vidre de diferent didmetre i llargada. En aquest cas és
més eficient el tractament en preséncia de llum.

Tot seguit hom procedeix de la mateixa manera que en el cas an-
terior.

Tampoc aci hom no troba sempre resultats positius. Creiem que les
raons s6n les mateixes que en el cas anterior.

Enriquiment de céllules S— en una poblacio de la soca salvatge de
C3. — Pensarem que, si el model inicial que havia estat proposat per a
explicar el comportament del factor S era correcte, hi havia d’haver una
petita possibilitat que en una poblacié de la soca salvatge C3 hom trobés
per accident alguna céHula S—. Aleshores, com que totes les soques S— que
tenfem eren. resistents al bacteridfag F1 (bacteriofag especific de C. in-
termedium C3 aillat d’aigua residual de paperera), si sotmetiem la po-
blacié bacteriana a una forta pressi selectiva a favor de les resistents
al bacteriofag, algun dels diferents tipus de resistents al bacteriofag seria
el corresponent a les céHules S—.

El procediment és senzill, ja que no cal siné afegir una forta quan-
titat de bacteriofags a una poblacié bacteriana que és a la fase de crei-
xement exponencial, i hom les incuba conjuntament.durant una nit. Des-
prés hom sembra les céHules sobrevivents sobre plaques de M.

El procés continua com en els casos anteriors i hom n’obté els matei-
xos resultats.

Resultats. — En els tres casos han estat obtingudes soques S—, bé mar-
cades per algun aminoacid, bé sense marcar. Amb taronja d’acridina,
VaLoix, VALLESPINGs i l'autor obtingueren soques sense marcar; ultima-
ment, Fusté n’ha obtingudes de marcades per histidina.

Amb BE han estat obtingudes soques S— marcades per arginina.

Per selecci6 amb bacteriofag, han estat obtingudes soques S— sense
marcar i d’altres de marcades per arginina.
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Totes elles presenten una série de caracteristiques comunes, com és
ara la pérdua del metabolisme fermentatiu, pérdua de sensibilitat al bac-
teridfag F1, canvis morfologics, etc.

REVERSI6 S— —> S+ PER TRANSFERENCIA INFECCIOSA

Després d’unes primeres dades obtingudes per VaALoix, emprenguérem
la tasca d’aconseguir experiments de reversié totalment critics amb do-
nadors que tinguessin diferent marcador que l'acceptor i aixi poder-los
diferenciar facilment.

El meétode emprat fou el mateix que havia estat descrit per als experi-
ments de transferéncia a P. intermedium ATCC 11606 per GUINEA i Pa-
REs. Hom va introduir-hi una lleugera modificacié, que consisti a inocu-
lar una part aliquota de la barreja entre dadors i acceptors després de
les dues hores d’incubacié conjunta en un medi on només creixia la soca
acceptadora. D’aquesta manera hom donava temps a les c¢Hules que ha-
guessin rebut el factor S a multiplicar-lo i integrar-lo, i d’aquesta manera
augmentaria el nombre de c¢Hules que I'haurien rebut i el de les que
excretarien aminoacids. Hom ho espargi sobre Mi, de manera que no-
més cresquessin les céHules de la soca acceptora, i hom n’escolli les co-
lonies que tenien el creixement més rapid.

Els resultats d’aquestes experiéncies estan relacionats a la taula L

CONCLUSIONS

Primerament resta provat que hom pot eliminar el factor S pels me-
todes usuals d’'una manera irreversible, no incompatible amb la viabili-
tat ceHular.

En segon lloc, veiem que és transmissible per infeccié, bé interspeci-
fica, com ha estat provat amb P. intermedium, bé intraspecifica, com resta
demostrat per les experiéncies de reversi6 S— ——> S+,

Tenint en compte els criteris de seleccié seguits per a l'obtencid, tant
de soques S— com de soques revertides, hom no pot assegurar que el
fenotip que ens donen les soques S— sigui univoc. Podem pensar que
se’'ns presenti un fenomen semblant als factors F'. El fet que la velocitat
de transferéncia que obtenim en la reversié sigui més petita que I'obtin-
guda per la transferéncia a P. intermedium, déna una certa base per a
pensar en aquesta possibilitat.

Aquests fets concrets ens donen una base molt ferma per a explicar
la relacié entre els diferents fenotips de les diverses poblacions i el model



Taura I. — Experiments de reversio S~ —> §*

%’LP:SV’;‘:;E Experiments ) Comportament Velocitat Nombre de co-  Experiments
S- —» S+ Soca dadora Soca § especial de reversi6  lonies comptades independents
1 8 MA7 (Ileu-) $-) (curat per AO) MC (CMS Oxoid) o 7550 3
2 » $-¢ (curat per AO) 2,3x107¢ 8725 3
3 » $7;¢ (obtingut per 1,8x1073 2750 2

selecci6 fagica)
4 » Arg~ 4389 (curat per EB) Arg~ 1,5X 1074 5802 2
5 MA1 (His") $T MC (CMS Oxoid) o 16530 3
6 » S o 10530 3
7 » St 1,3x107¢ 14520 3
8 » Arg= 439 Arg- o 6486 3
9 C. intermedium C3 P. intermedium 11606 lac™ a 24 h. 8.8x107? 540 6




QUADRE |

Estats possibles del factor S i fenotips de les céllules corresponents a les diferents poblacions bacterianes.

° % gz 8 2
== O = 3 T d
Estat del factor § Obtencié Tipus de poblaci6 g%g O/F lLactosa B4z Sensibilitat  gen BsE end
2 g % % ¢  generaci6
i 3 8 % 2
C3 (1) Tipus salvatge. Després de re- Integrat o autonom. En el pri- 0,6 +/+ + baixa 1 + + 1
gressié espontania de (2) i (3). mer cas, preferenment en un
Després de la reversi6 infeccio- locus 1abil. En el segon, amb
sa de (4). un nombre variable per c¢Hula.
S+ sgt (2) Enriquida amb AO o estrepto- Integrada preferentment en uno,9-1 +/+ + baixa < 1 + + < 1
micina. locus més estable.
S+ sg= (3) Curacié parcial amb AO o EB. CéHules amb pocs elements au. o +/+ + baixa > + + >
tonoms.
§™ (4) Curat amb AO, EB, fag Fi.  Absent. o +/— = alta >> 1 t — >>1
P. intermedium (5) ATCC 11606. Absent. o 4 /+ retardada baixa no provada + «— 1
P. intermedium (6) Després de la infecci6 dels do- Integrat en un locus relativa- 1 +/+ retardada baixa no provada 4 — 1

nants C3.

ment estable.
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proposat segons estudis fets anteriorment per PAREs, GUINEA, HERNAN-
DEZ i GUERRERO.

Vegem ara els diferents estats que hom postula per al factor S, i des-
prés veurem els fenotips corresponents reunits en un quadre.

Hom ha aconseguit integracié permanent després d’infecci6 en P. in-
termedium i seleccié de les S+. Segons dades de VALoix, si hom fa I'ana-
lisi d’'una colonia segregadora, troba meitat i meitat d’elements excretors
i no excretors. Perd si hom fa una analisi colonial de la descendéncia
d’aquests excretors, trobem que el 100 %, alliberen aminoacids al medi i
aix{ continuen comportant-se després de subcultius usccessius. Aix{, doncs,
cal pensar que en P. intermedium s’integra en un locus molt estable.

Ha estat obtinguda integracié quasi permanent a C. intermedium C3
després de seleccié d’excretors resistents a estreptomicina.

Hom aconsegueix facilment amb OA poblacions enriquides amb ele-
ments excretors, si comenca el tractament amb un indcul elevat. Aixd es
basa en el fet que, a l'estat integrat del factor S, les c¢Hules es multipli-
quen més rapidament, i el factor S, a l'estat integrat, no té sensibilitat di-
ferencial a I’'OA. En aquest tipus de poblacié es planteja el problema
que, segons els estudis cinétics portats a terme per GUINEA i HERNAndez®,
el pas EG* ——> EG— és de l'ordre d’un 1 9%, la qual cosa fa que al cap
de 8-10 generacions arribin a ’equilibri. Aquest fet, junt amb el dels ex-
cretors resistents a l'estreptomicina, fa pensar en l'existéncia de diferents
loci d’integracié amb diferents graus d’estabilitat. Es possible que els més
estables siguin zones de més feble homologia, que podrien estar lligades a
I’existéncia de factors S’ tal i com hem esmentat abans. En aquest cas
els loci més estables serien els seleccionats.

Dins una poblacié de la soca salvatge Cg, el factor S es trobaria en
un equilibri integracié-desintegracié. De I'estudi de la cinética de canvi,
deduim que seria integrat preferentment en un locus poc estable. En
el cas que es trobi en estat autdonom, es dividiria independentment del
cromosoma i també més rapidament, puix que, si no, la poblaci6 aviat
es veuria rentada. En arribar a un nombre determinat dins el citoplasma
bacteria, hi hauria una alta probabilitat d’integracié; en passar a l'estat
integrat, hi hauria un rentat de la resta d’'elements autonoms,

Hom pot obtenir, per tractament amb OA de petits inoculs, pobla-
cions enriquides amb elements no excretors. De fet aixd no seria siné
una etapa en el cami de rentat total que hem esmentat abans.

Al quadre I esmentem les diferéncies fenotipiques que hom troba en-
tre aquestes diferents poblacions.

Aix{ doncs, a les diferents poblacions de Cg estudiades, resta coherent
el model que hom havia proposat inicialment per explicar cl comporta-
ment de la poblacié de la soca Cs.
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DISCUSSIO

Davant tots aquests fets, hom planteja dues preguntes. La primera és
si, com assenyala Davis, en el concepte inicial de JacoB i WOLLMAN resta
implicada la intranscendéncia dels factors episomics enfront de la via-
bilitat del bacteri, de qué la resisténcia episdomica als antibidtics no re-
presenta una excepcié formal.

El segon punt, molt lligat amb aquest, és preguntar-nos si és possible
que continuem veient el fenomen de la variabilitat bacteriana com a re-
sultat d’'un grup d’acoblament que anomenem cromosoma. El nombre
creixent de fenodmens coneguts independents del cromosoma bacteria fa
pensar que l’esmentat cromosoma és com una mena de férmula de com-
promis amb un paper semblant al que tenen les lleis de Mendel en la
genética dels organismes superiors.

Podem pensar que la genética bacteriana realment sempre ha estat
molt lluny de Ia genética dels organismes eucariotes i que, de fet, caldria,
considerar-la com a molt més diversificada; tot i que el seu emparellament
amb la genética dels eucariotes, després dels descobriments de BEADLE i
Tatum, DELBRUCK i LuRiA i LEDELBERG, fou molt favorable per al seu
desenvolupament, i també per al de la genética dels eucariotes. Pensem
que un fet semblant es dona en els estudis de metabolisme bacteria; al
principi hom pensava només en un metabolisme de tipus oxidatiu com en
els éssers superiors, perd després hom ana veient uns altres tipus metabo-
lics, o sigui que, de fet, en els bacteris, les possibilitats d’adaptacié en
aquest sentit s6n molt més grans.

Aquest fet d’'una pluralitat de mecanismes en els procariotes és forga
explicable, si els acceptem com a precursors dels eucariotes i, per tant, hem
de pensar que han de tenir un nombre molt més gran de camins per a
resoldre els mateixos problemes.

Es realment molt excitant per a nosaltres l'estudi de I'heréncia ex-
tracromosomica, puix que veiem la importancia creixent que hom déna
als plasmids i episomes, no solament pel nombre de fendbmens que actual-
ment controlen a les poblacions bacterianes, siné també pel paper que
poden haver representat en I'evolucié dins el pas de procariotes a euca-
riotes. En aquest segon aspecte ha estat llancada una hipotesi, potser una
mica atrevida, pero molt suggeridora, que complementa la idea que els
diferents organuls de les céHules eucariotes haurien estat originats per
simbiosi de diferents procariotes”®; perd aquesta teoria no és suficient
per a explicar I'acumulacié inicial d’acids nucleics per a formar el nucli
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primitiu. Adeshores sembla que una acumulacié de plismids en els avant-
passats dels eucariotes déna una solucié forga versemblant a aquest pro-
blema®,
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DESPRES DEL RENTAT DELS FACTORS GENETICS
EXTRACROMOSOMICS AMB EL TARONJA D’ACRIDINA

per J. VIVES-REGO

Departament de Microbiologia. Facultat de Ci¢ncies
(Universitat de Barcelona)

INTRODUCCIO

Fins ara hom no ha dedicat massa atencié als canvis morfologics re-
lacionats amb el cured o rentat dels episomes. Aixo ha estat degut fona-
mentalment a la no existéncia de diferéncies manifestables d’'una mane-
ra critica. L’ objecte del present treball és de posar de manifest algunes
de les diferéncies trobades per nosaltres en la morfologia microscopica
i Destructura fina, entre la soca bacteriana Cs de Citrobacter interme-
dium? i les ceHules de ST, obtingudes de les primeres pel rentat d’epi-
somes amb el taronja d’acridina.

MATERIAL I METODES

Soques. — Les dues soques emprades han estat obtingudes en el nostre
Departament i son les segiients: Cs Citrobacter intermedium® i una po-
blacié clonal de ST obtinguda per VALoix7 a partir de les primeres per
tractament amb el taronja d’acridina i en relaci6 amb la qual hi ha
evidéncia experimental de l'eliminacié dels plasmids presents en Ca.

Cultiu, fixacid, inclusid, seccions i contrastament. — Inoculem 100 ml
del medi M:? en la proporcié del 109, i procedim a la incubacié en
bany metabolic en agitacié durant 12-14 hores en el cas de Cs i de 15-16
hores en el cas de ST, a 30° G de temperatura. Al final de la incubacié
hom fa una fixaci6 prévia afegint-hi glutaraldehid a concentracié final del
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4%, bo i mantenint el cultiu a 4° C durant 12-16 h. A continuacié re-
collim la suspensié ceHular per centrifugacié a 4000 r.p.m. durant 15 mi-
nuts i la rentem tres vegades amb tampé de fosfats pH 7,2 i 1/15 M-
El sediment obtingut és inclés en agar Difco a 1,59, amb el mateix
tampé. Procedim a la fixacié definitiva introduint la peca d’agar en un
volum 4070 vegades més gran d’OsO« a 19, p/v amb tampé de fosfats
i afegint CINa a la concentracié final del 5 %,. Mantenim les peces d’agar
en aquestes condicions 15 hores a 4° C. Ho rentem tres vegades amb
tampé de fosfats. Un cop duta a terme la fixacié definitiva, comenca la
deshidratacié amb acetona, tot contrastant amb acetat d’uranil a la mei-
tat de I'operaci6. Un cop deshidratades, sén incloses en araldita. N’obte-
nim seccions ultrafines de 0,004 micres aproximadament amb un ultrami-
crotom Reichert Om Vi i ho tornem a contrastar amb citrat de plom.

Observacid. — Les ctHules de Cs i ST s’observen al microscopi optic
de camp clar en tincions gram i in vivo en contrast de fases. L’aparell
emprat és un Wild Mzo. Les preparacions ultrafines sén examinades en
un microscopi electronic PHILIPS EM 200 a 6o kV.

RESULTATS

Camp clar.— Una de les primeres i més accentuades diferéncies entre
les dues poblacions clonals és el diferent comportament davant la tincié
gram. Les c¢Hules bacterianes de Cs presenten una tincié debil i irregular
en determinades zones que resten sense tenyir. La morfologia correspon a
un bacil gram negatiu petit i una mica pleomorfic, figura 1.

Les ctHules de la soca ST presenten molt poca afinitat envers els
colorants com la safranina, per exemple, molt menys que en el cas de
la soca Cs. Unicament es tenyeixen d’'una manera suau, després de 5-10
minuts de contacte amb el colorant, i solament resta tenyida una petita
fracci6 de la superficie ceHular, generalment situada en els pols de la
ctHula; la resta roman pricticament incolora. També és observable una
dimensié sensiblement inferior en el cas de la soca ST respecte a la soca
Cs, figura 1’

Contrast de fases. — En contrast de fases també es manifesta una clara
diferéncia morfologica entre Cs i S7. Les c¢Hules de Cs sén totalment opa-
ques i llur citoplasma és clarament homogeni des del punt de vista dptic,
mentre que les ctHules de ST sén sensiblement més petites (com ja hem
esmentat en els resultats de camp clar) i algunes zones del citoplasma apa-
reixen com vacuoles o cossos brillants. Aquestes zones més clares estan
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I'1G. 1. — Tincié Gram (1.250 didmetres, objectiu Wild Fluotar X 100) :
m) poblacié clonal de C,;, n) poblacié clonal de S—






FI1G. 2. — Contr..t de fases de les céMules in vivo de: m) C,. n) S— (1.250 diametres)






Fic - - Microelectrografia d’una seccié transversal i longitudinal de C, (20.500 diametres)






I'1G. 5. — Membrana intrusiva de S— (62.000 diametres)






FI1G. 6. — Sacs aplanats prop de 'envd de divisié cellular de S— (420.700 didmetres)

Fi16G. 7. Estructures membranoses aplanades en S
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repartides d’'una manera irregular en el citoplasma. De vegades repre-
senten un 60-70 %, de la seccié optica, i d’altres només un 10-20 %, figura z.

Microscopi electronic.— Al microscopi electronic les c¢Hules de Cs pre-
senten un aspecte tipic de bacil gramnegatiu, amb una distribuci6é del cos
nuclear molt irregular (potser una mica més d'alld que és habitual) i el
citoplasma homogeni, figura 3. La diferéncia morfologica observable en S—
és la preséncia d’estructures laminars molt freqiients, que en cap cas no
han estat observades en les c¢Hules de Cs. Aquestes estructures estan di-
rectament relacionades amb la membrana ceHular en alguns casos, figu-
ra 4, i formen com uns sacs aplanats que podrien relacionar-se amb me-
sosomes o simples intrusions membranoses, per llur proximitat a la mem-
brana ceHular o a I'enva de divisié de la c¢Hula, figures 5 i 6. En alguns
casos es presenta un replegament multiple, figura 7.

DISCUSSIO

Les diferéncies morfologiques trobades entre els dos tipus de soques
bacterianes sén molt acusades. En els tres nivells d’observacié: camp
clar, contrast de fases i microscopia electronica, les diferéncies sén noto-
ries. Les anomalies existents en la tincié gram suggereixen en principi
canvis importants en la constitucié quimica de la paret ceHular. D’altra
banda, la diferent opacitat en el contrast de fases pot ésser deguda tant
a canvis en la paret ceHular com a l'estructura del citoplasma.

En les microelectrografies obtingudes, en cap moment no poden ésser
observades diferéncies estructurals en la constitucié de la paret o mem-
brana ceHular de Cs i S, ni tampoc en l'estructura fina del citoplasma.
Es manifesten molt freqiientment estructures membranoses intrusives en
el cas de S—1 que suggereixen la possibilitat que siguin les responsables
de les diferéncies de densitat optica manifestades en contrast de fases.

Aquests efectes atribuits al rentat d’episomes, després del tractament
amb la taronja d’acridina, poden ésser també conseqii¢ncia de canvis o
lesions de '’ADN fonamental i no solament de l'extracromosdomic. Cal
assenyalar la semblanca de les intrusions membranoses abans esmentades,
amb les que apareixen en el creixement no equilibrat® d’ Azotobacter*®
i de Bacillus® quan el primer creix utilitzant N2 com a font de nitrogen
i el segon esporula.

Agraiments: Vull agrair al Servei de Microscopia Electronica de la Universitat de
Barcelona les facilitats donades en tot moment per a 1’obtenci6 de les microelectrografies.
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ETANOL COM A REPRESSOR DE L’OXIDACIO
DE L’ACID ACETIC PER ACETOBACTER

per R. CLOTET i BALLUS

Departament de Microbiologia. Facultat de Ciéncies
(Universitat de Barcelona)

Els bacteris del geénere Acetobacter sén capagos d’oxidar totalment
I'alcohol a anhidrid carbonic i aigua passant per acid acetic. El fet an-
terior serveix de métode diferencial entre Acetobacter i Acetomonas, i hom
observa amb claredat els dos graons d’oxidaci6 en fer créixer Acetobacter
sobre un medi de: extracte de llevat, g 9; alcohol, 2 9,; verd de cro-
mocresol (1 ml d’una solucié al 2,2 9, per litre); agar, 2 %,'. El medi,
inicialment verd, vira per accié del creixement a groc amb motiu de la
disminuci6 del pH conseqiient a 1’oxidacié de l'etanol a acil acttic, s’hi
manté un cert temps i torna després al color verd inicial per la progres-
siva destruccié de I'acid. Hem observat aquest comportament, caracterfs-
tic dels cultius d’Acetobacter en el referit medi, en Acetobacter aceti 8303
(ATCC) per exemple. En el creixement sobre agar inclinat a g30° C, el
viratge a grog es produeix aproximadament a les 48 h, i la segona neu-
tralitat al voltant de les g6 hores.

Tant aquest assaig com els fets coneguts de la fermentaci6 acética per
a I'obtenci6 de vinagre assenyalen que l'oxidaci6 de I'acétic no és simul-
tania amb la seva formacid, siné posterior. Tot i aixi, aquest punt no ha
estat mai estudiat en relaci6 amb el possible mecanisme diduxic que pot
suposar. Efectivament, hi ha la possibilitat que l'etanol actui de core-
pressor del sistema oxidador de l'acetat, talment que, a I'oxidacié d’aquest
darrer, li caldria una fase de laténcia on se sintetitzessin 1’enzim o en-
zims reprimits. En el present treball mostrem com la successiva utilitzaci6
d’etanol i acetic per Acetobacter és un fenomen de diduxia anaileg al
trobat per Monop en la utilitzaci6 de glucosa i altres sucres per E. coli
i B. subtilis?.
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Han estat obtinguts creixements d'Acetobacter aceti 8303 (ATCC) so-
bre els segiients medis: '

Extracte de llevat

Alcohol etilic
Acid acetic

A B C
2 % 2 % 2%
050% 037% ©02%
025% 037% ©050%

L’ extracte de llevat ha estat esterilitzat en autoclau (20 minuts a
120° C) i hi han estat afegits 'alcohol o I'Acid acétic preévia esterilitzacié

20
3
15
[} 4
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o Medi8 (0.37% Etanol- 0,37% Acétic)

24 48

2

96 120 144 168

3

192 216

240, Medi C (0,25% Etanol-0,50%Acétic)

158 192 216 TEMPS
(hores)

0 = 4 9% 120 s

FiG. 1. — Creixement d’Acetobacter aceti 8303 (ATCC) en barreges etanol-acétic

(amb extracte de llevat)

per filtraci6. Han estat inoculats, simultiniament, els tres medis amb
2 ml d’'un cultiu del microorganisme en: extracte de llevat, 3§ %,; alco-
hol, 2 %. El desenvolupament del creixement ha tingut lloc a 20°C,
en Erlenmeyer de 500 ml amb 100 ml de medi. El creixement ha estat
controlat seguint I'absorcié a 400 my? Els valors obtinguts s6n represen-
tats a les grafiques de la fiigura 1.

L’estudi de la figura 1 mostra un fenomen evident de diduxia: en
preséncia d’alcohol, Acetobacter no és capag d’utilitzar acetic, i hom de-
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dueix del graé diduxic que no hi ha inhibicié de I'equip enzimatic in-
volucrat, siné repressié de la seva produccié. Les relacions de creixements
entre els punts de diduxia sén ideéntics a les relacions molars d’etanol
present en cada medi. La durada de la fase de laténcia del creixement
¢és molt semblant en tots tres casos. Expressat en esquema bioquimic, po-
dem assenyalar-ho com la repressié per I'alcohol de l'enzim responsable
de T'oxidacié de l'acttic (acetil-CoA-intetasa).

La repressié indicada no és del tipus feed back; no depén del pro-
ducte final sindé del substrat inicial. Cal assenyalar també que, diferent-
ment dels fenomens de diduxia citats fins ara, no es tracta de dos subs-
trats independents sin6 que, en aquest cas, la diduxia es presenta al llarg
d’'una via oxidativa entre el substrat inicial i un dels intermedis que es
formen.

Els dos punts anteriors sén determinatius per a fixar la importancia
d’aquesta diauxia en Acetobacter i sén punt de partida per a noves re-
cerques cap a l'aclariment total del fet. L’aspecte bioquimic d’aquests
treballs es dirigira a determinar in vitro la repressi6é de l'acetil-CoA-
sintetasa per l'alcohol, mentre que en el microbiologic planteja el pro-
blema que una lesié genética sobre Acetobacter que afecti l'acetil-CoA-
sintetasa podria donar lloc a un pseudo-Acetomonas que no seria dis-
tingible per l'assaig de total oxidaci6 de l'etanol ni, evidentment, per
I'existéncia del cicle del citrat. Es d’esperar, pero, que es mantindria
la diferenciacié flageHar, i aquesta diferenciacié morfologica és la que
s’hauria de prendre com a determinativa. En microbiologia industrial, el
grad diduxic i la repressié de I'equip enzimatic involucrat explica la pos-
sibilitat real de poder oxidar tot I'alcohol a acetic, utilitzant Acetobacter,
sense pérdua del rendiment estequiometric d’alcohol a acid. Aquest fet
constatat des dels inicis de la sistematitzacié de la fermentacié acética
no havia trobat fins ara un raonament bioquimic.
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MORT PER CARENCIA DE TIMINA
I REGULACIO GENETICA DE LA SINTESI
DE PRECURSORS DE L’ADN

per RICARD GUERRERO

Professor Agregat de Microbiologia. Departament de Microbiologia, Facultat de Ciéncies
i Institut de Biologia Fonamental (Nova Universitat Autdnoma de Barcelona)

INTRODUCCIO

La timina (j-metil, 2,4-dioxipirimidina), la timidina (1-8-D-2-desoxi-
ribofuranosiltimina) i els seus nucledtids normals (5'mono-, di- i trifosfat
de desoxiribosiltimina) presenten la particularitat que llurs ribosil-deri-
vats equivalents no sén metabolits normals de les c¢Hules. La timina és,
doncs, "inica base nitrogenada distintiva de I’ADN, i aix06 ha de tenir
unes raons evolutives concretes i determinables . Hi ha, perod, excep-
cions d’aquesta regla quasi universal: I'ADN d’alguns bacteriofags de
Bacillus subtilis®>® té uracil en comptes de timina, i els ARN de trans-
feréncia ® tenen alguns monomers de ribotimina (figura 1).

L’abséncia al pool ceHular de quantitats significatives de nucledtids
de ribotimina implica que la biosintesi dels fosfats de la desoxitimidina
deu requerir mecanismes particulars, on no participa I’enzim ribonucleo-
sid-difosfat reductasa, que catalitza la reduccié dels quatre difosfats de
ribonucledsid més comuns (ADP, GDP, UDP i CDP) en els 2’-desoxiri-
bosil corresponents.

Ja el 19547, Friedkin i Kornberg descriviren a Escherichia coli un en-
zim, ,timidilat sintetasa, que catalitzava una metilacié del monofosfat des-
oxiribouracil (dUMP) en ¢l monofosfat de timidina (TMP), depenent de
I'acid tetrahidrofolic:

Mg+
dUMP + Ns, Nw-metenil-tetrahidrofolat —— TMP + dihidrofolat

* Treball dut a terme al Departament de Bacteriologia de la Universitat de Califor-
nia, a Davis.
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Durant la transferéncia, l'unitat d'un carboni és reduida al grup me-
til de la timina, i resta dihidrofolat com a segon producte de la reaccié.
El tetrahidrofolat actua, en conseqii¢ncia, tant com a portador de la
unitat C1 com d’agent reductor. La metilaci6 de I'acid desoxiiiridilic ha
estat objecte d’una investigacié intensiva per FRIEDKIN i coHaboradors®

Les lletres cursives sota alguns dels canvis quimics dels intermediaris
simbolitzen els gens que codifiquen I'enzim que catalitza la reaccié, i que
han estat localitzats al mapa cromosdmic bacterid. Per a llur denomina-

9
C /C\

7 Ng— HN C—CH
N ot L
o 0=C_ CH =
o«p 0-CH \N/ Ho—CHy oo N
/ I/ \I
i | (l:\’i‘ T rl-:
| I
\ / H (‘3—(I; H
OH H OH OH
Acid timidilic, TMP Ribotimidina
(1-R-D - Desoxiribofuranosiltimina - (ribosil - timina)
5'-fosfat)

FIG. 1. — A l'esquerra, estructura del nucleotid de timina que forma

part de la cadena de I'’ADN per mitja de la polimeritzacié 5’ —> 3’ de

molécules similars. A la dreta, estructura del nucledtid de ribosil-timi-
na, que es troba als ARN de transferéncia

ci6 hom segueix, com per a la resta de la nomenclatura génica d’aquest
treball, les indicacions de DEMEREC et al.?

Genética de la sintesi del monofosfat de timidina

La principal diferenciacié entre les vies metabodliques que produei-
xen els nucledtids de purina o pirimidina és el moment de sintesi de
I’enllag N-glucosidic. Mentre que en el cas de les purines és establert aviat
(i abans de la sintesi de I'anell purinic), en el de les pirimidines cal la
prévia sintesi de I'anell (icil orotic) per I'acoblament de la ribosa activa-
da. El procés és controlat a E. coli i Salmonella typhimurium per sis en-
zims codificats pels gens pyrd, pyrB, pyrC, pyrE i pyrF, Idltim dels
quals descarboxila I'orotidina p’-fosfat a acid uridilic (UMP), el producte
central de les pirimidines com a substrats dels acids nucleics.
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L’acid timidilic podria ésser sintetitzat a partir d'UMP, bé per una
reduccié a la ribosa seguida d’una metilaci6 a l'anell pirimidic o bé
per una metilaci6 seguida de reducci6. El descobriment de FRIEDKIN i la
resta d’investigadors de les vies d'interconversié de les pirimidines * mos-
tra la validesa de la primera alternativa (figura 2). La via acomplerta
de novo per l'acid timidilic a S. typhimurium comprén la formaci6 pre-

duTP TTP----»[ADN]

2
*
NH, PR e PR yp PYPH yop MY gupp T0P--2-.[ADN]
+3  DE NOVO adnE
2ATP h
dumMp —¥, TMP
Itdk
TdR
top
dR1-P T

FiG. 2. — Intermediaris i loci que intervenen en la produccié de
monofosfat i trifosfat de timidina. Explicaci6 al text

via del trifosfat de desoxicitidina, almenys pel que fa al 809, del TMP
produit:

UMP —— UDP —— UTP CTP CDhP dCDP
pyrG ndr
—> dCTP —— dUTP —— dUMP —— TMP
paxA thy

ja que I'inica via coneguda per a la formacié de nucleotids de citidina
comprén I'aminacié d’'UTP per I'enzim CTP-sintetasa, producte de pyrG
a S. typhimurium. Una via alternativa més curta, que proporciona una
petita part del TMP, comprén la reducci6 directa de 'UDP a dUDP:

UMP ——> UDP dUDP dUTP ——> dUMP——> TMP
pyrH ndr thy

Indubtablement, als diferents organismes i en diferents condicions
metaboliques existeixen possibles derivats d’aquestes vies. Per exemple,
E. coli, després de la infeccié pels bacteriofags T-pars, pot manifestar
una elevada activitat desaminasica convertint directament el dCMP a
dUMP®* ®,
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Mort per caréncia de timina

El fenomen de la mort bacteriana per manca de timina (thymineless
death) és conegut fa temps® a E. coli, perd encara no ha estat explicat
satisfactoriament. Quan soques auxotrofes per a la timina s6n privades
d’aquest substrat en un medi complet pel que fa als altres nutrients, les
ct¢Hules comencen a morir en nombre cada vegada més gran. Es un feno-
men exclusiu de la timina, puix que les soques auxotrofes per a d’altres
substancies (incloent-hi totes les altres pirimidines i purines, aminoacids
i vitamines) no poden créixer en medis dels quals ha estat retirat el fac-
tor en qiiesti6, perd poden recobrar la capacitat de creixement quan hi
és afegit de nou. MALOE # utilitzd soques auxotrofes en les quals era pos-
sible de bloquejar selectivament i independentment la sintesi d’ADN,
o de proteina o d’ARN, per exemple E. coli 15TAU (la qual requereix
timina, arginina i uracil). Si les céHules sén privades alhora dels tres fac-
tors, una fracci6 important d’elles és immune a la mort per caréncia de
timina. Dit d’una altra manera: sota condicions de sintesi inhibida de pro-
teina i ARN, alguna part de la poblacié no resulta afectada. Aquesta
fracci6 immune presenta dues caracteristiques importants: 1) si els su-
pervivents sén incubats durant un temps curt en un medi complet i des-
prés transferits a un altre sense suplements, la majoria sén ara sensibles
a la mort per caréncia de timina; i 2) després de tornar al medi complet,
la poblacié presenta un grau elevat de sincronia divisional. Aquests foren
els experiments capitals® per a afirmar que la sintesi proteica era neces-
saria per a iniciar la nova replicaci6 de 'ADN, per6 no perqué¢ aquesta
continués una vegada iniciada. Hom postula que la mort per caréncia de
timina era ocasionada per «algun error irreparable durant l'intent de
sintesi de 'ADN» .Aquesta solucié, més aviat semantica, no ha pogut és-
ser superada, puix que l’abséncia de timina solament és letal per a
IADN que ja es va dividint, i no per les c¢Hules que han interromput
la sintesi ’ADN en el punt de comencament per la manca de les pro-
teines necessaries per a la iniciacié.

Localitzacio genética de la mort per caréncia de timina

Poc després del descobriment del timidilat sintetasa hom demostra?
que els dos unics mutants que requerien timina a 'abast en aquell mo-
ment, E. coli 15 T i E. coli B3, no tenien actiu I'esmentat enzim. En els
mutants condicionals sensibles al calor aillats posteriorment, ha pogut és-
ser demostrada ® una disminucié de fins el 98-99 9, de I'activitat enzima-
tica, a temperatura restrictiva (37° C). Bé que han estat citats dos loci,
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thyA i thyB, com a responsables de la auxotrofia per a la timina, és tini-
cament el primer, denominat en I'actualitat thy o bé thyd, el que codi-
fica la proteina timidilat sintetasa i determina requeriments alts de ti-
mina (uns 10 pg/ml).

El gen thy es troba entre les 7 i les 8 hores dels mapes genétics
d’E. coli i S. typhimurium, al minut 55 d’E. coli i al g1 de S. typhimu-
rium ™%, i fins ara era 1'inic les mutacions del qual originaven auxo-

Salmonella

typhimurium

Fic. 3. — Localitzacié aproximada al mapa d’Escherichia coli i Salmonella

typhimurium d’alguns dels loci que controlen les vies metaboliques de sin-

tesi de TMP i d’altres que intervenen directament en la sintesi o repara-

ci6 de I'ADN. Les xifres indiquen la distincia en minuts des de 1'origen
convencional

trofia per a quantitats importants de timina; l'abséncia d’aquestes de-
terminava la mort per caréncia.

Evidentment, l'aillament de mutants thy no pot tenir lloc per contra-
seleccié en poblacions mutagenitzades, puix que els mutants també mo-
ririen per manca de timina. Aquesta dificultat resultd superada quan
hom descobri que una gran part dels mutants espontanis resistents a I'a-
minopterina o trimetoprima (antagonistes del folat) amb timina o timi-
dina present en el medi, eren mutants thy. Aquests antagonistes sén po-
tents inhibidors del dihidrofolat reductasa, enzim que catalitza la for-
macié de tetrahidrofolat a partir de dihidrofolat. El timidilat sintetasa
és I'inic enzim, d’entre els que intervenen en reaccions de transferéncia
de G, que consumeix (oxidant-lo) tetrahidrofolat. Per tant, ’acci6 con-
tinuada de I'enzim en preséncia de I'inhibidor esgota rapidament les dis-
ponibilitats de tetrahidrofolat. I com que aquesta substincia (o els seus
derivats) és necessaria en diverses vies metaboliques (iniciacié de la sintesi
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proteica, biosintesi de purines, metabolisme d’alguns aminoacids, entre
altres), el tractament amb aminopterina o trimetoprima determina la
interrupcié de les activitats ceHulars. Perd si al medi hi ha timidina,
aquells mutants espontanis amb inactivacié del timidilat sintetasa reduei-
xen enormement llur necessitat de tetrahidrofolat, i el dihidrofolat-reduc-
tasa (que no sofreix una inhibicié total) pot sintetitzar les quantitats
catalitiques de tetrahidrofolat requerides per a la resta del metabolis-
me . L’aminopterina —per raons ben allunyades de la genetica bacte-
riana— ha deixat d'emprar-se, i actualment hom utilitza generalment els
medis amb trimetoprima (8 pg/ml) i timidina (20-40 pg/ml) per a lailla-
ment de mutants thy.

MATERIAL 1 METODES

Medis de cultiu

Durant els diversos experiments, hom utilitzA un medi minim de glu-
cosa i sals minerals descrit per CLARK i MAALOE %, completament amb els
substrats necessaris. Hom empra, tamb¢, Nutrient Broth (Difco) i Nutri-
ent Agar (Difco) com a medis complets, principalment després de la mu-
tageénesi.

Aillament de mutants thy i soques utilitzades

Plaques amb 40 pg/ml de timidina (Sigma) i 8 pg/ml de trimetopri-
ma (2,4-Diamino-5{3,4,5-Trimetoxibencil] Pirimidina) (Calbiochem) foren
sembrades amb uns 10° bacteris per placa. Després de dos dies foren
aillades les colonies resistents a la trimetoprima, i hom prova llur resis-
tencia a la droga i dependéncia de la timidina. D’aquesta manera hom
pot aillar tant mutants absoluts thy (que ho sén a qualsevol temperatu-
ra) com mutants condicionals (que ho sén solament a unes temperatures
dites restrictives). Foren aillats mutants thy CS (sensibles al fred, que
podien créixer sense timidina a §7° C i 42° C, perd no per sota dels
30° C) i thy HS (sensibles a la calor, que no poden créixer sense timi-
dina per sobre dels 30° C).

La mutacié thy aconseguida a Salmonella typhimurium LTz (tipus
salvatge) pot ésser passada a qualsevol altra soca per transduccié amb
diversos bacteriofags.

En aquests experiments hom empra les soques indicades a la taula I,
pertanyents a la coHecci6 del Departament de Bacteriologia de la Uni-
versitat de California, a Davis.
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Soques de S. typhimurium emprades per a la seleccié de mutants thy i en loci després
de la formacio de TMP

Soca num. Genotip Fenotip

JL 1205 pyrCrs02, cddg, cod8, tppr, Auxotrof per a l'uracil per da-
udprr, thyr388 munt de 30° C
Auxotrof per a la timidina a
qualsevol temperatura

JL 1233 thyr3gz Auxotrof per a la timidina per
damunt dels 30°C. A 30°C i
temperatures inferiors, tipus
salvatge

LTz Salvatge (LTz) Salvatge

Seleccio de mutants defectius en trifosfat de timidina

El procediment de seleccié es basava en la técnica de BONHOEFFER i
ScHAELLER Y, amb les modificacions adients per a evitar la mort per ca-
réncia de timina.

El darrers passos metabolics que condueixen a la sintesi de trifos-
fat de timidina (TTP) s6n:

dUMP ———> TMP > TDP TTP
(I)thy (1) (I11)

Al pas (I) hom coneix mutants thy, i ha estat purificat I’enzim i de-
terminada la seva activitat, tal com ha estat esmentat. Al pas (II) hom
coneix l'enzim ™, perd no hi han estat citats mutants. Al pas (III) hom
no coneix l'activitat de I'hipotétic enzim (timidina y'-difosfatkinasa), ni hi
han estat citats mutants. Préviament al present treball, en els bacteris no
havien estat citats enzims (3"-nucleotidasa) que especificament degrades-
sin qualsevol dels esmentats intermediaris.

El meétode utilitzat per a la seleccid és el segiient:

1. Incubacié en medi minim g5° C.

2. Mutagenesi amb nitrosoguanidina (Eastman-Kodak) 100 pg/ml,
20 min,, en les condicions descrites per ADELBERG i coHab.®.

3. [Expressié fenotipica dels mutants per incubacié d’'una nit.

4. Incorporacié de p-bromo-desoxiiiridina (50 pg/ml), un poderés
anileg de la timidina. Per evitar la mort per caréncia, hom ha assa-
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jat amb éxit I'addici6 de 2 a 5 pg/ml de timidina. La incorporaci6 de
I'anileg és molt bona en el cas de JL 1205, a causa dels seus marcadors
udp (no pot degradar la uridina) i tpp (vegeu fig. 2).

5. Irradiacié amb llum UV d’ona llarga (313 nm). Les c¢Hules que
contenen l'anidleg en llur ADN sén molt més sensibles que les que hi
tenen només timidina. Aquest fet ofereix la possibilitat de seleccionar
positivament mutants entre una poblacié amb un gran nombre de c¢Hu-
les salvatges. Temps d’irradiacié: 15, 30 i 45 minuts.

6. Extensi6 en plaques amb medi minim de la fraccié supervivent.
Incubacié: g6 hores a go° C.

7. Copia en plaques (replica plating) a 20°, 30° i 37° C.

8. Tria dels mutants condicionals morts per caréncia de timina.

RESULTATS 1 CONCLUSIONS

Foren aillats diversos mutants condicionals a la temperatura, tant
HS com CS. Tots ells presentaven el segiient fenotip a temperatura res-
trictiva: 1) no podien créixer adhuc amb timidina; 2) no solament no
creixien siné que morien, puix que tornats a temperatura permissiva
no podien recobrar-se; i g) els pools ceHulars de TTP eren anormalment
baixos (mesurats per mitja de la cromatografia de capa prima).

Entre el mutants sensibles al fred, un (JL 1301) tenia el fenotip des-
crit, perd les activitats in vitro de les seves TMP-cinasa i TDP-cinasa
eren similars a la soca mare (JL 1205). L’aparent concentraci6 final quasi
nuHa de TTP (vegeu taula II) al mutant és en realitat efecte d’'una desa-
paricié dels productes formats, puix que en els primers minuts la sintesi
de TDP i TTP té una cinética enzimatica semblant (taula II).

Aquesta baixa concentracié de TTP i subsegiient mort per caréncia
de timina és produida per l'activitat d'una TMP p5’nucleotidasa especi-
fica (E.C. 3.1.3.—) que amb la seva activitat supera la capacitat sinte-
tica de la timidina-cinasa i fa decréixer significativament la quantitat
de TMP que va cap a ’ADN. El TMP p’nucleotidasa és també present
a la soca mare, perdo amb una activitat molt més baixa, i compatible amb
la vida normal de les c¢Hules. El temps de generacié del mutant a tem-
peratura permissiva és molt més llarg. A temperatura restrictiva n’aturen
el creixement i moren.

Aquesta nova mutacié, denominada provisionalment tmf (mnemoteéc-
nia: TMP fosfatasa), pot ésser afegida graficament a la figura 2, suposant
que el TMP és degradat rapidament a timidina (la qual cosa fou demos-
trada experimentalment per cromatografia de capa prima, on els extrets
de JL 1301 feien aparéixer una taca de timidina a partir del TMP mar-
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Activitat enzimdtica dels extrets de S. typhimurium JL 1205 (soca original) i JL rjor
(mutant) emprant TMP marcat com a substrat. Les xifres indiquen la radioactivitat
(cpm) mesurada sobre cromatogrames

Soca Temps de reacci6  TMP TDP TTP Total Diferéncia

JL 1205 0 min. 19500 o o 19500 o
5 18175 226 948 19349 151

10 17559 493 1227 19279 221

20 15887 894 1674 18405 1095

40 12035 1400 2073 16408 3092

8o 9925 2218 2224 14367 5183

120 7148 2728 1758 11634 7866

JL 1301 0 min. 19500 o o 19500 o
5 16899 116 488 17503 1997

10 13223 250 692 14165 5335

20 10050 518 821 11389 8111

40 6600 880 816 8296 11204

8o 3623 1004 523 5150 14850

120 20385 634 174 2843 16657

cat) i té, per tant, un efecte oposat al cinasa de la timidina (codificada
per tdk, vegeu fig. 2).

La mutacié és reversible per transducci6 amb el bacteridfag P22(L4)
o per reversié espontania. L’activitat de la TMP 5’-nucleotidasa en aquests
revertents és la mateixa que a la soca mare. Per contra, quan el locus
thy és el curat per transducci6, les c¢Hules que tenen la nova mutacié
(tmf) encara no poden créixer a temperatura baixa (20° C).

Per tant, una soca amb una activitat normal de la timidilato-sintetasa
pot resultar morta per caréncia de timina en preséncia d’aquesta. Aquest
fenotip pot ésser explicat per una nova mutacié que codifica una alta
velocitat de degradaci6 del TMP sintetitzat per les c¢Hules.

Agraiments

L’autor agraeix el gran ajut del senyor Enric Herrero i Perpifidn,
sobretot pel que fa a la preparacié de les figures i a la recerca biblio-
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INTRODUCCIO

La definicié d’emfisema és basada en l'actualitat en una constatacié
anatomo-patologica. Es aixi que I'O.M.S. la defineix com «una sobredis-
tensié dels espais aeris amb trencament dels septes intraalveolars» .

Un dels metodes utilizats avui dia per a la producci6 de I'emfisema
experimental, possiblement el més interessant en I'actualitat, és el basat
en la destrucci6 del teixit elastic pulmonar, mitjancant ’administraci6
local d’enzims proteolitics, dotats d’accié elastolitica. La possibilitat de
produir un quadre similar al de I'’emfisema centrolobeHar o panlobeHar,
mitjangant ’administraci6 de papaina fou demostrada en la rata per
Gross i coHab. el 1965* i per JoHansoN jr. i coHab, el 19715 i en el
gos per Marco i coHab. el 19698 i per PusHPakoM i coHab. el 1970 ™.
Un efecte similar al de la papaina fou aconseguit amb I'elastasa pancrea-
tica per JoHANsON jr. i coHab. el 1972°% bé que en el curs dels mateixos
experiments aquest autor fracassa amb la colagenasa clostridial i, abans
que ell, Gross i coHab. ¢ també fracassaren amb I'g-quimiotripsina.

* Aquest treball ha estat possible gracies a 1'ajut de la Fundaci6 «Maria Francesca
Roviralta» de Barcelona.
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MATERIAL I METODE

Dotze gossos foren sotmesos al protocol experimental segiient: foren
anestesiats amb pentotal sddic (20 mg/kg) i intubats. En 8 foren coHocats
dos catéters per via retrograda, un a I'artéria pulmonar i un altre a l'aorta,
per a mesurar pressions, mitjan¢at un electromanometre. A tots els ani-
mals fou practicada una bidpsia pulmonar mitjangant toracotomia. Im-
mediatament després, fou injectada, per tub endotraqueal una solucié de
2 mg/kg de pes de papaina i connectat tot seguit I’esmentat tub al res-
pirador (bomba de Starling). Durant tres setmanes seguides fou repeti-
da aquesta injeccié endotraqueal a la mateixa dosi, amb I’animal ador-
mit.

A més d’haver estat administrada la primera dosi de papaina, fou
practicada una nova bidpsia pulmonar, per toracotomia al costat oposat,
i foren preses de nou les pressions a l'aorta i a I'artéria pulmonar. Al
cap de 4-6 mesos després de la primera biopsia, hom en féu la tercera,
indiferentment en un costat o en l'altre.

RESULTATS

a) Anatomia patologica. En cap de les bidpsies practicades prévia-
ment a la inhalacié de papaina no aparegueren alteracions anatomo-pato-
logiques compatibles amb l’emfisema pulmonar. En tots els animals, als
quals ha estat efectuada biopsia pulmonar després de les administracions
de papaina, apareix macroscopicament un parénquima similar al de I'em-
fisema hipertrofic del lactant. Microscopicament hi foren vistes lesions
emfisematoses, bé que la intensitat de les lesions esmentades varid d’uns
animals a uns altres. Les lesions emfisematoses predominaren en les zo-
nes subpleurals. També hi foren vistes d’altres lesions, com edema i hemor-
ragia intraalveolars i focus pneumonics (figs. 1, 2, 3).

En les biopsies efectuades tardanament, al cap de 46 mesos d’ini-
ciat I'experiment, hi foren observades alteracions anatomo-patologiques de
tipus emfisematdés del mateix grau que les observades en la segona bidp-
sia. En les biopsies tardanes foren vistes també, alguna vegada, zones
d’edema i pneumonia en regressié (taula II i fig. 4).

b) En cap dels casos estudiats no pogué ésser constatada una eleva-
ci6 significant de la pressié de l'artéria pulmonar, tot tenint-ne en compte
una d’aortica similar, en els mesuraments fets, tant en la segona bidpsia
com en la tercera (taula I).
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Valors manométrics

Després Després
de la papaina de la papaina
Abans de la papaina Precog, abans Tarda, després
de 4 setmanas de 3 mesos
6 A 160/80 A 175/90 —
B AP 35/8 AP 5o/15 —
A 50/15 A 85 /60 —
799 AP 40/25 AP 50/20 —_

712 A 130/103 A 170/80 —
AP  125/100 AP  105/80 —

A 145/100 A 160/125 —

73 Ap 20/-5 AP 35/20 —
23 A 160/100 — A 130/100
AP 2012 — AP 27/8
o A 60/10 A 45/20 A 123/70
B AP 105 AP 105 AP g5/20
734 A 130/80 — A 92/62
3 AP 205 — AP 55/5
A 130/50 A 92 /62 A 140/80
B5 AP p/s AP 65/10 AP 60/18
A 110/50 A 160/130 —
798 Ap 15/5 AP 30/15 —

A Pressi6 a l'aorta
AP Pressi6 a I’artéria pulmonar

DISCUSSIO

Els meétodes assajats per a obtenir emfisema pulmonar en I'animal de
laboratori han estat multiples: obstruccié traqueal i sobredistensié pul-
monar ¥, immobilitzacié i descens del diafragma®, alteracié de la forma
de la gabia toracica’, sobredistensié d’una area per resecci6 de la veina®,
hipoxia cronica®", broncospasme del llit vascular pulmonar¥, insult
quimic per oxid de nitrogen’, inhalacié de pols de quars*, exposici6 del
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Cronologia de les injeccions traqueals de papaina relacionades amb el resultat
anatomopatologic de les biopsies pulmonars.

Biopsia
révia . A
Num. 1.8 Inhal. 2.2 Inhal. g.» Inhal. Eapa'ina 1.8 Bidpsia 2.8 Bidpsia
692 5-X-71 13-X-71 20-X-71 Pulmé 25-X-71 13-111-72
normal Emfisema + 4+ Emfisema + + +
5-X-71 Focus pneumonic Ateléctasi
Edema. Hepatitzaci6 Edema
693 8-X-71 14-X-71 20-X-71 Pulmé 28-X-71 14-111-72
normal Emfisema 4 en zones Emfisema 4 en
8-X-71 subpleurals zones subpleurals
697 18-X-71 25-X-71 31-X-71 Pulmé 6-XI-71 7-XI-71
normal Emfisema + + + Mort.
18-X-71 Quistos aeris
Edema
702 22-X-71 29-X-71 5-XI-71 Pulmé 12-XI-71 o-111-72
normal Emfisema 4 Emfisema +
22-X-71 Infiltrats pneumo- subpleural
nics. Edema
709 29-X-71 5-XI-71 12-XI-71 Pulmé 19-XI-71
normal Emfisema 4 4 4+ 2-1V-y2
29-X-71 Quistos aeris Emfisema + 4+
Ateléctasi Quistos aeris
Focus pneumonics Edema
712 4-XI-n 11-XI-71 18-XI-71 Pulmé 7-XII-71 16-111-72
normal Emfisema + 4 Emfisema + 4
4-XI-n Quistos Quistos
Edema Focus pneumonics
Focus pneumonics en resolucié
Ateléctasi Ateléctasi
713 5-XI-71 12-XI-71 19-XI-71 Pulmé 6-XII-71 13-111-72
normal Emfisema + + 4 Emlisema 4+ +
5-XI-71 sobretot subpleural subpleural
Edema Edema
721 12-XI-71 19-XI-71 - 27-XI-71 Pulmé 16-XII-71 1-VI-y2
2-XII-71  normal Emfisema + 4 Emfisema + +
16-XII-71 12-XI-;1 sobretot subpleural Ateléctasi
Atelectasi Focus pneumonics
en resolucié
730 25-XI-71 1-XII-71 7-XII-7t Pulmé 24-XII-71 23-111-72
14-XII-71 normal Emfisema + + Emfisema 4 + +
24-XII-7n 25-XI-71 Quistos aeris sobretot subpleural
Focus pneumonics
734 $-XII-71 9-XII-71  15-XII-71 Pulmé 14-1-72 10-111-72
normal Emfisema + Emfisema + 4
3-XII-y1 Edema Edema
735 10-XII-71  15-XII-71 24-XII-;n - Pulmé 14-1-72 10-111-72
normal Emfisema + + + Emfisema + 4
10-XII-71  Zones atelectasiques subpleural
Focus pneumoénics
en resolucié
793 16-111-72  20-II1-72  24-1I1-72 Pulmé 21-1V-72 1-IV-72
normal Emfisema + + + Emfisema 4+ +
16-1II-72  Quistos aeris Quistos aeris

Ateléctasi

Ateleéctasi




FI1G. 1. — Imatge tipica d’emfisema pulmonar provocat per papaina al cap de quatre setma-
nes d’haver cestat instillat per la traquea. Observeu la seva situacidé subpleural, aixi com la
ruptura dels septes

F1G. 2. — Una altra imatge caracteristica d’emfisema pulmonar provocat al cap de quatre sctma-
nes d’iniciada la instilacié traqueal de papaina. Observeu Pedema intraalveolar i cls focus
pneumonics






FIG. 3. — Imatge d’emfisema pulmonar en localitzacié subpleural al cap de set mesos d’iniciades les

instillacions traqueals (tres en total, practicades setmanalment)
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torax als raigs X? i sensibilitzacié enfront del mateix teixit pulmonar?
i finalment destrucci6 quimica del teixit pulmonar mitjangant enzims
proteolitics 5 & & 13,

Només alguns d’aquests meétodes s’han mostrat realment eficagos en la
producci6é de lesions anatomo-patologiques similars a les de I'emfisema:
la hipdxia cronica, l'alteracié del llit vascular pulmonar, la inhalaci6
d’oxid de nitrogen, l'exposicié als raigs X i I'administraci6 intrapulmo-
nar de papaina o elastasa pancreatica.

El fet que tinicament dos dels quatre enzims proteolitics assajats hagin
estat capagos de reproduir lesions semblants a les de l'emfisema, i que
siguin precisament els que tenen un poder elastolitic, sembla confirmar
que l'etiopatogénia estd relacionada amb Delastolisi. Poden ésser fetes,
perd, unes certes objecions a aquesta tesi, puix que els gossos tractats per
GRross i coHab.*, amb -quimiotripsina, no acusaren I'aparici6 de signes
d’inflamacié, i aixd podria ésser degut al fet que l'z-quimiotripsina ha-
gués pogut ésser neutralitzada abans d’haver pogut exercir cap mena d’ac-
cié irritant, si és que en té. Els resultats obtinguts in vitro amb papaina,
elastasa i coHagenasa per JoHANSON jr. (1972)° sén dificultosos de valo-
rar, perqué els mecanismes de resposta de I'ésser vivent eren absents. En
els nostres gossos, les imatges de pneumonia eren tan evidents, que creiem
que el resultat anatomo-patologic final podria ésser degut no pas tnica-
ment a l'accié elastolitica de la papaina, siné també a la resolucié de la
brutal pneumonia quimica que es produeix, i possiblement a la degra-
daci6 de la substancia tensoactiva pulmonar amb alteracié de I'estabilitat
dels sacs alveolars.

‘Considerem, per tant, que l'emfisema és una lesié a qué¢ podem arri-
bar per diversos camins i que la seva produccié experimental en el gos
mitjan¢ant 'administracié intrapulmonar de papaina, bé que no ens acla-
reix res sobre el discutit paper del deficit d’z-antitripsina en la génesi
de I'emfisema essencial de 'home, ens obre un cami per a estudis ulte-
riors que potser seran més resolutius.

SUMARI

En 12 gossos hom provoca emfisema pulmonar, mitjangant ’adminis-
tracié intratraqueal de papaina, a dosi de 2 mg/kg setmanals durant un
mes. Al cap de p setmanes fou efectuada la biopsia pulmonar, i hom hi
trobd emfisema en tots els casos, bé que en un grau variable. No pogue-
ren ésser detectades elevacions conspicues en la pressié6 de l'artéria pul-
monar. Entre 4-6 mesos després d’haver cessat I'administracié de papai-
na, hom torni a practicar una nova biopsia pulmonar al costat oposat
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d'on havia estat practicada l'anterior. Les lesions emfisematoses persis-
tien i eren del mateix grau que en la bidpsia primitiva.

Reconeixement. — Desitgem donar les gracies a la Srta. M. L. Marti-
nez, perqué ens ha assistit en els nostres experiments, especialment per
haver practicat les inhalacions de papaina als gossos. També agraim al
Sr. M. A. Lépez el seu ajut en les tasques de secretaria.
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VALOR MORFOLOGIC DE LA PALINGENESI
I LA CENOGENESI

per ENRIC GADEA i BUISAN

Departament de Zoologia. Facultat de Ciéncies
(Universitat de Barcelona)

Mentre l'organisme en formaci6 viu i es desenvolupa a despeses de
les reserves viteHines de l'ou, participa de la condici6 d’embrié; perd
si passa a la vida lliure abans de completar el desenvolupament, el pe-
riode de Ilibertat durant el qual 'organisme creix i evoluciona morfolo-
gicament constitueix la seva vida larvaria. S’esdevé sovint que, en aquestes
circumstancies, I’animal revesteix uns certs aspectes especials o particulars
que es conserven durant un cert temps i que assenyalen en l'evolucié
larvaria estadis o moments definibles morfoldogicament (formes larvaries).
Aquests estats o formes plantegen la qiiestié de saber si sén el resultat
accidental de la vida postembrionaria, tal com és acomplerta actualment,
o bé si s6n determinats per les qualitats anteriors o ancestrals de 1’'animal
i sén precisament la causa del génere de vida que porten.

Des de la formulacié per HAEckeL (1866) de l'anomenada llei de
recapitulacié, un bon nombre de zoolegs i morfolegs han mostrat tendén-
cia a considerar les formes larvaries (i 4dhuc embrionaries) com si fossin
repeticions ontogéniques d’estats ancestrals pels quals els animals que
les presenten han passat anteriorment i els han viscuts com adults, abans
d’adquirir la forma i organitzacié que actualment ofereixen. L’argument
d’aquest punt de vista rau en el fet que, en certs casos, les formes larva-
ries en qiiestié apareixen ja als ous, sense que hagi mitjangat cap mena
de vida lliure per a determinar-les.

Hi ha, pero, larves en qué no sembla acomplir-se la condicié anterior,
sin6 que llurs caracters morfoldgics es manifesten en el transcurs de 1’on-
togénia sota la influéncia de la vida postembrioniria actual, després que
I'organisme ha adquirit la forma adulta que el caracteritza. Les larves
dels insectes holometabols corresponen a aquest tipus, mentre que les dels
crustacis decapodes pertanyen a les del tipus anterior.
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En aquestes dues maneres de comportar-se €] procés ontogénic va
implicita respectivament la idea de la palingenesi i de la cenogénesi, de
tanta transcendéncia filogenética. Els caracters palingenetics sén els unics
que tenen significacié en I'evolucié morfologica i la filogénia, puix que re-
presenten —sempre dins uns determinats limits imposats per modificacions
secundaries, desviacions, abreviacions, etc— estats o formes de recapitu-
lacié en el procés de l'ontogénia. Per contra, els caricters cenogenétics,
pel fet d’ésser de nova adquisicié (transitoris o definitius), no tenen cap
significacié ancestral per a la interpretacié morfologica.

Cal tenir en compte que considerar el curs del desenvolupament com
un procés exclusivament palingenétic és un error, com ho és tanmateix
(i més i tot encara) no discernir els caracters cenogenétics dels deguts a
la palingenesi. Aix{ i tot, ambdés sén errors en qué hom ha incorregut
sovint. En realitat, ambdés processos s'impliquen miituament i cal saber-
los dilucidar. El desenvolupament d’un organisme és degut a una suma
de causes historiques i de causes actuals. En els processos ontogénics, les
disposicions ancestrals es modifiquen o se simplifiquen, i poden arribar
fins i tot a perdre’s, i quedar-ne només rudiments o vestigis com a 1nic
testimoni, ensems que d’altres caracters nous es desenvolupen i moltes
vegades emmascaren els anteriors.

Aquesta manera d’entendre el significat de les formes larvaries i els
estats embrionaris és I'inic que té sentit morfolgicament i que en permet
I'aplicacié racional a la filogénia. Amb magistral claredat, alguns autors
del segle passat com SERRES (1824), VON BAEr (1828), MULLER (1866) i el
mateix HAECKEL (1866), i posteriorment WEISSMANN (1904), McBRIDE
(1914), SaBBADIN (1963), DE BEER (1971) i d’altres, exposaren ja aquests
punts de vista.

La qiiesti6 de la palingénesi morfologica resta estretament lligada a
la de I'homologia, base de tota disquisici6 morfologica ferma. Com que
el desenvolupament filogenétic de molts organs i organismes no pot ésser
estudiat directament, el procés ontogeénic és el que pot proporcionar-ne les
relacions d’afinitat i les homologies. En molts casos, els estudis d’aquesta
natura han resultat molt valuosos; perd n’hi ha d’altres, per contra, que
han conduit a conseqiiéncies absurdes: aixd és, precisament, el que cal
evitar.
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ANOMALIES DEL CREIXEMENT FETAL

per CARLES CARCELLER i BLAY

Director de I'Institut de Maternologia de la Diputacié
de Barcelona

Creixement normal del fetus

Des del punt de vista biologic, el creixement és un procés complex
que condueix a un augment de grandaria, de talla o de massa d’un ésser
viu i ensems origina una diferenciaci6 que permet unes funcions que el
portaran a una plenitud o maduresa.

Aquest procés aplicat a un organ concret o a un animal determina
un augment de massa corporal i resulta d’'una aportacié ininterrompuda
de proteines i, en alguns casos, de lipids. Per tant, I'index de sintesi neta de
proteines regeix la rapidesa del creixement i, com que és lineal, podriem
pensar que ¢és homogeni; perd aixo és tan sols un aspecte del procés,
puix que ara hi intervé un altre factor: el nombre de ce¢Hules i llur mida
(Winick) 2. Cal distingir, doncs, tres graons fonamentals: 1’augment del
nombre de c¢Hules, I'augment de la mida ceHular i I'aplegament de ma-
terial interceHular, no viu. En conseqiiéncia hi ha en el creixement tres
fases:

1. Augment progressiu de pes, proteines i concentracié d’ADN. (hi-
perplasia).

2. Augment més lent d’ADN que el de proteines i pes (hiperplasia
i hipertrofia).

3. Manca d’augment d’ADN, per6 augment de proteines i pes (hiper-
trofia).

Cal acceptar, doncs, que el creixement no és un fenomen homogeni
des del punt de vista ceHular, per la qual cosa els estimuls que retarden
o empenyent el creixement tindran diferents efectes segons que influeixin
sobre I'index de divisié ceHular (sintesi d’ADN) o afectin I'augment ulte-
rior del volum ceHular.
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Entre els diversos parametres per a avaluar el creixement, el més
practic és la corba de pes que utilitzem a la clinica, perd no hem d’ig-
norar tampoc la complexitat del procés, per tal de comprendre’n les varia-
cions.

Durant la gestacié, la massa del fetus es multiplica per 6 - 10°. El crei-
xement no és uniforme, augmenta rapidament a mesura que la gestacié
avanga. La corba s’atura entre la setmana g2 i la 36 (GiBson)3. L’estruc-
tura organica s'origina per una diferenciacié ceHular en la fase embrio-
naria, perd gran part de l'augment de grandaria esdevé en el periode
fetal. Després del lent periode inicial, que dura fins a l'aparicié del solc
primitiu (que correspon a I’¢poca en qué s’estableix la funci6 placentaria),
la taxa de creixement s’adapta a una llei cabica referida al temps. L’equa-
cid és: W = a (tt')®. W és el pes del fetus en una determinada época de
gestacié, a és una constant que expressa la taxa d’elements nutricis per
unitat de superficie fetal, ¢ és el nombre de dies de gestacié transcorreguts
i ¢’ és la durada (en dies) del periode inicial. En I’'home la valua de a és
0,24 x 10° i el valor de ¢’ és 36 (PAYNE i WHEELER) ™.

Les reserves de greix del teixit adipds, acumulades pel fetus huma
durant el tercer trimestre (balang energétic positiu), donen una font
essencial d’energia en el periode critic d’adaptacié metabolica que s’es-
devindra en les hores que seguiran el naixement (balang energétic nega-
tiu). El paper de la glucosa és essencial per a la sintesi fetal de triglicerids
i llur diposit en ¢l teixit adip6s; també ho és la produccié de la insulina
fetal (HARDING)®.

La regularitat de l'intercanvi placentari és primordial per al normal
desenvolupament del fetus. Hi ha quatre mecanismes de transport a través
de la placenta: a) difusi6 simple (per gradients quimics o electroquimics)
expresada per l'equacié de Fick:

Q K A (Gi-Cy)

t L

b) difusi6 facilitada (down-hill rapid transit), com és el cas de la gluco-
sa; c) transport actiu (aminoacids), i d) pinocitosi (a través de conductes
ultramicroscopics) (PAGE) ™.

Finalment, en aquests intercanvis placentaris cada vegada es déna més
importancia al lactogen huma placentari (HPL), sintetitzat a la placenta i
secretat principalment en direccié a la mare,

Considerant el pes corporal com el parametre més practic per a ava-
luar el creixement del fetus en una determinada época de gestacid, s6n
notables les diferéncies individuals (sexe, nombre de gestacions, raca, su-
perficie placentaria, etc.). Han estat establertes corbes de creixement,
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basades en estudis estadistics, per tal d’escatir les variacions de distribucié
anormal (GRUENWALD®, LuBcHENCO®, HOSEMAN’, HARNACK °, etc.).

Alteracions del creixement fetal

La complexitat dels factors que intervenen en el creixement del fetus
i la possibilitat que diverses causes morboses interfereixin aquest procés
bioldgic déna lloc a dos tipus de desviacié de gran interés en I'actual
medicina perinatal: A) creixement fetal retardat, i B) creixement fetal
accelerat.

A) El creixement fetal retardat pressuposa una condicié uterina de-
fectuosa pel que fa a la nutrici6 fetal. Segons la causa i €l moment en que
es manifesti, les conseqii¢ncies per a I'infant seran més importants. Per
tal de comptabilitzar la freqii¢éncia del problema, ha estat avaluat el nom-
bre d'infants de menys de 2.500 grams en néixer, passada la 38° setmana
de gestacié. Diversos estudis (BUTTLER!, GRUENWALD* i els nostres?) de-
mostren que la tercera part dels fetus de menys de 2.500 grams s6n de
més de 38 setmanes.

La situaci6 creada per la sindrome de creixement fetal retardat és una
resultant de l'actuacié de diversos factors capagos de modificar la taxa
de la nutrici6 fetal per diversos mecanismes: a) minva de la taxa d’utilit-
zaci6 per unitat del pes fetal, b) concentraci6 reduida d’alguns factors
nutritius essencials en I'artéria uterina, ¢) reduccié cronica del doll he-
matic umbilical, d) menys velocitat en el transport placentari actiu, e)
augment de I'area total de la superficie fetal, f) descens en I'area placen-
taria efectiva per al transport i g) reduccié de la taxa d’irrigacié sanguinia
uterina.

Cal comptar, com a causes, un cert grau de desnutricié materna, altera-
cions patologiques placentaries (infarts, avascularitat, pilositats, diposit ex-
cessiu de fibrina, etc.), impediments de la circulaci6 fetoplacentaria, determi-
nats factors endocrins, hipoxia materna cronica, anomalies congenites, etc.
Hi ha factors menys visibles que caldra investigar: dones fumadores, de-
ficient nivell economico-social, poc desenvolupament cardiac matern i
d’altres que ocasionen una reduccié del valor a de I'equacié: W = a (t-t')’.

B) El creixement fetal accelerat representa la desviacié oposada. En
resulta un desenvolupament molt superior a ’¢poca de gestacié. Aixod
s'observa en els fills de mares diabétiques, per l'elevacié més marcada
dels nivells d’insulinémia i pel fet que la resposta insulinica a la hipoglu-
cémia és molt superior a la del fetus normal. Els infants de mares diabe-
tiques de vegades presenten una acceleracié del creixement, I'origen de
la qual hom creu que ve d’episodis recurrents d’hiperglucémia, al costat
d’una hipersecrecié d’insulina.
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L’excés de pes és degut a I'augment de diposit de greix (OSLER)®, es-
timulat per una més gran quantitat de glucosa utilitzable, que prové de
la mare. Aquests fetus tenen un pes corporal i una llargaria vértex-tal6
superiors a llur edat gestacional, i un ritme de creixement superior al
normal. Aix0 representa un greu desavantatge, puix que sén infants que
tenen una gran patologia (membrana hialina, ictericia, trastorns del
metabolisme dels hidrats de carboni, etc., que poden tornar-los hipoglu-
cémics).

Els nadons nascuts amb transposicié de grans vasos presenten també
un ritme de creixement més gran, bé que hom n’ignora el mecanisme
biolodgic. Cal posar a la llista els gegants afectes de la sindrome de
BeckwiTH, els hipermadurs grossos i els que ho sén per fets constitu-
cionals.

En aquest breu esquema del creixement fetal i les seves alteracions
hem pretés d’assenyalar Iinterés biologic que té aquest capitol tan actual
de la medicina perinatal.
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CAPTURA D’UN CHLOPSIS BICOLOR A BLANES

per M. T. SASAL i LASAOSA, J. L. SOLER i QUETGLAS
i M. RUBIO

L’estiu de l'any 1942 fou recollit, amb I'art de bou, un peix d’aspecte
anguiliforme. La captura havia estat feta al mati, vora la desemboca-
dura de la Tordera, en un lloc sorrenc i de 30 m de fondaria aproxi-
madament.

Es una femella d’uns 38 cm de llargada. El cap representa una desena
part d’aquesta mida i la part posterior es troba dilatada per a albergar
la cambra branquial.

A Yextrem anterior del cap hi ha els orificis nasals anteriors, que te-
nen forma de tubs incurvats. Els posteriors es troben damunt el llavi
superior i guarnits per un plec de pell; sén molt a prop de la vora
anteroinferior de 1'ull.

Les dents sén irregulars i agudes a les mandibules; té també dents
vomerianes, que sén un caracter taxonomic.

Al mig del front, entre els ulls, hi ha una depressi6 longitudinal
forca marcada.

L’orifici branquial és una senzilla fenedura arquejada, recoberta d’un
retall dérmic, sense cap mena d’opercle rigid.

El cos és subcilindric, comprimit lateralment, i la meitat anterior es
troba dilatada pel fet d’ésser plena d’ous.

Es apode: esta mancat d’aletes parelles. L’aleta imparella es conti-
nua, i no s’hi diferencia ni dorsal, ni caudal, ni anal. L’alcada aproxi-
mada de l'aleta és de 2,5 mm. mesurats sobre un radi; tota l'aleta té la
mateixa amplada. La totalitat dels radis sén tous. En general 'aleta és
despigmentada.

L’anus es troba davant la base de I'aleta anal, bé que la seva posici6
exacta no es pot determinar, puix que tota aquesta regié es troba esquin-
cada i amb una massa d’ous aglutinada, que penja a I'exterior.
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Una mostra aleatdoria de quinze d’aquests ous presenta una mitjana
de didmetres maxim i minim d’1,44 mm x 1,31 mm,

La pell és nua, totalment desproveida d’escates. Tot al llarg de la
linia lateral hi ha una série de papiles aplanades que apareixen en una
observacié directa com a punts blancs. Tota la part dorsal és de color
bru, mentre que la ventral és despigmentada. La pigmentacié no s’acaba
de cop, siné que existeix una franja lateral d’t mm d’amplada d’un to
intermedi. A la part anterior del cos, aquesta regié intermédia es troba
dilatada, i arriba a tenir uns 7 mm. La regi6 dorsal, de pigmentacié tam-
bé densa, té una amplada constant de 8 mm (fig. 1).

Fi1G. 1. — Detall de la pigmentacié6 de Chlopsis bicolor

Es una espécie desconeguda fins ara en aigiies ibériques i, per tant,
LozaNo no en parla ni 'esmenta en cap de les seves monografies sobre
ictiologia.

Amb P'ajuda de TORTONESE ¢ trobarem una série de punts de contacte
amb Chlopsis bicolor Rafinesque, unica espécie mediterrania de la fami-
lia Xenocongridae.

Posteriorment utilitzarem el treball de BoHLKE!, que és la revisi6 més
recent de la sistematica d’aquesta familia. També fou utilizat un treball
de RoBins®; i arribarem a la conclusié que I'exemplar és efectivament
un C. bicolor; bé que existeix una discordanga pel que fa a les mides
absolutes, les proporcions s6n les mateixes.

La taula segiient compara les mides del nostre exemplar amb els tres
de RoBiNns ? trobats a 'estret de Florida (UMML-16634-16635- 17377) iels
dos exemplars trobats a Italia (ANSP 67695-USN M- 92240) unics exem-
plars adults dels quals tenim coneixenga:

Distribucidé geografica
Els exemplars adults han estat trobats (fig. 2) a:

Messina (RAFINESQUE 1810)

Golf de Tarent (PARENZAN* 1956)
Estrets de Florida (RoBinNs ® 196%)
Blanes



TAuLA

UMML UMML UMML ANSP USNM BLANES
16634 16635 17877 67695 92240 VIII - 72
Llargada total (mm) 178,7 108,6 159,0 193.5 207,9 380,0
Gruix a l'opercle 6,4 4,4 6,0 6,8 5.5 16,0
) X (3:7) (40) (38 (3:5) (2,6 (4,2)
Gruix a l'anus 5.4 3.8 6,3 55 4.7 11,0
x (31) (3:5) (40) (2.8 (22) (2.8)
Distancia extrem
anterior del cap-dorsal 25,5 15,8 23,1 26,7 30,9 50,0
x (147) (14:5) (14:5) (13.8) (14:9) (13.1)
Distancia extrem
anterior del cap-anus 61,9 37,1 56,2 68,0 758 138,0
x (35.6) (34:2) (35:3) (85:1) (36.2) (36.3)
Distancia anus-<caudal 109,9 70,1 100,9 125,5 182,6 240,0
x (63:3) (64.5) (63.4) (64.8) (63.7) (63.1)
Llargada del cap 20,7 12,8 16,9 19,6 19,1 38,0
X (11,9) (11,8) (10,6) (10,1) (9,2) (10,0)
Distancia interorbital
minima 3.2 2,0 3,0 2,8 2,2 6,0
° (15.4) (15,6) (17.8) (14,2) (11,5) (15.8)
Llargada morro 53 34 43 44 45 77
°o (25.6) (26,6) (25.4) (22,5) (234 (20,2)
Gruix angle boca 8.4 6,6 7.8 6,6 6,6 8,0
o (40,6) (51,6) (46.2) (33:2) (34.8) (21,0
Diametre ocular 2,1 1,2 1,9 2,1 2,1 2,5
0 (10,1) (94) (11,2) (107) (11.5) (6.6)
Nombre de vertebres 127 132 129 129 184 186

x Els nombres entre paréntesis sén %, de la llargada total
o Els nombres entre paréntesis sén 9, de la llargada del cap
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Fi1G. 2. — Situaci6 dels exemplars adults de Chlopsis bicolor

En estat larvari han estat trobats també a:
Golf de Tarent (Grassi 1897)
Costa occidental africana (CASTLE® 1966)
i, segons ScHMIDT (1912), sén molt freqiients a totes les cubetes laterals
del Mediterrani.

UMML UMMmL UmmL BLANES TARENT
16634 16635 17377

170

150

21

1]

m

e

Fic. 3. — Distribucié
EH] vertical de Chlopsis
bicolor

Distribucio vertical

La distribucié vertical d’aquest peix és molt variada: n’han estat
trobats exemplars des d’'uns o m de fondaria fins a uns g5o m (fig. 3).
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Exemplar UMML -16634 341-351 m
» UMML - 16635 200-210 m

Fondaria de les captures: » UMML - 17377 9o m
» Blanes 30 m
» Tarent om

Els tres primers (UMML 16634, UMML 16635, UMML 14737%7) so6n
exemplars trobats a I'Estret de Florida entre Key Largo i les Bermudes;
I'exemplar segiient és €l trobat a Blanes i el darrer (el de menys pro-
funditat) és el capturat a Tarent (fig. g).

1 ke J
=gl T _ 2N
‘f'—'—‘” i #o ! - 270 e

F1G. 4. — Esquema de les mides de Chlopsis bicolor

Es interessant el fet que els tres exemplars capturats més propers a la
superficie s6n femelles amb ous.

Fig. 5. — Detall de les mides
del cap

REsum

El primer exemplar de Chlopsis bicolor RAF. citat en aigiies de la
Peninsula Ibérica, fou capturat a Blanes a go m de profunditat 1’agost
de 1972. Es una femella amb ous, de 38 cm de llargaria, la mida més
gran de tots els individus coneguts. Hom déna totes les dades referents
a aquest peix en comparacié amb les dels altres exemplars.

SUMMARY

The first specimen of Chlopsis bicolor Raf. quoted in Iberian Penin-
sula waters was caught in Blanes at 30 m depth in August r972. This is
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a female with roe, of 38 cm length, being this one the biggest of all the
specimens known. There are given all the data of this fish comparatively
to the other specimen.
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UN AVANG DE LA CAPACITAT D’APRENENTATGE
PERCEPTIU EN MANDRILLUS SPHINX
I CERCOPITHECUS NICTITANS

per J. BALASCH, T. PADROSA i J. SABATER-PI

Departament de Fisiologia Animal. Facultat de Ciéncies
(Universitat de Barcelona)

INTRODUCCIG

La capacitat d’aprenentatge dels primats superiors és quelcom ple
d’interés, tant per a l'etdleg com per al psicoleg experimental. Hi ha
molts meétodes susceptibles de fornir-nos-en dades interessants.

Un d’aquests, considerat com un test de la capacitat d’aprenentatge per-
ceptiu, és el que hom anomena «test de les cadenesn. Nombrosos autors
I'han emprat amb ximpanzés (FINCH, 1941), goriHes joves (RIESEN i col-
laboradors, 1953), rhesus adults (HARLOW i SETTLAGE, 1934) i goriHes jo-
ves i orangutans (FiscHER i KITCHENER, 1965).

Com hom pot veure, llevat de les del rhesus, la majoria de dades exis-
tents fan referéncia als pongids. Aquesta fou la motivacié primaria que
ens empenyé a iniciar la recollida de dades referents a la capacitat de re-
soldre problemes de Mandrillus sphinx i Cercopithecus nictitans. Aquests
animals for¢a oblidats, en especial M. sphinx, han estat estudiats escassa-
ment i no hem pogut trobar dades respecte al test de les cadenes. Es per
aixdé que aquest estudi és una novetat. També ho és per la introduccié
del parametre temps esmergat en la solucié dels problemes, puix que no
figura en el test classic convencional.

MATERIAL 1 METODES
L’aparell utilitzat i el procediment seguit sén, en esséncia, iguals als

descrits per RIESEN i coHab. (1953). Es a dir: hom aprofita la safata corre-
dissa, anomenada Kliiver, per a subjectar-hi unes cadenetes. Hom pot
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construir-hi diverses formes geomeétriques, la qual cosa constitueix el fons
del problema que el subjecte haurd de solucionar.

En la figura I hom pot veure els 17 problemes que hem utilitzat. S6n
els mateixos que feren servir FiscHER i KITCHENER (1965).

Foren fets 100 assaigs per a cada problema, en dos conjunts de 5o
assaigs (1-50 i 51-100), i, per tant, foren 1700 assaigs per a cada animal.

LT
M2 NA

Extrem amb

! recompensa
)
— 1 LU= ; °
' 25
0 Q
\ oo
\ £
\ [a)}
[} =)
Subjecte
13 14 15 16

FiG. 1. — Cadenes amb recompensa en un extrem, les quals han d’ésser
estirades pel subjecte

Hi foren considerats el nombre d’errors comesos, el temps esmergat a so-
lucionar els problemes, i la ma utilitzada.

Els subjectes sotmesos a la prova foren: Un Mandrillus sphinx mas-
cle, de 10 anys. Un Cercopithecus nictitans mascle, de dos anys. Un Man-
drillus leucophaeus mascle ja vell, de més de quinze anys. Tots tres nas-
queren en estat salvatge, i, després d’ésser capturats, passaren la infantesa
en el si de families humanes. Ja adults foren transferits al Zoologic
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de Barcelona, on foren sotmesos a assaig. En cada cas fou necessaria una
adaptaci6 prévia al test, diferent segons I'animal, a fi d’assegurar-ne la
cooperacio.

RESULTATS

Mandrillus sphinx. — El nombre d’errors i el temps requerit per a
solucionar els problemes, figuren graficament en la figura 2.

Pel que fa al primer bloc del problema 7%, el subjecte no intenta de
resoldre’l, siné que hi aplicd una solucié més simple, estirant sempre la
mateixa cadena sense pensar-s’hi. El subjecte es trobava (observable adhuc
en les seves reaccions generals de comportament) en la capacitat limit de
discriminacié.

En els 1700 assaigs del test el subjecte empra la ma dreta un 86 %,
de les vegades, I'esquerra un 11 %, i les dues alhora un 3 9%.

Cercopithecus nictitans.—En la figura 3 podem veure el nombre
d’errors comesos i el temps esmercat a resoldre els problemes.

En el segon bloc dels problemes 7, 14 i 15, i en els dos blocs del 16,
el subjecte no intentd de resoldre’ls, siné que cerca de simplificar la so-
lucié estirant les cadenes a I'atzar i sense pensar-shi.

En els 1700 assaigs d’estirar cadenes propis del test, féu servir la ma
dreta un 17 9, de vegades, l'esquerra un 35 %, i ambdues un 48 %, de
vegades.

Mandrillus leucophaeus. — El periode d’adaptacié al test fou llarg
i dur. Quan finalment sembla estar-hi ben disposat, comengarem les pro-
ves. El seu caracter fou sempre aspre i agressiu. Després de comengar el
test, i quan portavem ja fets g problemes, calgué abandonar, a causa d’un
augment de les manifestacions intemperants i la caréncia d’interés o coo-
peracié envers el test.

Com ha estat reflectit en la figura 4 després dels 5 prlmers problemes
facils, 'animal refusa de fer cap esfor¢ per a discriminar, i es nega ro-
tundament a continuar la prova.

En els dos blocs dels problemes 6, 7, 8 i g, i fins que hom para el test,
el subjecte aplica sempre la solucié simplista, bo i estirant les cadenes
a l'atzar, sense assajar cap altra soluci6. A més es tornava molt aspre i
agressiu cada vegada que, intentant de trobar la solucid, s’equivocava i no
obtenia recompensa en estirar la cadena.

En els goo assaigs fets, la ma dreta fou emprada el 62 9, de les vega-
des, I'esquerra el 28 9, i ambdues el 10 %,
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DISCUSSIO

La sola observaci6 de les grifiques de percentatges d’errors i del temps
esmergat a resoldre els problemes pel Mandrillus sphinx (figura 2) i pel
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Minuts

T T r —

I 2 3 4 56 7T 8 9101 12 13 15 15 15 17
Problemes

Fic. 2. — Percentatge d’errors i temps esmercat a re-
soldre els problemes (Mandrillus sphinx)

Cercopithecus nictitans (figura 3), ja ens indica que hi ha una correlaci6
entre el nombre d’errors i el temps utilitzat, puix que ambdés augmen-
ten o disminueixen ensems, i aquests canvis sén I’expressié del grau de
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dificultat trobat pel subjecte. Potser només el problema g en Cercopithe-
cus nictitans (figura g) no mostra la dita correlacié.

Hem calculat el coeficient de correlacié entre errors i temps. Per a
Mandrillus sphinx r = 0,7452 (0,01 <P <o0,001). Per a Cercopithecus nic-
titans r = o,7014 (0,01 <P <o0,001). Apareix, per tant, matemaiticament
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que hi ha correlacié entre ambdues variables considerades, les quals res-
ten modificades segons el grau de dificultat.

La consideracié del factor temps, que pot ésser d'interés, puix que
apareix la correlacié esmentada, no figura en treballs classics que utilit-
zen el test de les cadenes (HARLOW i SETTLAGE 1934; FINCH 1941; RIESEN
i colaboradors 1953; FiscHER i KITCHENER 1965). Aquests autors només
consideren els percentatges d’errors comesos. Nosaltres creiem que la me-
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sura del temps que cal per a la solucié dels problemes podra ésser un nou
parametre que donard dades interessants sobre les capacitats d’aprenen-
tatge i la discriminacié.

Si ens referim a la ma utilitzada amb preferéncia, poc podem dir
encara. Mandrillus sphinx utilitzd principalment la ma dreta. C. nictitans
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ambdues indistintament. Fins que no poguem fer les proves amb un nom-
bre major d’animals (experiéncies en curs), aquestes dades no tindran
significacié.

Pel que fa a les dificultats trobades per cada subjecte en la solucié
de cada problema concret, veiem en la figura 5 les grafiques dels errors
comesos; quant als problemes, hi sén representats en ordre creixent de
% d’errors.
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En el grafic concernent Mandrillus sphinx hom pot veure clarament
que hi ha dos grups de problemes pel que fa al grau de dificultat. El
primer grup és format per 11 problemes en els quals no és ultrapassat el
7 % d’error; és a dir, que es tracta d’'un grup solucionat amb bona efec-
tivitat. El segon grup és format per 5 problemes que van d’'un 289, a un
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42 9, d’errors. El problema 10 és solucionat totalment amb eficicia mit-
jana (17 %).

Els cinc problemes solucionats amb menys eficacia pertanyen a formes
o figures on les cadenes s'encreuen o pseudoencreuen d’una manera
complexa, i 'una o totes dues segueixen una linia trencada. Aquestes
formes o figures poques vegades ocorren en I’habitat natural d’aquests
animals (SABATER-P1). El primer grup de problemes té formes més simples,
tret dels problemes g i 14.
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La conclusié que per a Mandrillus sphinx les dificultats majors es
troben en les formes complicades abans dites, estd d’acord amb les dades
trobades en goriles joves i orangutans (FiscHER i KITCHENER 1965), i en
ximpanzés (FINCH 1941). Comparant Mandrillus sphinx amb els Ponginae
(estudiats per aquests autors), apareix que Mandrillus no en difereix am-
pliament, perd si que s’aparta bastant del rhesus (HARLOW i SETTLA-
GE 1934), que mostra menys capacitat.

L’existéncia de dos grups de problemes és més dificil de veure en el
grafic que fa referéncia a Cercopithecus nictitans, bé que els problemes
més dificils amb errors maxims sén els mateixos que per a Mandrillus
sphinx. En Cercopithecus mictitans augmenta el nombre de problemes
solucionats pobrement, com podem veure facilment en els grafics, que
ens indiquen que la capacitat de resolucié d’almenys 8 problemes mostra
un grau d’ineficacia més aviat alt. A més, tot el tracat del grafic de Cer-
copithecus nictitans comparat amb Mandrillus sphinx mostra un notable
augment en els errors, i indica una habilitat remarcablement menor en
la resoluci6 dels problemes. L’eficiéncia és aixi mateix més petita en
aquest C. nictitans que en rhesus.

Des d’un altre punt de vista ens podem preguntar sobre la capacitat
d’aprenentatge d’aquests animals, bo i prenent com a test la comparacié
del primer bloc d’assaigs respecte al segon bloc. Hom hi pot observar
que ambdds subjectes sén capagos d’aprenentatge. El 9, d’aprenentatge
féra de 23,2 %, en Mandrillus sphinx (134 errors contra 103), i de 17,3 %,
en Cercopithecus nictitans (342 contra 283). Perd, com que disposem d’un
sol exemplar de cada espécie, €ls nivells d’errors s6n tan diferents, i a ve-
gades els subjectes han arribat a llur limit de capacitat de discriminacié,
esperem a provar més animals (experiéncies en curs) abans d’intentar una
comparacié amb Ponginae o d’establir algunes conclusions més precises.

Excloem d’aquestes consideracions el Mandrillus leucophaeus, perque
es tracta probablement d’'un exemplar vell, no representatiu.
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EL COMPORTAMENT DE L’ASSOCIACIO
DARDANUS ARROSOR 1 CALLIACTIS PARASITICA
EN HABITATS ARTIFICIALS

per J. BALASCH i V. MENGUAL

Departament de Fisiologia Animal. Facultat de Ciéncies
(Universitat de Barcelona)

INTRODUCCIO

JoHNsTON (1848) i GossE (1860) resumiren els fets que hom coneixia
sobre Adamsia palliata i Calliactis parasitica, perd foren FAurOT (1910),
(1932), BRUNELLI (1910) i Brock (192%) els qui comengaren observacions
rigoroses envers diverses associacions entre anemones de mar i bernats
ermitans.

Més tard Ross (1960) i Ross i SutToN (1961 a) emprengueren estudis
experimentals amb espécies atliantiques, i també mediterranies (Ross i
SutroN 1961 b). D’aquests estudis i dels de DavENPORT, Ross i SutToN
(1961) sorgi el coneixement del patr6 de comportament segons el qual
les anemones de mar es transfereixen a les closques dels bernats ermi-
tans; també fou coneguda lactivitat relativa del cranc i de 'anemone
en l'establiment de l'associacié. Ross (196%); CuTrREss i Ross (1969);
Cutress, Ross i SuttoN (1970), i Ross (1970) feren noves descripcions
en diferents tipus d’associacions, que viuen en diversos oceans.

Per tal que les transferéncies provocades i ajudades pel cranc tinguin
éxit, cal generalment la cooperacié de I'anemone. Aquest comportament
cooperatiu és provocat per un factor present en la closca del bernat ermi-
t3, creat pel moHusc que préviament I'habitava. El que és més freqiient
és que el cranc mostri un patré actiu de comportament ajudant a la
transferéncia de I'anemone a la seva closca, perd hi ha descrites unes
associacions en les quals el cranc no fa res perqué siguin establertes
(Ross 1960, Ross i SUTTON 1961 a)
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En una altra linia, HAzLETT (1968) (1969) (1970 a), HAZLETT i BOoSSERT
(1965) i REESE (1962) descriviren el comportament agonistic dels bernats
ermitans, les actituds d’amenaga i apaivagament, i els displays de comu-
nicaci6 social entre els pagurids.

Nosaltres, a I'Aquari de I'Institut d’Investigacions Pesqueres, de Bar-
celona, observarem l'associacié Dardanus arrosor-Calliactis parastica. En
animals capturats de fresc observarem un intens comportament agonfstic
concordant amb les descripcions de HAzLETT, i també molts casos de ca-
nibalisme d’acord amb dades fornides ja per CorTE el 1922. Sobretot
ens crida I'atenci6 el fet que, com a conseqii¢ncia de les agressions i de
la competéncia entre els crancs, apareixen anemones lesionades, algunes
vegades pel disc pedal, de resultes de l'activitat del cranc en provocar
la transferéncia de I'anemone a la seva closca, lesions que tenien lloc
amb descarrega d’acontia. D’altres vegades la lesi6 era a la zona oral,
amb els tentacles trencats en part. El cranc amb els seus quelipeds feia
per manera d’esqueixar la boca de Calliactis, i de resultes d’aixd l'ane-
mone es moria. En tots dos tipus de lesi6, 'anemone era quasi sempre
menjada pels crancs.

Aquests fets d’agressi6 a anemones i desaparici6 d’aquestes, ens in-
teressaren perqué l'associaci6 entre Dardanus arrosor i Calliactis parasi-
tica és vista tradicionalment com un exemple de mutualisme; i I'agres-
si6 a Calliactis seria un comportament anémal.

També a I'Aquari del Laboratori Aragé (Banyuls de la Marenda)
observarem que e€ls crancs es menjaven anemones lesionadas.

Observacions fetes a I’Aquari de Blanes de I'Institut d’Investigacions
Pesqueres donaren resultats contradictoris. Allf no hi havia agressions a
anemones. I, a més, el fet ben conegut de progressiva pérdua d’interés del
cranc a tenir anemones a la seva closca —la qual cosa obliga els aquaris
a canviar freqiientment els crancs perqueé el public els pugui veure plens
d’anemones—, no succeia a Blanes, on els crancs sempre tenien la closca
plena de Calliactis.

Considerant aquesta disparitat de resultats entre els aquaris, obser-
varem que hi havia diferéncies entre ells quant a: densitat de poblacié
per tanc; freqiiéncia i quantitat d’alimentaci6; i, a Blanes, diversos
pops (depredadors) vivien en el mateix tanc que Dardanus arrosor-Cal-
liactis parasitica, cosa que no passava ni a Barcelona ni a Banyuls.

Per tot el que hem dit, comengirem experiéncies sistematiques bo i
considerant les variables: influéncia de I'alimentacié; densitat de pobla-
ci6 i preséncia d’'un depredador.
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MATERIAL 1 METODES

Treballirem amb Dardanus arrosor i Calliactis parasitica. Les clos-
ques habitades per Dardanus foren: Murex brandaris, M. trunculus, Cas-
sidaria echinophora, Cassis undulata, Natica haebraea, Purpura haemas-
tona i Ranella gigantea.

Observarem grups que eren alimentats cada dia, o dia per altre, i grups
que no reberen aliment durant tota I'experiéncia.

Treballairem amb unes poblacions de go crancs/m? i amb unas altres
de 12 crancs/m’

Experimentarem sobre poblacions coHocades en pres¢éncia o abséncia
d’'un depredador (Eledone).

EXPERIENCIES I RESULTATS

1. Influéncia de lalimentacid. — Separarem diversos grups de ber-
nats ermitans. Els uns foren alimentats dia per altre; els altres no reberen
aliment mentre dura l'experiéncia. D’aquests grups, els uns eren formats
per Dardanus de la mateixa mida, i els altres amb crancs de mides ben
diferents. Per aixd, en uns grups, a causa de la dominancia, hi havia
agressions, mentre que els individus dels altres grups eren passius en
comparacié d’aquells.

Quan en els crancs no hi ha comportament agonistic, la influéncia
de l'alimentacié sobre la desaparicié d’anemones és petita. Quan hi ha
lluita i competéncia entre els crancs, apareix la influéncia de I'alimenta-
cié, com podem veure en els resultats de la taula I

La diferéncia entre grups alimentats i no alimentats, aplicant el test
de «t» de Student déna valors significatius, tant en un mes com en un
mes i mig (0,001 <P <o,01).

2. Influéncia de la densitat de poblacié i de l'alimentacid. — Treba-
llirem amb grups de 12 crancs/m* i amb uns altres lots de go crancs/m?.
Alhora, uns grups reberen aliment i uns altres no foren alimentats. Cada
grup era format per go Dardanus. El nombre inicial d’anemones per grup
osciHa entre go i 103.

Els resultats poden ésser vistos a la taula II

Com que el comportament de Dardanus influeix sobre la supervivén-
cia de Calliactis, €l 9, de supervivéncia de Dardanus fou estudiat en la
mateixa experiéncia. Els resultats figuren a la taula IIL
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TAuLA 1. — 9, de permanéncia de Calliactis funcié del temps en grups
alimentats i no alimentats. Els grups de crancs eren formats amb individus
amb activitat competitiva.

% de permaneéncia % de permanéncia
Grups de Calliactis en de Calliactis en
alimentats un mes un mes i mig
1 61,53 46,15
2 76,92 76,92
3 71,42 64,28
4 84,61 84,61
Mitjana 73,62 68,00
Grups no
alimentats
1 50,00 25,00
2 54,54 27,27
3 50,00 20,00
Mitjana 51,51 24,09

Alimentats: 4 grups alimentats amb sardina dia per altre durant el mes
i mig. Nombre total de crancs: 24.

No aliments: 3 grups sense rebre aliment en un mes i mig. Nombre
total de cancs: 20,

Taura II. — 9, de permanéncia de Calliactis en els dos
mesos de l'experiéncia en crancs d’alta i baixa densitat
de poblacid, i alimentats i no alimentats.

DENSITAT DE POBLACIO

Grup de Grup de
12 crancs/m? 30 crancs/m?
Grup alimentat 57 % 25 %
Grup no alimentat 63 % 119,

3. Influéncia de la preséncia d’un depredador sobre la permanéncia
de Calliactis. — Un grup de go crancs/m’ alimentat, fou guardat 2 me-
sos, amb un Eledone en el mateix tanc.
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El 9%, de permanéncia de Calliactis fou del 93 %, la qual cosa con-
trasta amb els resultats de la taula II on, sota condicions idéntiques,
perd sense I'Eledone, el percentatge de permanéncia fou només del 25 %,.

Taura III. — 9, de supervivéncia de Dardanus en la
mateixa experiéncia de la taula II.

Grup de Grup de

12 crancs/m? 80 crancs /m?
Grup alimentat 92 %, 63 %
Grup no alimentat 59 % 43 %

Observarem atacs fets per I'Eledone, amb la mort d’alguns crancs, aixi
com frenada del canibalisme entre Dardanus.

Els crancs, en preséncia d’Eledone, mostraren un gran interés i acti-
vitat a procurar-se anemones. Alguns finiren l’experiéncia amb més
Calliactis de les que tenien al comengament.

TAuLA IV. — Anemones transferides ¢n Dardanus capturats de fresc.
Nombre d’anemones Anemones
Nombre de a la closca abans presentades Anemones Anemones
crancs de I’experiéncia (closca nua) transferides menjades
28 111 139 120 o

Els crancs (taula II) en les mateixes condicions esmentades, perd sense
Eledone, perderen, a mesura que passava el temps, interés a tenir anemo-
nes en la closca.

4. Pérdua progressiva de Uinterés i activitat del cranc a tenir ane-
mones a la closca, a causa de la permanéncia en aquari. — El grau d’acti-
vitat del cranc a procurar la transferéncia de I'anemone, és mesurat comp-
tant el nombre d’anemones que Dardanus amb closques nues (anemones
préviament despreses) és capag de transferir-se, quan hom li déna anemo-
nes que estan enganxades en unes plaques de plastic. Hom pren com a
dada el nombre d’anemones transferides en relacié amb el nombre
d’anemones presentades (taula IV).

Aquest tipus d’assaig d’activitat fou fet amb crancs capturats de fresc
(1-2 dies) i amb crancs que duien dos mesos d’estada en aquari. Els
grups eren de go crancs/m? i ben alimentats.
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En els crancs capturats de fresc, préviament privats de les anemones
que portaven, l'actitud fou de palpar-se les propies closques amb el segon
parell d’apéndixs i el tercer, i, en adonar-se que no tenien anemones,
comengaren la transferéncia d’anemones desplegant el patré de compor-
tament actiu que ajuda a la transferéncia descrit per Ross i SuTToN
el 1961.

L’activitat transferidora del crancs no es deturd després de la primera
anemone transferida, sin6 que el comportament actiu continud fins que
tingué tota la closca plena d’anemones, i fins i tot a vegades hi hagué
anemones coHocades sobre d’altres anemones.

La taula IV és un resum dels registres individuals.

Hom no observa diferéncies entre I'un sexe i I'altre en I'activitat dels
crancs. Tots foren actius en la transferéncia.

Amb els mateixos animals fou repetida I’experiéncia després de dos
mesos de viure en aquari. Hom mesurd novament el comportament actiu

TAuLA V. — Anemones transferides am els mateixos animals de la taula IV, pero després
de passar dos mesos a l’aquari.

Nombre d’anemones Anemones
Nombre de a la closca abans presentades Anemones Anemones
crancs de I'experiéncia (closca nua) transferides menjades
20 28 104 40 32

del cranc afavorint la transferéncia. Els resultats obtinguts poden ésser
vistos en la taula V. Alguns havien mort per canibalisme,, sobretot durant
la muda.

La taula V és un resum dels resultats individuals. El comportament
fou completament irregular: uns pocs crancs actius, uns altres actius en
part, i la major part inactius. En resum, amb l'estada en aquari els crancs
perden interés a tenir Calliactis, perd en aquesta modificacié6 hi ha una
amplia variabilitat individual.

5. Influéncia de la preséncia d’'un depredador (Eledone) sobre crancs
amb una llarga estada en aquari.— 19 Dardanus amb 4 o 5 mesos de
vida en aquari, i sense anemones en llurs closques a causa precisament
de la llarga estada en l'aquari, foren coHocats en un tanc amb anemones
a llur disposici6, enganxades aquestes en plaques de plasticc A cada
Dardanus li foren presentades 5 Calliactis.

Els resultats figuren a la taula VL
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Després, i amb els mateixos animals, hom féu una experiéncia idén-
tica, perd aquesta vegada amb un Eledone dins el tanc. L’actitud de
Dardanus enfront d’Eledone fou de fugida, i s’amagi dins la closca.

Taura VI. — Transferéncies degudes al comportament actiu de Dar-
danus, fetes per crancs amb 4 6 5 mesos d’estada en aquari.
Cada cranc tenfa 5 anemones a la seva disposicié.

Anemones Anemones

Actitud transferides menjades

Cranc inicial pel cranc pel cranc
1 Actiu 2 3
2 Indiferent o o
3 Indiferent o (1) 1
4 Indiferent o o
5 Actiu 2 o
6 Indiferent o o
vi Indiferent o o
8 Indiferent o (1) 0
9 Indiferent o 1
10 Indiferent o (1) 1
11 Indiferent o o
12 Indiferent o (1) o
13 Indiferent o (1) o
14 Actiu 4 o
15 Menja anemones o 3
16 Indiferent o 0
17 Indiferent o o

18 Indiferent o 2
19 Indiferent o o

Les xifres entre paréntesis representen anemones transferides, pero
degut a la sola activitat de Calliactis, sense comportament actiu per
part del cranc.

L’Eledone ataci els crancs i alguns d’aquests foren morts, (Resultats d’en-
contres entre Octopus i Dardanus amb anemones a la closca foren des-
crits per Ross, 1971.)

A la taula VII hom pot veure dotze Dardanus de la taula VI perd
en preséncia del depredador.

A la taula VIII hi ha la comparacié entre les taules VI i VIL
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TaAura VII. — Transferéncies provocades pel cranc en 12 Dardanus

de la taula VI, pero coHocats amb un Eledone en el mateix tanc.

Després de la primera transferéncia, les que seguiren foren dutes a
terme rapidament i sense interrupcié.

Anemones Temps transcorregut
transferides abans de la primera
Cranc pel cranc transferéncia Sexe
4 3 24 hores Q
Vi 7 12 » d
8 5 24 » Q
9 3 48 » ?
11 2 24 » Q
12 5 2 » ?
13 4 48 » Q
15 4 24 » d
16 5 12 » )
17 3 24 » d
18 6 48 » 3
19 5 24 > d

Taura VIII. — Resultats comparatius de transferéncies provocades
per Vactivitat del cranc, considerant cada animal abans i després
d’ésser colocat junt amb Eledome.

Anemones trans- Anemones
ferides abans transferides
Cranc d’Eledome amb Eledome Sexe

4 Y 3 Q
7 o Vi 3
8 o (1) 5 Q
9 o 3 Q
11 o 2 Q
12 o (1) 5 Q
13 o (1) 4 ?
15 o 4 3
16 o 5 o)
17 Y 3 3
18 Q 6 <)
19 o 5 d

Les xifres entre paréntesis representen anemones transferides, perd
degut només a l'activitat de Calliactis.
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DISCUSSIO

Dels resultats, sembla possible dir que la caréncia d’alimentaci6 és un
factor que influeix sobre la desaparicié d’anemones, almenys quan hi ha
un cert comportament agonistic entre els crancs.

Dels resultats obtinguts comparant les anemones que desapareixen
quan els crancs es troben en la proporci6 de 12 crancs/m’* o de 3o
crancs/m?, pot ésser vist que, quan la densitat de poblacié és alta, la
pérdua d’anemones augmenta notablement. Aquesta experiéncia relativa
a la densitat de poblaci6 fou feta paraHelament amb grups d’animals
alimentats i amb d’altres de no alimentats. En poblacions de baixa den-
sitat, la caréncia d’alimentaci6 no comporta la pérdua d’anemones. En
poblacions amb alta densitat la caréncia alimentaria fa que la desaparicié
d’anemones augmenti notablement.

Sembla que el comportament agonistic augmenta amb la densitat de
la poblaci6, i com a conseqiiéncia augmenten també les lesions d’anemo-
nes. Juntament amb aixo, la caréncia d’alimentaci6 fa que les anemones
lesionades siguin menjades.

La preséncia d’un depredador (Eledone) en un grup d’alta densitat
de poblacié ben alimentada, produeix que no desapareguin anemones en
comparacié amb les que es perden en un grup idéntic d’alta poblacié
ben alimentada perd sense depredador.

El comportament actiu de Dardanus provocant la transferéncia d’ane-
mones fou provat primerament en animals capturats de fresc, i després
quan aquests animals feia 2 mesos que eren a 'aquari. Bé que el com-
portament individual ofereix molta variabilitat, com a regla general, hi
ha amb el temps una pérdua progressiva d’interés del cranc a tenir ane-
mones a la seva closca. A més, amb el temps sembla que augmenta 1'accié
de menjarse les Calliactis lesionades o poc agafades a la closca.

No observarem cap difer¢ncia de comportament per raé del sexe. Els
crancs mascles foren tan actius com les femelles.

19 Dardanus amb 4-5 mesos d’estada a l'aquari, i ja indiferents a
tenir Calliactis a la closca, foren posats juntament amb un depredador.

Poguérem observar que els crancs, després d’'un curt periode de la-
téncia, readquirien enérgicament l'interés perdut per la possessié d’ane-
mones. Adhuc s’establia entre ells competéncia per a tenir les Calliactis.

D’entre tots els factors estudiats potser el més interessant és l'efecte
de la preséncia del depredador.

El comportament de Dardanus en aquari, d’acord amb l’alimentaci6
i amb la densitat de poblacié, tal com hem vist a les experiéncies, sem-
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bla que probablement té poca relaci6é respecte al comportament d’aquests
animals en llur habitat natural. Dardanus normalment ocuparia un terri-
tori més gran i l'explotaria de forma que hi hauria suficient aliment per
a cada individu. Sembla, doncs, que en I'habitat natural aquests dos
factors (alimentacié i densitat de poblacid) t)ndrien poc paper en la des-
aparicié d’anemones deguda als crancs.

Més interessant ens sembla el fet que els crancs capturats de fresc
tenen interés a posseir anemoses a llurs closques, i aixd suggereix que
aquest deu ésser el comportament que tenen en llur habitat natural. El
comportament diriem normal, el perden en passar temps a l'aquari, i
la indiferéncia per les anemones augmenta a mesura que el temps trans-
corre. En introduir-hi un depredador, 'interés envers les anemones i el
comportament actiu que en provoca la transferéncia a la closca tornen
vigorosament. Aixo suggereix que, en l’habitat natural, la depredacié
ha d’ésser almenys un dels factors responsables de l'interés del cranc a
tenir la closca plena d’anemones. Un treball recent de Ross (1971) fa
pensar que realment el cranc vol anemones perqué el protegeixen con-
tra els depredadors. Ross enfronta Octopus amb Dardanus amb closca
nua i Dardanus amb closca plena d’anemones. Molts dels primers foren
morts per I'atac del pop; els segons resistiren I'atac de 'Octopus, el qual
donava mostres d’incomoditat quan els seus tentacles tocaven anemones.

El que hem dit es veritable per a I'associacié mediterrania D. arrosor -
C. parasitica i potser no per a d'altres associacions atlantiques, on, en
tot cas, caldria comprovar si el comportament del Pagurus bernhardus
canvia per la preséncia d'un depredador.
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INTRODUCCIO

Malgrat l'existéncia de nombroses dades de bibliografia referents a
moltes espécies d’ocells, la major part eren agrupades en taules, perd pro-
cedint de diversos autors i obtingudes amb meétodes d’analisi molt di-
ferents. Aixo és observable en MARSHALL’, ALTMAN’, STURKIE® i BELL
i FREEMAN %

A causa del fet esmentat, iniciirem determinacions sistematiques i
comparatives dels valors hematologics de sis gaHiformes a fi d’observar si
hom podia obtenir unes dades que responguessin a un gaHiforme tipus,
que possibilités ulteriors comparacions fisiologiques o filogenétiques amb
altres ordres d’ocells.

Els sis gaHiformes escollits foren animals comuns propis d’empresa
avicola, i d’altres de més rars o salvatges procedents del parc zoolodgic de
Barcelona. Les dades obtingudes foren publicades (BaLAscH i coHab.?),
perd n’inclourem aqui les taules corresponents a fi de facilitar-ne la com-
paracié.

L’objectiu, aci, fou de fer determinacions hematoldgiques en ocells
cabussadors i grans voladors, amb el proposit d’investigar si hom podia
establir distincions clares a nivells hematoldgics descriptius, comparant
ocells amb requeriments d’oxigen i energétics tan diferents.
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MATERIAL I METODES

Els galiformes estudiats foren: 10 Alectoris graeca (perdiu de roca);
12 Phasianus colchicus (faisa); 10 Numida meleagris (gallina pintada);
10 Pavo cristatus (pad): 11 Gallus gallus gallus (bankiva); i 4 Penelope
waglierii (pentlope).

Les mostres de sang foren preses de la vena de J’ala, mitjangant
una xeringa heparinitzada. La temperatura, la dieta, el confinament, 1’e-
dat, etc,, foren estandarditzats.

Els grans voladors i cabussadors estudiats foren:

12 Larus argentatus (gavia argentat); 12 Larus ridibundus (gavina
vulgar); 10 Columba livia (colom); 6 Corvus corax (corb); 2 Sula
bassana (mascarell); g Pelecanus occidentalis thagus (pelica d’Ame-
rica del Sud); 3 Pelecanus occidentalis occidentalis (pelica d’America
del Nord); 4 Aythia ferina (anec cap-roig); i 13 Phalacrocorax carbo
(corb mari gros).

Hom pot veure que, entre aquests animals, hi ha grans voladors d’or-
dres diferents: Caradriiformes (Larus); Columbiformes (Columba); Passe-
riformes (Corvus). Hi ha cabussadors amb immersi6é veritable, que neden
un cert temps per sota l'aigua: Pelecaniformes (Phalacrocorax) i Anseri-
formes (Aythia). I finalment hi ha Pelecaniformes (Sula i Pelecanus) que
tenen un vol facil i poderds, i que capturen les preses principalment per
cabussament, bo i fet a gran-velocitat des d’'una algada considerable, i
mantenint el cos submergit diversos segons.

El confinament, dieta, estat de no posta, edat, temperatura, presa de
mostres, etc., fou estandarditzat.

En tots els animals esmentats foren determinats: Pco,, Po, i pH,
amb un aparell Astrup (Radiometer BMS-3); hematocrit (micromeétode);
hemoglobina (Drabkin); nombre d’eritrocits (Thoma); velocitat de sedi-
mentacié (micrométode); proteines del plasma, mitjancant electroforesi
en acetat de ceHulosa (Cellogel, i les lectures en un lector automatic Cello-
matic C.G.A. Atom); glucosa (glucosa oxidasa); glicids totals (Antrona);
proteines totals (Biuret); urea (Ureasa); acid lactic (LDM/NAD); Cl-,
Nat+ i K+ del plasma (aparell Aminco- Cotlove i fotdometre de fllama
Beckman).

Els resultats foren processats, i n’obtinguérem la mitjana i la desvia-
ci6 standard.
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RESULTATS

Referent a gaHiformes, en la taula I hi ha els resultats de les deter-
minacions fetes en sang total; en la taula II els resultats de les determi-
nacions plasmatiques, i la taula III mostra les fraccions plasmatiques,
que s6n presentades graficament a la figura 1 (perfils tipus).

] [ Pl =)= o w 8 o8

Alectoris graeca Pavo cristatus Penelope waglierii

- - P2 {1

Gallus gallus gallus Numida meleagris Phasianus colchicus

Fi1G. 1. — Perfils electroforétics en gaHiformes

Fraccio Possible identificacio
1 pre-albimina
2 albimina
3 a;
4 ay
5 ag
6 B
g post-8

Y



TAuULA 1. — Valors en sang total en galliformes

Hb

Totals

Longitud Amplaria Longitud Amplaria

Po,

Po2

Espécies Nombre HC g/100 ml Eri;r:‘)(;:'its sc(ti;gi,gn. cel-l;:lar cel-lll:lar nut;iear nu;:tlear mmHg mmHg Peoz
Numida 10 43.0* 149 2,82 2,2 11,96 5,96 457 225 51,2 47,9 7,36
meleagris +402 +1,72 +047 +1,40 + 1,04 +042 +051 +029 =+ 6,69 + 7,19 + 0,06
Alectoris 9 37,2 11,1 2,62 1,8 11,26 6,40 4,69 2,56 44.2 50,1 7,29
graeca +55 +1,98 +052 +055 +0751 +057 +041 +028 +g9,10 + 9,90 1 0,05
Phasianus 12 41,5 18,9 3,26 1,6 10,64 6,77 4,57 2,55 63,2 50,5 7,35
colchicus +4387 +1,87 *o043 +o060 +o051 +062 +o049 +o025 +527 £865 *o0,0p5
Pavo 10 36,9 12,0 2,07 2,45 12,55 6,97 4,81 2,58 553 51,33 7,36
cristatus +398 +1,29 +038 +050 1,02 +0,59 +041 +033 636 + 12,3 + 0,07
Gallus 10 36,15 12,20 2,63 2,66 10,71 7,06 4,70 2,64 534 44,32 7,41
gallus gallus +6,22 +28 +top4 +1,25 +090 *+041 +059 +031 +7%720  +962 +o0,11
Penelope 4 39,7 13,1 2,68 1,87 11,08 6,80 5,22 2,51 55,7 48,0 7,34
waglierii +506 +26;5 +036 +048 +085 +0% +061 +o0,13 +580 + 103 + 0,15

* mitjana + desviacié standard.




TauLA 11. — Valors plasmatics d’ions i metabolits en gaHiformes

Espécies Nombre Cl-* Na+ K+ l:g:?c Glucosa m(x;nl l;::ex;ish . Proteines Urea ?;l:‘llg
Numida 112,8° 153%,9 3,16 47,56 287,5 439,3 3520 2,59 6,70
meleagris 10 + 2,82 + 4,02 + 0,48 +876 +2664 + 719 + 650 + 0,67 + 1,97
Alectoris 120,44 154,78 3,29 52,01 291,12 362,37 4900 5,38 5,64
graeca 9 + 6,04 + 8,88 + 062 +1227 +207%3 + 28,3 + 460 + 1,33 + 1,48
Phasianus 122,5 168,17 2,25 49,33 366,87 431,29 4430 4,22 5,03
colchicus 12 + 3,08 + 4.36 + 0,27 + 13,11 + 30,90 £ 77,18 + 410 + 0,77 + 1,06
Gallus 119,0 156,8 3,52 38,64 255,8 305,12 4660 6,08 2,85
gallus gallus 10 + 1,73 + 3,03 + 0,40 +11,49 £ 3937 £ 2577 + 380 + 2,19 + 1,26
Pavo 114,0 158,6 3,58 20,94 315,7 357,5 4360 16,56 311
cristatus 10 + 2,03 + 4,81 + 0,41 + 9,17 + 4286 £+ 4419 + 1050 + 3,12 + 1,62
Penelope 109,5 161,0 2,40 59,3 290,25 344,25 3690 6,25 5,78
waglerii 4 + 0,50 + 3,00 + 020 +2009 + 54,90 + 65,36 + 490 + 0,79 + 2,09

* Els valors sén donats en mg/100 ml, menys els ions (mEq/)
° mitjana + o
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Larus argentatus Larus ridibundus Pelecanus occidentalis
thagus
R N L e - 11:-:a¢cvn -I Tt 2 w3 vatare 4o
Sula bassana Aythia ferina Phalacrocorax carbo
R I L LR LY o B - Ve 'or--a--uic_».-- L“""'.”.“.‘." .V.L ..T
Corvus ocrax Pelecanus occidentalis Columba livia
occidentalis

Fic. 2. — Perfils electroforetics d’ocells cabussadors i voladors
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Fraccid Possible identificacio
1 pre-albimina
2 albimina
3 o
4 ag
5 as
6 B
7 post-B
8 Y

La taula IV és una elaboraci6é estadistica de les taules I i IIL

Referent als voladors i cabussadors, la taula V és on s’expressen els
resultats de les determinacions fetes en sang total; la taula VI, els resul-
tats de les determinacions plasmatiques; i la taula VII mostra les frac-

Taura III. — Valors comparatius de les mitjanes i de les desviacions
standard, dels parametres de les taules I i II.

Desv. st.

Parametres Mitjana ]s)t‘;s::izfg |§nm(i7‘{j:,fa
Hematocrit 39,07 2,77 7,08
Hemoglobina 13,70 2,85 20,83
Eritrocits

(en milions) 2,68 0,38 14,29
Vel. de sedim.

mm. per h. 2,09 0,40 19,53
Long. ceHular 11,37 0,75 6,58
Ampl. ceHular 6,66 0,41 6,17
Long. nuclear 4,76 0,24 5,09
Ampl. nuclear 2,51 0,14 5,43
Pe 53,83 6,22 11,54
Peoz 48,69 2,65 . 5,23
pH 7,35 0,0386 0,52
Cl- 116,37 5,03 4,32
Na+t 158,87 5,23 3,29
K+ 3,03 0,57 18,83
Acid lactic 46,03 10,57 22,95
Glucosa 301,21 37,40 12,41
Glucids totals 382,40 68,22 17,84
Proteines 4260,00 544,24 12,77
Urea 6,8 4,95 72,28

Acid uric 4,85 L55 31,89




TauLa 1V, — Fraccions de les proteines plasmatiques en gaHiformes

Fraccié mimero ) 2 3 4 5 6 7 8
Possible identificacié pre-alb. alb. ay oy ag B post-8 v
Especies Nombre
Numida 10 4,30 * 37,0 4,45 6,45 555 22,8 10,5 6,6
meleagris + 1,32 + 517 + 1,08 + 0,55 + 1,29 + 3,56 + 4,26 + 2,40
Phasianus 12 9,15 37:5 6,18 8,79 20,7 5,68 12,2
colchicus +1,51 + 5.48 + 1,28 + 1,78 + 2,33 + 1,11 + 3,04
Gallus 10 1,70 42,4 7,05 6,4 22,9 19,5
gallus gallus + 0,82 + 3,77 + 2,11 + 0,94 + 9,21 + 1,21
Alectoris 9 4,83 30,9 13,5 26,2 24,3
graeca + 2,04 + 5,69 + 2,37 + 3,52 * 5,61
Pavo 10 4,40 50,8 6,3 6,7 16,7 14,8
cristatus + 1,56 + 5,10 + 1,43 + 1,78 + 2,96 + 4,50
Penelope 4 1,62 53,4 7,12 9,0 16,5 12,5
waglieri + 0,27 + 6,09 + 1,98 + 1,58 + 2,83 + 2,37




TAuLA V. — Valors en sang total en voladors i cabussadors

Hb  Eritrocits  Veloc. de sedim. Peos Poa MCV MCHb MCHbLC
Espécies Nombre Hc g/100 ml X 10° mm 1 h., mm 2 h. pH mm Hg mm Hg (®) vy/ceH. %

Larus ridibundus 12 43,9 15,9 3,16 1,81 3,68 7,397 36,3 49,2 14870 50,52 36,17
+1,82 +08 +o029 +078 +1,5 +o007 +63 +78 +%78 +£50 1,47
Larus argentatus 12 48,2 15,9 2,92 2,09 Bl 7,85 385 60,3 145,17 5503 36,85
+1,88 +1,2 +0314 +066 =+ 1,5 +o01 +17,7 +%72 +0933 *647 + 344
Corvus corax 6 40,7 16,07 3,19 1,3 2,9 743 275 60,2 127,61 50,85 39,61
+59 +244 +037 +08 o9 +0,07 =+ 4,0 +58 +o99 + 877 + 4,70

Columba livia 9 50,2 16,5 3,74 0,63 1,3 7:35 430 497 13550 44,93 32,01
+ 38,1 +1,6 +0,5 + 048 + 1,6 + 0,06 + 6,9 +7.3 +1474 + 3,25 * 2,04
Sula bassana 2 41 14,0 2,64 0,75 L5 784 495 49,5 156,2 50,71 32,80
16,7 + 507 6,72
Pelecanus 8 445 153 2,49 1,3 3,0 747 306 556 18075 62,59 34,45
occidentalis thagus + 0,8 +09 +0,338 +o06 +08 + 0,03 + 4,1 + 12,0 + 23,02 + 11,51 + 2,00
Pelecanus 3 39.3 13,03 2,836 1,66 3,33 735  36.3 606 13948 46,14 33,14
occidentalis occid. + 1,04 +04 +026 +o57 +0756 +0,1 +2,3 + 22,2 +1357 + 330 +0,86
Pool Pelecanus 6 41,9 14,18 2,66 L5 31 7,40 32,5 58,1 160,11 54,37  33%.80

+ 2,9 +1,4 *033 +05 07 + 0,06 + 4,2 + 16,2 + 28,23 +11,77 1,5

Aythia ferina 4 437 14,6 3,25 1,4 2,6 738 39,7 50,0 134,32 4530 33,71
(23 +29) + 4,6 +1,1 +0,346 +o,25 +fop + 0,08 + 8,0 + 104 + 1,60 +244 +1,62
Phalacrocorax 7 435 13,77 2,905 0,8 2,2 7.47 28,33 57,83 150,62 4746 31,38
* 2,4 +099 +019 +08 +23 +003 +38 + 4,4 * 14,04 + 309 + 2,78
carbo  d 6 47:8 153 3148 07 2,3 743 338 540 151,73 49,15 32,36

+1,8 +09 *036 +o05 +1,35 011 4+ 6,4 +6,7 *+1496 +6,34 +2.2
Pool ? 13 45,3 145 3,02 075 2.3 745 31,1 559 151,13 48,24 31,99
+ 2,8 + 1,2 03 +0/75 * 1,9 + 0,08 + 58 +57 +1386 +453 + 245

* mitjana + desviacié standard.




TauLA VI. — Valors plasmatics d’ions i metabolits en grans voladors i cabussadors.

Acid Glucids
Espécies Nombre CI- Na+ K+ lactic Glucosa totals Proteina Urea
Larus 12 1195 160,1 1,64 17,24 265,5 365,9 3.669,4 11,54
ridibundus + 9,0 + 3.5 + 0,3 + 8,14 + 56,5 773 + 5624 + 2,39
Larus 12 121,3 15,5 1,79 17,89 356,5 468,4 3.061,2 9,94
argentatus t 50 + 34 + 0,2 + 5,04 + 62,4 + 64,8 + 548,8 + 1,68
Corvus 6 18,20 $60,2 860,2 3.798,8 6,22
corax +4,8 + 30,2 + 23,3 + 253%,9 + 0,9
Columba 9 16,3 341,1 389,5 2.657.4 7,86
livia + 5.3 + 46,6 + 31,3 + 5473 + 2,14
Sula bascana 2 124,0 1535 305 36.3 216,35 227,0 4-499,9 9,62
+ 9,1 + 33,2 + 15,5 + 681, + 0,18
Pelecanus 3 109,8 149, 3,83 21,2 174,6 200,6 2.862,0 10,8
occidentalis thagus + 2,6 + 3.2 + 0,25 + 10,1 + 6,0 + 17,0 + 737.2 + 2,2
Pelecanus 3 107,6 147,16 3,86 28,2 170,4 212,6 2.033,6 6,5
occidentalis occident. + 107 + 6,3 t 0,15 12,6 t 155 + 19,7 + 329,2 + 0,87
Pool Pelecanus 6 108,75 148,2 3,85 25,43 172,5 206,6 2.447,8 8,66
+ 7,05 + 4,6 + 0,18 + 6,5 + 128 + 17,7 + 683,1 + 2,8
Aythia ferina 4 120,0 150,2 2,07 27,42 273,75 2885 1.785,6 3,75
(23 +229) +58 + 2,5 + 0,8 + 7,75 + 45,25 .+ 350 + 510,4 + 0,61
d 7 119,3 154,5 2,6 32,3 238,2 367.9 3-1185 8.9
Phalacrocorax carbo * 97 * 3.3 * 3.3 t 6,0 * 54,6 + 107,9 + 227,83 + 2,2
? 6 119,1 1567 2,37 29,2 216,4 369.9 3-488,5 9.35
* 3,7 + 6,13 + 0,4 + 9,0 + 86,6 + 81,4 + $65,3 + 1,7
Pool 13 119,2 155,6 2,5 30,44 226,2 368.,9 3.320,3 9,12
+ 7.0 47 t o5 77 445 +901  +3532 18

* Els valors s6n donats en mg/100 ml, menys els ions (mEq/l).

° mitjana + o




Taura VII. — Fraccions de proteines plasmatiques en voladors i cabussadors

Fraccié6 nimero | 2 3 4 5 6 7 8
Possible identificacié pre-alb. alb. ay ag ay B post-8 y
Especies Nombre
Larus 6 53,4 12,1 6,4 11,5 10,5 5.9
argentatus 3.2 + 5,8 + 2,3 +1 + 2,5 + 2 + 1,2
Larus 6 + 1,1 52,3 11,2 5,4 18,9 12,6
ridibundus 10,5 + 3.7 + 2 + 1,4 + 1,9 + 2,6
Pelecanus 3 + 0, 38,5 Vi 9.5 21,1 12,6
occidentalis thagus 5,5 + 0,5 + 0,9 + 7.7 + 4,3 + 3.4
Pelecanus 3 + 0,8 45,6 17 15,66 16,16
occidentalis occiden- + 0,62 + 0,40 + 0,47 + 0,84
talis 2,7 36 10,25 12,5 19,75 $.25 10,75
Sula 2 + 0,75 35 * L75 *+ 2,5 + 4,75 1 1,25 * 1,25
bassana 14 44,6 10,8 9 9.7 14 7,6
Aythia 4 + 4,1 + 7.1 + 53 + 1,5 1,4 + 1,6 + 1,7
ferina 13,3 38,4 6,4 12,4 Vi 16,2 4,25
Phalacrocorax 12 + 4,6 + 5.9 + 2 + L5 + 1,2 + 1,9 + 08
carbo 12,5 857 4,2 57 17,9 16,75
Corvus 4 + 2,26 + 3,75 + 0,8 +1 + 0,21 + 1,82
corax 27,3 21,3 12,8 23,3 14,1
Columba 7 + 4 + 3,25 + 2,3 +5,6 + 1,78

livia
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cions plasmatiques que, en forma grafica, hom pot veure també a la figu-
ra 2 (perfils tipus).

DISCUSSIO

Com podem veure a la taula IV, els valors dels gaHiformes sén molt
similars, per tal com només hi ha lleugeres diferéncies. Podem, doncs,
agafar-ne les dades per a establir comparacions.

Observem que no hi ha grans canvis en la Po,. Els valors oscilen
entre 49 i 60 mmHg en tots els ocells considerats.

La Pco: i el pH estan relacionats. Aix{, els animals amb Pco: elevada
tenen un pH baix, i viceversa. Com que tots dos parametres sén molt
sensibles al petit, perd inevitable, stress respiratori degut a la manipula-
ci6 de I'animal per a lextraccié6 de sang, no els tindrem en compte en
la discussié.

Referent a I'acid lactic, els voladors (Larus argentatus; Larus ridibun-
dus; Corvus; Columba) mostren valors més baixos (de 16,3 a 18,2) que
els cabussadors (de 25,4 a $6,3). I tots dos grups, valors més baixos que
els dels galiformes (valor mitja = 46,03). Potser aixd té relaci6 amb una
millor utilitzacié de 'oxigen a la via glicolitica per part dels ocells amb
requeriments metabolics més alts. El test de «t» de Student déna diferén-
cies significatives entre voladors i gaHiformes (t = 4,832; ¢ = 0,0005);
també entre cabussadors i gaHiformes (t = 2,55; ¢ = 0,05).

Per a ’hemoglobina, els quatre voladors tenen els valors més alts (de
15,9 a 16,5); els cabussadors, valors un xic més baixos (de 14,0 a 14,6);
perd tots dos grups, valors més alts que els gaHiformes. A més, si orde-
nem les espeécies de cada grup d’acord amb la quantitat d’hemoglobina,
apareix que hi ha una relacié entre I’hemoglobina i les dimensions de
I'animal. Les espécies més petites en tindrien una quantitat major. La
«t» de Student déna diferéncies significatives entre voladors i cabussadors
(t =6,8; ¢ =o0,0005). Hi ha diferéncies significatives entre voladors i
gaHiformes (t = 1,901; ¢ = 0,05), i no apareix significacié entre cabus-
sadors i gaHiformes.

El nombre d’eritrocits és un xic més alt en els voladors-cabussadors
que en els galiformes. També per aquest parimetre, si ordenem les es-
pecies d’acord amb els valors, apareix una relacié amb les dimensions de
I'animal. Les espécies de menor dimensié corporal tenen la concentracié
d’eritrocits més alta. El colom és el que en té el valor més alt (3,74 x 10°),
amb forca diferéncia de la resta.

L’hematocrit és més alt en els voladors i cabussadors que en els gal-
liformes, perod els valors estan sobreposats, i no és possible de diferenciar
dos grups separats. Com s’esdevenia amb la concentracié d’hemoglobina
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i el nombre d’eritrocits, també aqui el colom té el valor més alt (50,2)
amb una acusada diferéncia.

La velocitat de sedimentacié és molt igual entre totes les espeécies
estudiades.

Excepte en el mascarell, la quantitat de proteines plasmatiques és més
baixa en els voladors i cabussadors que no pas en els gaHiformes. En
Aythia, Pelecanus i Columba els valors oscillaren entre 1.487 i 2.657 mg %,
En les altres, de 3.061 a 3.98 mg9,. La mitjana de les sis espécies de
galiformes fou de 4.260 mg 9,. Hom no pot separar grups, puix que
els valors se sobreposen. No hi veiem relaci6 amb la dimensi6é corporal.

Els valors d’'urea mostren diferéncias petites entre els ocells consi-
derats.

La glucosa i els glucids totals del plasma estan sempre a nivells molt
més alts que els dels mamifers i els altres vertebrats. No s’hi poden dife-
renciar grups, i les variacions que apareixen cntre els animals s6n d’in-
terpretacié dificil en termes dc requeriments energétics per a volar i ne-
dar, puix que tenen dietes alimentaries i aports glucidics molt diferents.

Els ions plasmatics sé6n molt constants cntre totes les espécies.

Les fraccions de les proteines plasmatiques i llurs perfils corresponents
s6n valors poc susceptibles de comparaci6. Més aviat s6n propis i iden-
tificatius de cada espécie.

Les dades trobades es corresponen amb les publicades per diversos
autors, i recollides en llibres especialitzats, com ALTMAN!, MARSHALL’,
STURKIE® o en d’altres publicacions®*° Perd hem trobat molt poques
dades respecte a les espécies aqui estudiades, i encara obtingudes aplicant
metodes d’analisi molt diferents, amb una amplia dispersié entre els valors
trobats.

Finalment, i en resum, sembla quc hi ha diferéncies significatives en
acid lactic, nombre d’eritrocits, hematocrit i quantitat d’hemoglobina en-
tre voladors, cabussadors i d’altres tipus d’ocells com és ara els gaHiformes;
diferéncies degudes potser a les adaptacions per a la progressié subaqua-
tica o per a llargues volades.

En d’altres parametres les diferéncies no sén tan clares o no existeixen
en absolut. D’altra part, les diferéncies abans esmentades sén més petites
que algunes estimacions fetes considerant només el colom com a gran
volador %, ja que el colom, entre els grans voladors estd situat en un ex-
trem dels valors, a causa probablement del fet que les dimensions corporals
influeixen ensems sobre els parametres plasmatics i sanguinis.

Hem d’acabar dient que el proposit d’establir que els requeriments
metabolics per al vol (o les adaptacions per a la immersi6) es posen de
manifest a nivell hematologic descriptiu, potser perd una mica de forga
per la relativa uniformitat que hi ha entre tots els ocells estudiats (cosa
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explicable en homeoterms amb acusada homeostasi); pero creiem que les
dades obtingudes sén interessants. Es possible que els mecanismes que co
breixen les diferéncies d’exigéncia metabolica i d’estalvi d’oxigen que
sens dubte hi ha, es puguin posar de manifest amb técniques més elabo-
rades. I pot ésser per a nosaltres una linia de treball.

Actualment, i amb l'intent de veure si un mosaic més ample de da-
des ens ofereix més possibilitats d’elaboracions fisiologiques o filogeneti-
ques, continuem investigant d’altres ordres d’ocells; concretament estu-
diem un grup de falconiformes, incloent-hi menjadors de carronya, com
¢és ara condors i voltors de diverses espécies, i menjadors de carn-cagadors
com ara aguiles, milans, falcons, etc.
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AVALUACIO DE LA SUTURA EVERTIDA
PER A LA CISTORRAFIA

per J. FERRE i F. AGUILO

Darrerament han estat presentats alguns treballs experimentals i cli-
nics proposant per a la cistorrafia la practica d’anastomosi intestinal amb
eversi6 de la mucosa. Aquesta técnica va contra els conceptes uniforme-
ment admesos per tots els cirurgians, i hi ha opinions diferents en la va-
loracié dels avantatges.

Nosaltres hem volgut valorar experimentalment la possible aplicacié
d’aquesta técnica a les sutures de paret vesical.

MATERIAL

Han estat emprats 8 gossos: 4 mascles i 4 femelles, de pesos variables
entre 10 i 12 quilograms, i un de 26.

Un d’aquestes animals havia estat ja operat g3 dies abans de I'experi-
ment. Hom li havia fet una doble resecci6 intestinal amb anastomosi entre
els dos extrems lliures. Seguf un periode postoperatori normal, i hom el
considera adequat per a la cistorrafia.

METODE

Els animals foren anestesiats segons la pauta que habitualment seguim,
amb pentobarbital (25 mg/quilo) endovends i eéter per intubacié endo-
traqueal.

Laparotomia mitjana baixa. Cistotomia mitjana longitudinal, en una
extensi6 aproximadament a 2/3 de la longitud de la bufeta. Aquesta
mida fou molt variable, i depengué de l'estat de contraccié vesical. Su-
tura de la incisi6 a punts separats en U amb seda oo i agulla recta
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atraumatica. Els punts foren donats ben proxims, deixant no més de
2-3 mm entre un punt i el segiient.

Sutura de paret per plans amb catgut i pell amb lli. Durant la in-
tervenci6 hom els administra Ringer en gota a gota endovenés. No els
foren deixades sondes ni drenatges. En el periode postoperatori no els fo-
ren administrats antibiotics. L’endema els animals menjaven normalment.

Hom controla els animals fins a la mort, seguida d’autopsia, i els su-
pervivents foren mantinguts en observacié.

Com a controls, serveixen el gran nombre de sutures vesicals fetes
al nostre Laboratori, pel métode classic de la sutura invaginant amb dos
plans de catgut i que ens ha donat uns resultats exceHents, sense sondes
ni drenatges; podem valorar la proporcié de complicacions tingudes amb
aquest metode, com inferior a un 5 %.

RESULTATS

5 dels 8 gossos han mort als 3, 4, 6, 7 i 11 dies postoperatoris.

A lautopsia trobarem en 4 una peritonitis aguda amb liquid sero-
purulent d’aspecte urinés a la cavitat abdominal. Un altre tenia un
extens abscés de paret abdominal.

La resta s6n tres animals amb supervivéncies de 42, 44 i 58 dies. Aquest
darrer fou reoperat per a fer una cistectomia parcial ressecant la linia
de sutura.

CONCLUSIONS

En les condicions experimentals dels treballs portats a terme, ha re-
sultat una mortalitat molt elevada després de la cistorrafia amb eversié
mucosa. Histologicament ha estat comprovada l'abséncia d’unié entre les
superficies mucoses al cap de 7 i 11 dies de la intervencié.

Els resultats uniformement satisfactoris de la cistorrafia classica, in-
vertint la mucosa en suturar, fan que desaconsellem formalment la su-
tura evertida en cirurgia vesical.
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