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CAPITULO I

INTRODUCCION

El conocimiento de la existencia del ndclco o de
algune estructura o substancia que desempefie sus funcio-
nes en las célules de las bacterias ha sido y es adn ob-
jeto de discusiénpor parte de varios investigadores.

Sin cmbargo, en los trabajos més recicntes, parcce
haberse comprobvado definitivamente, al imenos en a2lgunas
especics, la presencia dc un ndicleo cuyas caractceristicas
concuerdan, cn mayor o menor grado, con las del nidcleo
de las células de scres superiores.

En un trabajo publicado por un zutor eargentino,
Migucl L.Gratacos, se detalla, mediante una técnica muy
sencilla la forma de poner cn evidencia un corplsculo en
elinterior de las célulaes bacteriales, al cual el zutor
le atribuye naturaleza nuclear.

Tomando como punto de partida dicho trabejo se ini-
cibé el presente estudio en el cualnos proponemos averiguar,
hastz donde sea posible, ¢l significado de la coloracidn
de Gratacos y traotar de establecer sus relaciones con la
substancia nuclear,

Con este fin se ha efectuado una revisaciébn del mé-
todo mencionado, gencralizando su aplicacibdn a diferentes
tipos de bacterias y en las distintas fases de su culti-
vo; se han hecho comparaciones con otras técnicas de tin-
cidén nuclear y tambien con otras células ¥y se han introduci-
do algunas vuriaciones en ¢l método.



Hemos incluido, adciés, un breve estudio de los con-
tenidos celulares en las bacterias, cl modo de diferen-~

ciarlos y les posibles combineciones con la técnica de
Gratacose.




CAPITULO _II

REVISIOF BIBLIOGRAFICA- ANTECELENTES Y EXAMEIN

CRITICO DE ILOS CONOCIMIENTOS LCTU.LLES.

Indudablcnente, el concepto de la naturaleza no di-
ferenciada de la célula bacterial,ha sido znulado frente
2 los estudios que cevidencian le prescncia de difercntes
contenidos y de¢ otres estructuras cuyas cerscteristicac ¢
muestran su naturaleza nuclear.

Si bien es cierto que noley acuerdo, cntre los di-
versos investigadores que tratan el tema, en cuanto a la
forma en cédmo se presente ¢l nlcleo bacterisl, su cxisten-
cia cstd sostcnida por las mds interesantes teorias, des—
de la que suoone elndclco difuso en la célula hagsta la
que descubre en ella estructuras cromosdémicas definides.

Dada lz profusa biblicgrafia existcnie, tomarcmos dcl
trebajo de I.M. Lewis (1941) el resumen de las ocho teo-
rias oHrincipales en las quc¢ sc agrupan los cstudios sobre
elproblema nuclear de las bacterias:

1) La bacteria no tiens ndcleo ni su cquivalente

2) La bacteriz tiene un cuerpo centralcromatinico

3) La bacteria es ndcleo desprovisto de citoplasma.

4) La bacteria tiene curerpos cromatinicos nucleares

esparcidos en el citoplasma.

5) La bacteriz tiene un ndcleo polimorfo, cuya forme

varia con la edad de la célula.

6) Ia bacterie tiene un nucleo formzdo por pequeriisi-.

mes particulas de crometina disperses uniformercn-



te en ¢l citoplasme.

7) Le bacteria tiene uno o més verdaderos nldclcos
vesiculares.

8) La bacteria tienc un " corddn dc gencs", desnu-
do cincrustado con crom=tina scmejznte 2 un dni-

CC CIoiosoma .

Todas estas teorias c.tén basadas en los resultados
obtenidosg, c¢n su mayoria, por técnicas de coloraciébn y
reaccionces wmicroguimicas, y sus interprctacicnes no siem-
prc han sido reales,ya que en muchos casos,posteriores es-
tudios han demostradoque cstructuras 2 las quc se atribufa
naeturaleza nuclear, corrcspondian a2 contenidos o meterial
de reserva de la célula.

Una de las reacciones microgquimicas més gceneralizada
enestos trabajos es la reaccidén de Feulgen,mediante la
cual se vone en evidencia la vpresencia del #cido desoxiri-
bonucleico, componente esencial del ndecleo, y que ha sido
utilizadae por :muchos investigadores.E stc test se basa en
la reaccidén de Schiff, es decir en la coloracidn violcta
caracteristica de los aldehidos que recoloran la fuesina
decolorada por el eanhidrido sulfuroso.Segun Feulgen y
Rosseinbeck, el &cido timonucleico, gomponenic esencial
de las nucleoproteinas, previa hidrélisis parcizl con &ci-
do clorhidrico, es disociado en fcido fosférico, gllcido
bases plricas y bases viimidinas; el agente activo es el
gldcido, que e¢s unz pentosa{desoxiribosa).

Emple ndo esta técnica se han obser -ado estructuras
definidas en ¢l interior de la célula bacterial, aunque con
ligeras discrepancias en cuanto a su forma y posicién.
TPanto Stille(1937) como Piekerski (1937) cncentraron un d-
nico cuerpo esférico, Feulgen positivo, cerca de cada extrc
mo de le cc¢lula y observeronque dichos cuerpos sc dividen
precediendo a la divisidén celular. Piekarski propuso el
nombre de¢ "nucleoides" para esas estructuras ya que tanto
ensu comporiamiento como en su composicidr julmica, son



semejantes a ndcleos.

Tanbién Neumann demostré gfanulos similares en cé-
lulas de froteus sp. Bscherichia coli, Bacillus sp. ¥y o=

tros, usando coloracién de Giemsa y la reaccién de Feul-
gen.

Sin embargo Knaysi(1938) duda de le especificidad
de esa reaccién y opina que su eficccia disminuye en la
célula bacterial y en las levaduras donde el £cido nu-
cleico estd presentc muy frecuentemecnte como material de
reserve., E n un trabajo sobrc los contenidos celularecs y
las estructuras nuclegres de un estafilococo, cste autor
hace un detellado estudio de las técnicas de coloracidn
de volutina,grasas,glicégeno, idgeno y cromztina, asi co-
mo también de los solventes y reactivos nccesarios para
reconocerlos y diferenciarlos de la substancia nuclear cu-
ya presencia comprucba ( %naysi, 1942).El nidcleo asi demos-
trado aparece, en las células en reposo, como un Unico gré-
nulo esférico o escasamentec dipsoidal; las células cn cre-
cimiento activo presentan de 2 a 4 grinulos entre los cua-
les se encuentran algunos cuyas formas indican alargamiento
y divisién.

Otro trabajo quc aporta pruebes convincentes de la
existencia del nGcleo enlas bacterias es el de C.F. Robi. .-
‘now (1942,1944, 1936 )cuyas conclusiones coinciden con
las de.Badian y Piekarski. Su método, gue es una modifi-
cacién delmétodo de coloracidén con Giemsa utilizado por
Tiekarski,consiste c¢n tratar los nrcparados de células
veretativas y de esporas con £ecido clorhidrico N a 602C
y luego tefiirlos con solucidn Giemsa. Esta técnica revela
estructuras en forma de "dumbbell" (1) gque aparecen en dis-
tintos estados de divisibén.E studiando su evolucidn en el
desarrollo de la célula llega a la conclusidén de que esos
cuerpos cromatinicos, Feulgen positivos, cn forma de "dum-
bbell" que aparecen generalilente de a par en las células
EI]{ﬁor ser " duphbell! jun término muy generalizado en

o literatura correspondicente Y por razones de comodidad

"1
lo henos adoptedo en nuestras descripciones.Su significa-
do es:paXmueta de gimnasia.



vegetativas, son comparables a los cromosomas de las cé-
lulas superiores.

Confirimendo ectas conclusiones, los cuerpos croma-
t{nicos han sido denostrados por Lewis (1942), Kliencber-
ger-"obel(1947) Bisset(1948) Flewett(1948) y otros.

Vendrely(1945) explica porqué ¢l ndcleo se hace vi-
sible despucs de ser hidrolizedas las células: cn el tre-
tamicnto con Jcido clorhidrico, los &cidos ribonuclcicos
son eliminedos de la célula,y el citoplasma, inicialmentc
basbéfilo pierdec csc carécter y se vuclve poco coloreablc
por el Giemsa; los fcidos desoxiribonucleicos, mucho mas
resistent s, conscrvan sus propiedades tintoriales y apa-
recencomo estructuras definidas.

Boivin y colaborcdores nan utilizado un criterio muy
interesantc pars la dewnostracidén del ndcleo en las bacte-
rias quc consiste c¢n le aplicacidn de enzimes. Particndo
de la base de gue en las bacterias cldcido ribonucleico
estf{ localizado en el citoplasma y el desoxiribonucleico
en ¢l ndcleo, y que el primero dificulta la observacién
de las estructures nucleeres, Tulasne y Vendrely(l947,a,b;
1948) han emplcado un método que consiste en tratar las
células con ribonucleasa; utilizando lucgo una coloraciédn
adecuada, hanobservado un cuerpo cromofilico que presenta
distintos aspectos dc constriceidén y divisidén y que iden-~
tifican con el nlcleo.®l tratamiento con desoxiribonuclea-
sa a2 continuacién de la ribonucleasa, elimina también esos
grénulos nuclcares.

No menos interesantes y demostratives son las investi-
gacioncs de Xneysi y Mudd(1943) sobre la estructura inter-
ne de las bactcrias reveizda por ¢l microscopio electréni-
co,Bn dlas se llega a la conclusidn de quc el material
nuclear se presente en difercntes estados en las diferen-
tcs bacterias y que varia tambicn en el curso del desarro-
llo de lz cflule. Lsi, en células jbévencs, en crecimiento
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ectivo, los gfenulos aparccen reducidos en teuafio ¥y en al-
gunas células no fueron visibles; tembiln notaron unaumen-
to en la opecided del citoplasina, cuye cexplicacidn la en-

cuentran .en la disolucidn parcial del metcrial que forma

los granulos durante ¢l crecimiento activo de la célula.

En un trebajo posterior Kneysi y Baker(l947) hicieron
gceroinar csporas de_Bacillus mycoides en un medio sin mi-

trdézeno y sin fosfato.En esas condiciones, durante el cre-
cimionto , de consume clicide ribonucleico citoplasmitico

(Knaysi, 1948 a) y observadas con ¢l microscopio electréd-

nico, se¢ evidencian cuerpos opacos que han sidointerpreta-
dos como nfcleos. Esos ndclcos son, al principio, polerecs,
nero nosteriormente pueden ocupar otras posiciones.

Hillier, Knaysi, y Boker(1948) han perfeccionado la
técnica pare la properacidn y observecidn de las células
en ¢l nicroscopio clecectrénico.Consiste en hacer creccr las
bacterias enuna delgada pelicula de colodidn adherida al
ncdio nutritivo sdlido o liquido, lo que disminuye al mi-
nino las alteraciones en las células.

En un reciente trabajo, Hillier, Mudd y Smith (1949)

exenincron la estructura interne de células de Escherichia

coli con ¢l nicroscopio clcetrdénico, cnpleando téenices
mejoradas que ri:velaron las cstructuras internes de la cé-
lule bacteriel con wés detzlle.

Muchos sonlos trabzjos que vodrian aln citarse y cuyas
conclusiones coinciden, en mayor o ienor grado, con los
trebajos capuestos, en cuanto a la forme, nimero y dispo-
sicidn ¢ec las cstructuras cromatinicas en las bacterias y
su difcrenciecidén de otros contenidos cclulares. Por ello
nos limitere:ios a anotarlos en elindice bibliogréfico,evi-
tando asi prolongar excesivamnente este capitulo.

Y pare finalizar nos gueda por considerar cl trabajo
gue orizind esta tesis. Su autor, Miguel L.Gratacos(1942)
besAdose ¢n e dificult. d que representa ¢l cctoplasma



para la tincién intracclular, utiliza el licor de Schweit
zer, seguido por una sencills coloracidn, para noner en
evidencia elndéeclco cn las bactcerias. En un trabajo simi-

ler( Mugeburu, 1945) utilizando otro disolvente de la ce-

lulosa y modificando la técnica, sc aseguran resultados
senejantes..

Analizando los distintos trabajos expuestos, se
decduce que la cxistcncia del nlcleco en las bacteriazs, csh
t4 zfirmeda por muy diversas técnicas. Sin cmbergo, cl
valor de las mismas en cuento a la demostracidn del ndcleo
se rcfiere, disminuye al considerdmselas aisladas. Lsi,
las técnicas de coloracidn con las cuales se dcmucstra
la presencia de grénulos baséfilos que sc tificn con los
colorantes nucleares, no aportan valor convincente, ya
que los grénulos de volutina presentan esas mismas carac-
teristicas, tanto, quc han sido tomados por nidcleos en al-
gunos trabajos.

Tampoco es posible afirmar la naturalezez nuclezr de
los comisculos presentes en algunas bacterias por cl hecho
dc dividirsc durante le multiplicacién cclular, ya que
‘gsa cs tambidn una propicdad de ciertos contenidos celu=-
larcs. En cuanto a las técnicas microquimicas utilizadas
(Feulgen) algunos autores dudan de su especificidad. tor
otra parte, las técnicas de colorzcibn on general, requie-—
ren un tretamiento demasiado enérgico pera la delicadeze
de la céiula bacterial ¥ podrian evidencicr cstructuras
inexistentes como tales.

Las técnicas hasta ahora desarrolladas con el micros-
copio electrdénico tampoco permiten, por s{ solas, ascgu-
rar la naturaleza nuclcar de las estructuras revelades.

Hay quc tcner en cuente, también, quc los resultados
obtcnidos con una misma tZcnica varian con las distintes
bacterias y aln con la edad de una misma bacteriz, lo que



impide definir y gencralizar el concepto de ndcleo en
la célula bacterial.Por otra parte, falta un criterio sec-
guro para la definicién de dicho concepto( Kmaysi,1938)

Por lo tunto, sb6lo un cstudio comperativo de las
técnicas de coloracidn y las del microscopio electréni-
co pucden der rcsultados reales en ecstc tan discutido te- |
na y, cn esc sentido, cabe secfizclar el vrolajo y detallado
trebajo de Knaysi y colaboradores que han logrado aportar
en los Ultimos afios, veliosos resultados en cl cazmpo de la
citologia bacterial.

Refiriéndonos ahora al trabajo de Gratacos(1942),
dircaos que siendo un verdadero hallagzgo en lo que a téc-
nicas de coloracidén se reficere, es dec lamcntar que su au-
tor no haya dedo @ conoccer las hipdtesis en quc basa su a-
firmacidn acerca de la naturaleza nuclesr de los corpdsau-

los tefiibles.

Es nuestro intento, como ya hemos dicho, cstudier cl
comportamiento de esos corplsaulos frente a los distintos
tratamientos y dilucider, zunque sb6lo sea cn parte, su na.-
turaleza.
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CAPITULO III

MATERIAL Y ME TODQOS

Con el fin de estudiar ¢l comportamiento de los
distintos tipos dc bacterias que pudicran prescntar varia-
cioncs con cl método de colorzcidn usado, se trabajd con
bacterias Gram positives, Gram ncgativas, esporuladas y no
esporuladas,.

Las ccpzs utilizadas son de distinta procedcncias
cnsu mayoria pertenccen 2l material de enscfianza de la cé-
tcdre de “icrobiologia de la Facultad de Ciencias Exactas,
Fi{sicas y Naturales; otras han sido tomadas de la coleccién
delInstituto de Microbiologfa Agricole del Ministerio de
Agriculturec y unas pocas han sido aisladas en el laborato-
rio de tesis.

La lista dc las cepas es la siguicnte:

Bacillus cereus

Bacillus cereus var. mycoides

Bacillus subtilis

Bacillus sphaericus var. fusiformis

Bacillus laterosporus

Bacillus inacerans
Bacillus polynyxa

Bacillus megatherium

Escherichia coli

Micrococcus pyogenes var. aurecus

hLcetobacter xylinum
Klebsiella pneumonicze

Pscudononas aeruginosa
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Protcus vulgaris

Lactobacillus casei )

Lectobacillus dclbrucckii

Clostridium butymicum

Un streptococcus de la boca

Un lectobacillus sp. aislado de maiz cn fermenta-

cidén a 502 C.

Todos estos cultivos fucron mentenidos en agar extrac-
to de carne, salvo lactobacillus, iLcetobacter y Clostridiua

gque fucron ircpicados en agar agua de lcvadura los dos
primeros y cn mecdio hizedo-harina dc meiz el scgundo.
La tcmpcratura de incubacibn fué la mds adccuada a
cada bactciia.
Con fincs comparativos se utilizaron teabién las si.-
guientes cepas de hongos:
Saccharonyces cerevisiac

Schizosaccharomyces pombe
Mycoderne vini

Oospore lactis

Rhizopus nigricans

Mucor sp.
Aspergillus sp.

Penicillium sp

En alsunos casos se trabajd con células desprendides
del cpitelio bucal, glbébulos blancos, células cpidérmicas
de cetdfilas de Allium cepa y cblulas de reicilles de

Allium sat_vus.

A continuecidn se describen laes técnicas de colora-~
cibn c¢pleadas:
1) Técnica de Gratacos

Soluciones:
A) Reactivo de Schweitzer: a una solu-
cién dec sulfoto de cobre 2l 5 %, contenicndo tembién 5 % 4«
cloruro de anonio, agregar hidréxido dc sodio aproximadamcn-
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te 2l 10 % hasta roducir un zbundantic precipitedo celeste

de hidréxido cdprico. Scpararlo por filtracién o centrifu
gecién, lavarlo con cgua destilada, sccarlo entre papel d-
filtro y disolverlo cn poco amoniaco.

Técnica:

1)
2)

3)

4)

5)
6)
7)

. 8)

B) Azul de metilcno de Menson:
Azul de netileno _ 2 8r.
Borax _ 5 8r
hgua destilada 100 c.c.

C) Fucsina bdsica al 0.5 %

Extcnder el preparado en ¢l porta-objeto.

Fijar por calor, sublimrdo dc fcido aclético o
alcoholjlevar y scecar.

Cubrir el preparado con cl reactivo de Schweitzer
y dejer actuar durante 10 minutos. Evitar la e-
veporacidn para que nosc formen precipitados.

Laver con abundante agua. Si hubicra precipitadc

lavar con anoniaco.luego, lavar con agua.
Cubrir con azul dec metileno de Manson, un minudo
Lavar con egua.

Cubrir con fucsinea b&sica 1 minuto.

Lavar y secara

2)Técnica dc Robinew

1) rijar el preparado con acido osmico: en un cu-

breobjcto sc coloce la suspensidn dc bactcrias y
sin scear sc¢ la somecte 2 le zccidn de una at=dc .
fera concentrada dcadido dsmico, que se consiguu
de le siguicntc mencra<s cn una caja de vidrio cu--
bicrte, dc aproxinadamnentc 2.5 cm de profundidad,
sc ponen 4-5 nl. de tetrdxido de osmio 21 2 % ¥y
se agregan pcerlas de vidrio en cantidad suficien:
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te para quc, al colocar cl cubreobjeto con la
suspensidn hacia arriba, quedc sobre ¢l nivel do
1fquido. E1l ticmpo dc fijacidn es veriable segi:
¢l material emplecado, pero oscile entre 3-5 ninw
tos.

2) Secar &l aire

3) Sumergir ¢l precparado en solucidn normel de &idc
clorhidrico a 602 C durante 7 minutos

4) Iaver répidenente

5) Sumergir en solucién buffer diluida( Soerensen
M/2290) de pH 6.9~ 7.0 que contenga una gote por
ml. dc colorente de Giemsa. Dejar una hora e tem-
nerature embiente o bien media hore a 372 C.

6) Les preparaciones son luego diferencicdas con 1la
siguicnte seric de mezclas dc acetona y xilols
20:1 { 2 ~4 segundos), 14:6(10 segundos) y 6:14
( 10 segundos) y examinadas en xilol.Ia difercn.
cizcidn se continde haste que los cuerpos crom:-
ticos eparezcan nitidos.

Le. técnice empleeda por nosotros para la fijacidn fuc
le siguicnte: lz solucidén de tetréxido de osmio 2l 2 % fuc
colocada en un frasco pcquefio de boca anche.

Ia suswvensidén sin secar, hecha sobrec un porta-objeto
o sobre un cubre-objeto fué pueste invertida sobre la boc:
del fresco, de tal modo que la gota con la suspcnsién rcci.
bier~ directamente los vepores de 4decido dsmico.

Dié buenos resultados, también, meczeler una gota de 1z
solucidn d¢ tevrrbdxido de osmio con la suspensién héneda de
bacterias, sobrc cl mismo porta, dejsndola lucgo seccar al
cire. El restc de la técnica se¢ siguid como cn la original.
suprimiéndose la difcrenciacidn.

3) écnica de Feulgen:

1} Fijar el prcparado por vapores de dcido §smico
{ 20 minutos) o por sublinado de alcohol.
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2) Hidrolizar, sumergiendo el preparado, prime-
ro en frio en solucién normal de HC1l, duran-
te 1 minuto; luego en soluc. normal de HCl =
602 C durznte 4-15 minutos. Lavar rdpidamen-
te en [Cl normal frio.

3) Lavar en agua destilada; ligeramcnte.

4) Sumergir el vreparzdo cn <l reactivo de Feul-

gem durante 2 horas como minimo.

5 Levar con la solucion aiifurosa siguiente:

Agua 20C z.c.
Bisulfito dc sodio al 30 % __ 19D c.c.
gcido clorhidrico normal 10 c.ca
6) Lavar con agua.

E1l reactivo dc¢ Feulgen sc¢ prepere de la siguicnte mane-
ra: disuélvase 0.5 gr. de fucsina tés -2 ( diamant fuchsin
Gribler) vertiendo sobre ella 100 c.c. dec agua destilada en
ebudlicién y agitendo bien. Enfricsc a 50:C y filtrese.i-
gréguese 10 c.c. dc HC1 normal a2l filtrecdo y después 0.5 gr.
de K55503 ( o NaHSO3) agitesc muy bvicn csta solucidn y cold-
quese en la obscuridad en un fresco bien tapado por 12 a 18
horas. En cste ticmpo la solucidn debe habersce decolorado y
debe aparecer sin color, lo guc ¢s »referible, o color paja

juerdar clireactivo cn la obscuridsd. Si toi ire,  rojo o
G dar cact 1 bscuridad toma timke, rojo

rosa, sc ha vuclto inutiiizable.

4) Técnica de Newton:

‘Solucioncs:

AsSol.acuosa do cristal wviolete

al 1 %
Bs * ___ 1 %
x___ 1 %

alcohol 80% a 100 c.c.
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1) Fijar ¢l preperado a la llama

2) Tefiir con sol.h durantc 3-10 minutos

3) Lavar con agua destileda

4) Tratar con solucién B durante 15-50 scgun-
dos

5) Lavar con alcohol absoluto.

5) Técnica de la nematoxilina férrica de Heidenheim

Soluciones:
4) Picro-formol de Bouin:

Formol comercial _ 1 parte en volu-~
men

sgua destilada 3 partes en vo-
lumen

fecido picrico a saturacién

En el momento dc su einpleo se le agrega
5 % de £cido acltico cristalizable-

B) Mordicnte: solucidn acuosa al 4 % dc
alumbre férrico (sulfato ambénico-férrico).Al preparar csta
solucién hay quc tener cuidado de seleccionar los cristales
de color violcta puro.

C jSolucién acuosa 2l 0.5 % de hemato-
xilina.Esta solucidn sc prepara mejor disolvicndo los cris-
talcs dc hematoxilina primero,en una pequciia cantidad de
alcohol 95 %.

1)Fijar en solucidn 4 por ticmpo variable
segin el matcerial.Nosotros fijamos por 20
minutos los prceparados ¢n porta objectos y
por 12-24 horas cuando se fijé cn bloque el
nedio de cultivo. Para detalles nuclecares
las levaduras se sienabran en medio sélido
(zanahoriza, por ej.) y una vez desarrolla-
do ge fija en bloque ¢l .1edio de cultivo



para evitar alteracién cn las cllules.En

cl fijador de Bouin se dcja 24 horas.3Sc pa-

sa por elcohol 70 % y lucgo sc¢ hacc ¢l fro .
tis;se deja sccar y sc lo suncrge en alcokol
70 % durantc 24 horas.

2) 3umergir ¢l matcrial en la solucién B por

un periodo de tierpo que oscila desde uedia

hora hasta 24 horas; este Gltimo tiempo ha

sido el més generalmente usado por nosotros.
3) Lavar bien con agua

4)Sumergir en la solucidn de hematoxilina don-
de se deja el mismo ticapr que ¢l mordicntce.

5) Difcrenciar en el :ordientc dilufdo (2%) con.
trolando bajo el microscopio.

6) Técnica de la hcmatoxilina férrica modificada
por Tuany

Soluciones:
A) Liquido dec Navashin:
a)er0y ___ 1.5 gr.

Ac.acético glacial __ 10 nl.
Agvua destilada 90 ml.
b)Formalina ___40ml

Agua destilada ___ 60

En c¢l moncnto de usar, mezclar a y b
B) Y0l. de sulfato amédnico-férrico al 2%
C) Sol. de hematoxilina 2l 0.5 %
D) Sol. acuosa saturada de 4c. picrico.

1) Susergir el material cn el liquido de
Navashin durante 20 minutos aproxincdaricn-
te

2) Lavar cn agua corrientc durante 20 minutos.



3) Suwncrgir en sulfato aménico~-férrico durante
20 minutos

4) Lavar en agua corricntc durantc 6-10 minutos
lucgo lavar con agua destilada.

5) Teifiir con hematoxilina durante 20 minutos.

6) Lavar con agua.

7) Difcrenciar en solucibn acuosa saturada de
ac. picrico, controlando bajo el microscopio.

8) Izvar en agua corricnte durantc 30 minutos.

7) Técnices pera la tincidén dc inclusiones:

I) Vclutina: tcfiir los preparados fijados a la
llama, con azul de¢ mctileno y solueidén de Lugol, que cnne-
grece los cucrpos de volutina.

En levaduras puede también usarse la tincidn

vital, emplcando sol. de rojo ncutro al 0.001 o 0.005 %,
o bien sol. dc az ul de¢ metileno.

Un nétcdo aconscjado por Knaysi para la tincién

de volutina cn lPacterias ces el siguicntes_, |
Fijer el prcpara-

do a la llama, y wefiirlo con azul de metileno dc Meyer( 1
ml. de sol. alcohdlica saturada dec azul dc metilcno en 10
ml. Ge agua), por dos minutos. E scurrir cl colorante y su-
mergirlo durante 3 minuvtos cn sol. acuosa dc azul dc neti-
lenc al 1 % contenicendo 1 ¢ 2 % de dcido acético(para cul-
tivos meduros o vicjos 1 % dc fc. acético; wara cultivos on
crecinicente activo., 2 %)

El porta sc lave lucgo con agua corrientc, se seca
y exanina,’

II) Gluclgeno: puede tefiirse con Iugol fucrtc;
los grénulos toman color narrdn rojizo sobre citoplasnme a-

martllento.
III)Iégenos se tifie de color azul con I
IV) Cucrpes grasos
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Solucioness:
4 ) Lugol diluido de 3-5 veces
B) Fucsina bédsica al 0.1 %
‘Suspender las bacterias cn escasa cantidad de

sol.A. Dcjar 5 minutos y luego agreggr unes jotas de fuc-
sina bisica. Observar entre porta y cubrec.




CAPITULO IV

_RESULTADOS EXPERIMENTALES

De acuerdo con lo expuesto en la introduccidn se tra-
z8§ el siguicnte plen de trabajo:

1} Aplicacién de la técnica de Gratacos a bac-
terias Gram positives y Gram negativas, esporuladas y no
csporuladas

2) Estudio de la variacién del corpdsculo tefii-
ble en los distintos ticmpos de la curva dc¢ creccimiento de 1
la bacteria.

3) Comparacibn con otros :iétodos de coloracién,
en especial con agucllos utilizados para la tincién de subs-
tancia. nuclear.

4) Variazntces del método de Gratacos.Ensayos con
diferentes rcactivos y colorantes.

5) Investigacién de contcenidos celulares.Tincidn
y tratamicnto con disolventes de volutina, glicdgeno y gra-
sa.Conparaciédn con la técnica cn estudio.

6) Ensayos con disolventes de las substancias

s
: 100 v . . N
crométln*e‘q’00m01n3016n con la técnica dc¢ Gratacos. Con-

paracidén de resultzados.

A continuacién sc dctalla el trabajo experimental y
los resultados ottenidos cerrcspondicntes a cada uno de
los tépicos enumecrados.



1.~ Avlicacién de la técnica de Gratacos a

bacterias Gran positivas y Gram negativas

esporuladas y no esporuladas.-

De zcuerdo con la cxplicacidén dada en ¢l apitulo an-
terior; se apliicé el nétodo de Gratacos a una varicdad de
Yaeterias, asi cono también a otras células, con el fin dc
esteblucer comparaciones quec pudieran ser dUtiles en la in-
rpresacidn de cesta coloracidn.Los tiempos de tratamicento

ctk
O

cada rcactivo han sido, por 1o gencral, los estable-
0os cn la técnica; sin cmbargo, en alsunos casos, fué ne-

oo
o.

on
i
csario variarles, de acuerdo con las -propicdades tintoria-

= o

25 dicmeterial utilizado.

! .
Ir 1z gen mayoria de las bacterias tratadas por cstc

ni%0du, sc¢ ooscrvé un corpasculo Gnico, esférico o alarga-

do, central y de color violeta muy obscuro gue se¢ destaca
nitido sobre ¢l fondo rojo del resto del citoplasma.(Fg 0
#n las bacterias esporuladas el tamafio del corpdsculo

es Lizerameantec meyor que cn las no esporuladas.-—

By cuanto a las bacterias Gram positivas y Gram nega-

(—n‘

fv=g, no aemnos observado difercncias notablcs enla colora-
« 7
2ion

[

3

Con fincs conparatives se anlicd el mismo método a
otvras células comno se detalla a continuacidns
Honcoss sisviendo la misma téenica que la empleada en

las bacteriazs, ¢n levaduras se han coloreado células de

Saccharxonyces cercvisiae,Mycoderma vini y Schizosaccharo-~
nyces pomb: .

n Saccharomyces cersvisiae la coloracidn se prescnta

ean - A

poco nitidz, no aparecicndo los corpisculos bicn definidose.
Parcce ser quc cn el interior de la célula existe gran
cantidzd dc¢ -eterial teilible, que impide la diferenciacidn
de algune p051ble estructura.-

T Mycederma vini . en cambio, la aplicacién de la téc-

evidoncie la presencia de grénulos de difcrentes tama-
nor le zeneral esféricos y distribuidos en toda la cé-

phiget
O i
“Q
. D
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lula. Un aspcecto semejante presenta Schizosaccharomyces

pombe.

Se han utilizado también hifas jévenes de FPenicillium
sp., hspergillus sp. Mucor sp., Bhizopus nigricans y 0Oos-
pora lactis.-

La coloracibén de mohos se hizo en la siguicente forma:
cn las cspecies gque forman micelio aéreo abundante, se to-
né une porcidén del mismo y se la fué sumcrgicndo en las so-
luciones corresvondicates, puestas en pcquelios recipicn-
tes dec vidrio. En los mohos que no forman micelio aéreo a-
bundante o para obscrver esporas en gerninaciébn, la técni-
ca sezuida fué le siguiontef sc sembré cl hongo cen caga de
Petri con un wncdio favorable, y una vez alcanzado cl desa-
rrollo adecuado, sc¢ procedid a efectuar la coloracibén en la
nisma caja, vertiendo cn clla las sucesivas solucioncs. Ei-
ta ticnica resulia sencilla y evita el incémodo manipulco de
las hifas que no sblo las dafia sino que, cn muchos casos, sec

picrdce parte del material cn los sucesivos pasajes por las
soluciones. Ya que con este procedimiento ¢s necesario una
nayor cantidad de cada solucién, puede hacerse una colora-
cibn simultdnea senbrando, cn una nmisma caja dividida cn
sectores, varios hongos. Una vez efectuado el Ultimo lava-
do, sc hace un rnreparado con cada unaterial c¢cntre porta y cu-
brec.

En el miceclio dc Penicillium sp Aspcrgillus sp., Rhi-

zopus sp y_Mucor sp. aparecen gran cantidad de contenidos
= ———— r'4
entre los que se destacan alzunos corpusculos de forma de-

finida, estcéricos o alargados, distribuiuos cn forme irre-
gular. En otros casos los filamcntos aparecen tefiidos uni-
formementz. En las esporas sec observan corpdsculos de distin
to tamafio distribuidos en su intcrior.

En Qospora lactis, en cambio, la colorecidén se prescn-

ta, en los filamentos jévenes, como cormdsculos de muy diver
so tamafio y de borde muy neto que se destacan nitidos sobre
el citoplesma rojo.En los oidios sc tifien numerosos grénu-
los pequctios. (Fig 4, €
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En espores en zerminacidén dec Rhizopus nigricans se

han observado corpisculos més o mcnos csféicos, en gran
cantidad, distribuidos irrcgularmentec cn el interior del
cuerpo de la espora y en el tubo germinativo.

Otras célulass se colorearon células de catdfilas de
Allium cepa y de reicillas de Allium sativus. Le técnica

empleada ful la siguiente: utilizando una lancecta y una pia-
za, se separaron capas de células cpidérmicas e introducidn-
dolas en pcquecifios tubos de vidrio, con ambos cxtrcizos cu-
biertos por gasa, fucron sumcrgidas c¢n las distintas solu-~
ciones Luego se las observa cntre porta y cubre.

Bn estas células fué nccesario disininuir 21 ticmno de
tratamicnto con cl licor de Schweitzer, dado quc se destru-
yen nuy fécilmente las parcdces celulares, Con todo, las co-
loraciones rcsultantes no fucron setisfactorias, debico a
que ¢l material se tifie muy intensancnte.

Se hicicron, adcds, observacioncs en células despren-—
didas del epiteclio bucal y en lcucocitos dc sangre humanea,
coloreados con Gratacos.

En las primcras el material obtenido del epitelio bu-~
cal se extendid sobre un porta objeto y se siguié la +técni-
ca corricnte. Es de hacer notar que sin licor de Schweitzer
la coloracidn es scmejante.

En los leucocitos, la coloracidén se hizo con frotis
de sangre hcchos en igual forme que para observaciones cli-
nicas. Se evitd en este caso, como es 1légico, la fijaecidn
por calor y se acorté el tiempo de tratamiento con el licor
de Scaweitz:-r.

Tanto en células cpiteliales como en los leucocitos
se constatd la coloracidén de Gratacos,:‘si bien et los dl-
timos resultd algo més difficil la observacién, debido a la
desintegracidn de la mayor varte de las células.
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Dc estas obscrvaciones podeaos deducir que en todas
las bacterias cnsayadas se ha denostrado, mediantce la téc-
nica dc¢ Gratacos, la presencia de un corpdsculo cuya forma,
y posicidn podrian corresponder a un ndcleo. Sin embargo,
en las levadures y en dlos nohos ensayados, las coloracio-
ncs cvidencian la presencia de un contenido no nuclear cu=-
yas czractcr{sticas varfan con el meterial de que se tratc.
No obstantc es interesantec hacer notar que en otras células
nuciecadas ( cél. epiteliales, lecucociios) la técnica de Gra-
tacos revela un ndcleo sin alteraciones visibles de forma,

tanafio y posicidn.
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2.- Estudio de la variacién del corpisculo

Sefiible en los distintos tieipos de la
curva de crccimiento de la bacteria

adplicando el método de Gratacos.-

Ante la inposibilidad de cfectuar cstas observacio-
nes en todas las bactcries ensayadas, se eligid Bacillus
cercus var. myccides por presentar algunas condiciones ven
tajosasé tamafio convenicnte de la célvla, desarrollo répi-

do y nitidez invariable en la coloracién.

La técnica scguida fué la siguiente: de un cultivo
viejo de Bacillus cereus var mycoides hecho c¢n a2gar nutri’ -

tivo standard, sc senbrd una cstria del mismo medio y se
incubbé a 372 C. Se nicicron frotis a los 5, 15, 30, 60,90
minutos y a las 12 y 24 horas de edad, ticmpos que fueron e-
legidos por scr cn ellos donde se presentan las caracteris:
ticas mds intcresantes cn la cevolucidn dcl corpisculo.

Los frotis fueron hechos en cubreobjetos y luego mon-
tados con bdlsamo de Canadd.Para poder cfectuar la colora-
cién simulténea de todos los frotis y cvitar as{ las posi=-
bles variacioncs involuntarias en la técnica, se adoptd,
por sugcrencia del Sr. R. Carlisle, un soporte que consis
te en lo siguiente: cn un tapén de goma sostenido cn su par-
tc central por una verilla dc¢ vidrio, se¢ hacen, alrededor
del nmismo, 2 o 3 incisiones paralelas, de aproximadanente
medio centimetre de profundidad, de tal modo que, separan-
do escasanmcnte los lebios de la incisidn ¢ introduciéndo cen
tre los mismos un cubrcobjeto, qucde ést- firmemente soste-
nido al ccrrarse el corte. De csta mencra pueden ubicarse,
en cada uno de los cortes, varios cubrese. Esto facilita nu-
cho la tarca, y2 quc los preparados pueden ser manipulados
simulténeanentc cn los distintos recipientes que contengan
las soluciones de coloracidn.-

Las observacioncs enotadas son las siguientesdﬁgﬂjﬁ
a) Bsporas( dc un cultivo vicjo): con la técnica de Grata-
cos las esporas avarccen incoloras; los escasos bacilos
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presentes es¢dn tefiidos uniformemente, sin difercncia-
cidén alguna, o bien presentan un corpdsculo muy pequefio
¢n su ianverior

b) 2 los 5 ninutos de incubacidn: aproximadamentc el 50 %
de las esvoras prescntan una coloracidn intensa rojo

violcta en cesi su totalided; solamente en los extremos
la colorecidn se atenfa. Bs coio si el corpdsculo cro-
mético, zhora visible, ocupara casi totalmcente la célu~
la, cuyo tafiafio ha aumentado lizeramentc. Hay adn un
gran ndmero de c¢sporas incoloras.

¢) 4 los 15 minutos dec incubzeidni el corpdsculo tefiible
presenta ahora visible forne esffrica, que se destaca
sobre el fondo rojizo del cuerpo de la célula.Quedan 29n
cscasas esporas incoloras.

d) 4 los 30 nminutos dc¢ incubacidn: cn 1lf{neas gcenereles pre-
scenta ¢l nismo aswveeto que la enterior, zunguce las célq—
las son de un tamailo lizceramncnte nmayor. No hay esporas in-

coloras.-

¢) . los 60 minutos de incubacidn;: las cflulas se prescn-
tan alergedas, asi como también 2l corpdsculo interior,
quc siguc ocupzndo le casi totalidad de la célula.

.. % 1z hora y media de incubacidn: el corpisculo aparece
ahora cn posicidn central, zlzrgado cn el mismo senti-
¢o del c¢je longitudinal de la bacteria que ya ha alcan--
zado su tamelio definitivo.Se presentan muy pocos basto-~
nes lu:rzos con dos coradsculos c¢n su intcrior, quec co-
rreszonden & dos bacterias, aunque ¢l 1lfmite de sepsra-

ccidn entre ambas células no es claramcnte visiblc.

g) L las 12 horas de incubaciédn: hay muy pocas células aisg--
ladas que conscrvan las caractoristicas presentadas cn
f, es decir,un corpisculo alargado en su interior.la nea-
yvoria estdn formendo cz2denss en las que sc¢ ven corpis-
culos més o menos esféricos de¢ mcnor tamafio quc los gue
sc presentan en las célules aisladas. En alzunas sc ven
¢cstructuras al.:rgadas, cono si se estuviera iniciando un
prczceso de divisidn, pero no son muchas.



h) A las 24 horas de incubaciéni los cormisculos se prescn-
tan de¢ temafio mcnor que ¢n los antceriores; por lo gene-
ral estfn situzdos cn la partc central, pcro cn nuchas '
células se observan otros cormisculos més pequefios dis-
tribuidos irregularmente entoda la célula.-

En algunas becteries comicnzan a formarse las esporas
en la parte central, gqucdendo rclcgados a los extrenos los
corplisculos tcfiiblese

De 1lo expucesto anteri irnecnte se deduce que, imediante
lz anlicacion de 1z técnica de Gratacos e¢n los distintos
tiempos de deserrollo dc le bactexria, c¢s posiblc observar
gue ¢l cornisculo teflibic sufre una e¢volucién, principal-
mente en lo quc sc refierc a su forma y tanafio.

El meterial cromdtico comicnuzae a aparccer en los pri-
meros minutos dc incubacién, al principio ocupando total-
mente la céluls, lucgo delinmiténdosc mds definidaimente cn 1z
partc central de la misma. En células jévenes cl corpisculo
es de mryor tanafio v de forma clorgada. A medida que la cé-
lula crece, c¢l tamafio del corpdsculo disminuye algo y adop
ta unz forma més csférica. D¢ tal modo que, cn ¢l curso dcl
desarrollo dc le céluls, es posiblc obscrvar sucesivas fa-
ses ca la cvolucién dcl corpdsculo, cntre las cuz2les no fal-
tan aquclles quc podrien intcrpretarse como procesos de di-
visién dcl mismo.



3.~ Comparacién con otros métodos de

coloracidén, c¢n espcciel con agucllos

utilizados pera le tincidn dc substancia

nuclear.

Con cl fin de cstablecer comparaciones con el método
dc Gretacos y sacar posibles conclusiones sobre¢ la natu-
ralcza dc los corpdsculos tcfiibles, sc hicicecron ensayos a-
plicando métodos de colcracibn, cn es.ecial aquellos reco-
mcnd@ados cowo convenientes pare revelar cstructuras nucleca-
rcs, adepténdolos, desde luego, & la técnice microbiolfbgi-
Cea=

- Comenzando con el nétodo dc Robinow hicimos preparados
periédicos siguicndo ¢l mismo esquema qu. sc describié cn
2} La bacteria usadz fud, teabién, en cstc caso,Bacillus

a) 41 O minuto de incubacién: las esporas se¢ prescntan
incoloras, con un Unico corrdsculo sobresalicndo del cito-
rlasme, dc color violete cbscuro. Se observan también algu-
nes bacteriss aisladas, tcfiides uriformacnente sin ninguna
difecrenciaciébn.

b) 4 los 5 minutes de incubacidine« ¢l corpidsculo tefii-
blc de lags cspores sc he cxvendido ocupendo cesi totalmente
la c¢flule cuyos extremos aun nermenceen -incoloros. El te-—
mafio de 1o célule tembicn he aumcntedo.Quedan, ademés, gren
cantidad de csgporas que prescntan ¢l asnceto descripto an-
tcriormante.

c) A los 15 minutos de incubacidn: el aspeccto no he
variado meyormcnte sa2lvo cn cuanto 2l aumcnto de la afinids
wd basdfilicadel citoplesma que ha tomado color azul cla--
ro. Hay, desdc lucgo,mayor niacro dc cllules gque presenton
cl corpisculo ocupendo casi todo ¢l citoplasua.

d) 4 los 30 minutos dec incubacildn: las cdélulas aparceun
.totelmentc coloreadas, con el corpisculo mds obscuro ocunan-
do le misme posicidn quc en c}

c) A las 12 horas de incubacidn: las bacterizs anarc-



cen cn cadenes o aisladas. Fresentan cn su intcrior une
scric de estructuras tefiidas més profundemente que cl ci-
toplasme. Son alargadas y cstén dispucstes en sentido trans-
versal a2l c¢jc mayor de la becterie. Por lo gcneralhay dos

I
por ctlula.

f) 4L les 24 horas de incubacibns cl preparsdo se pro-
sentve scucjantce 21 anterior. En algunos filementos no hay

difercnciscidn, cn otros los corzisculos son més pequcfios.

L, continuacibn demos un breve resumen de les prin-
cipeles caracteristicas descriptes por Robinow.

Bsporast un cuerno crom‘tico, pequciio, unido el ci-

toplesme, ¢ presenta distintes foraes -28un la posicidn

dc lo espora. ror accidbén dcl HCL N, a 602 C, ¢l ndclco sc
contrae, sicndo 8se la causa dc 1o forme asinltrica que
precsenta la cspora, con ¢l niclco sobresalicnte.

Cinco minutos de incubaciéns los cucrpos cromfticos
aunicntan de tamafioy hocen invisible le difcrenciacidn en
le, esporz, que se tifle profundaiicntc.

nuince minutos de incubacidns el meteriel cromftico
rcaparcce en el centro de la célula y gradualmente sumcnia
tamafio.

Cuarcnte minutos dc¢ incubacidn. comicnzen a formersc
bandas anches quc pueden tomar distintes formes+ tetre--
dzs dc cucrros csflricos, fizurzs cn X o anchas bandes cro--
witices formedas por un par dce cucrpos cn forma de " dum-

bbell)

Dos Loras dc incubkciéné las cllul.s vcgetetives se
alergar y las estructurzs cromitices intracelulares se di-
viden, el nleno de divisidn es cn fngulo recto =l ejc mayor
de la célula. Cada divisidn cclulzar ¢s precedida por une
divisién de c=2da uno de los dos componcntcs de la cstructu-
ra cronfticea.

Dcspué% de 7-10 hor:=s de incubaciédns abundan célulcs
~~n matoericl eromftico dispere~~  »n poco més terde elcul-
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-tivo consiste princinalimente de largos filamentos algunos

de los cuales contienen unos pocos grdnulos muy pequefios
que se tifien profundamente.

Es de hacer notar que las cestructuras cromdticas des-
criptas por Robinow tienen forma de "dumbbell" y estédn
cen posicidn transversal al eje mayor de la bacteria, divi
difndose a lo largo, es decir,paralelo al eje menor de la
cbélula. Adends, en los bacilos, en las nrimeras fases de
crecimiento, se observan grupos de 2 o 4 cuerpos cromdtini-
cos distribuidos simétrica cnte cn la célula.

Ahora bien, conparando cstc esqucma con el descripto
anteriornente cnel punto 2) s¢ observa que tanto la forma
como el tamafio y la evolucibn del corpisculo tefiible a
través del ciclo de cultivo de la bacteria no son iguales.
Confrontando los preparados de csioras tefildos con ambos
nétodos, veios que, en Gratacos, la cspora aparece incolora,
sin ninguna difcrenciacibén, micntras que en Robinow es bien
visible la presencia de un corplisculo sobresaliente y tefiido
intensaiicnte. A los 5, 15 y 30 minutos el aprecto presenta-
do por anbos mitodos es sercjantc. A las 12 horas se notan
nvevaacnte difcircencias con anbos nétodos; ¢l corplisculo tefii-
do por Gratzcos ces sicapre central, esférico o alargado y
de nayor temefio quc ¢l guc revelza Robinovw. Con esta dltima
téenica las estructuras sc nresentan como nequcfias barras
transversales al cje mayor de la bzcteria. Con los nétodos
de observacidén usados por nosotros no nos es posible deter-
ninar le forme precisa de esas barras perc si podemos a2firm-
mer que su tamafio es mcnor y su ndmero meyor, que cl que
presenta elmétodo de Gratacos. (Cvadre I, A)

Se ha avlicado taubién la tlcnica de Robinow a otros or-
ganismos. E n cblulas de 0Osporz sp el aspecto es difcrente
2l presentado con Gratacos; los cor:fisculos son grandes, nés
o menos csflricos de contornos algsec borrosos; por lo gencral
hey dos nor célula.No sc obscrvan grinulos pequefios como en
la colorzcién de Gratacos. (Cvadro I,B)
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En Saccharomyces cercvisiec le tincidn es muy profunde

e irrcguler.

En Mycoderme vini ¢l aspceto es senejente 21 descripto

cn Oospore sp es decir pocos grénulos y por lo gencral dc
contornos borrosos.

Otro nétodo ensayado por nosctros cs el de Newfon.las co-
loraciones obscrvedes con csta técnice son muy variables,de
tal modo quc¢ no themos podido sacer conclusiones que puedan
generalizarse., En Bacillus subtilis,por e¢jemplo, el aspecto

presentado es s:ac’onte al de Gratacos, en cuanto & forua y
posicidn del corpisculo,no asi, en lo quc resnccte al temafio
ya que con estc método el grénulo es de tamefio menor.

En Bacillus cercus ver mycoides , en algunos casos, la
coloracién vresenta grfnulos incolors en c¢l interior de la

eélula, cono si se¢ trotara de meterial no tefiible. En otros
casos se¢ observan nuchos corplsculos pcquefios, de color in-
tenso, distribuidos irregularmcntc en todo elcitoplasma.

Zn Oosporz lectis les células aparecen tefiidas intense-

nente y prescntan grénulos incoloros o de color claro, como
si fluere netcrial no tenlible, que se ascmejan, en cuanto a
forme y nosicidn, 2 los grénulos 8s grandes de la colore-
c¢idn de¢ Gretacos.

En Mycodcrne vini, el aspecto es sencjante pero se ven

edends, srénulos pcquefios de color violcte intenso distri-

bufdos irrcgularricnte.

En les hifes de mohos esta coloracidn no revela diferen-
ciaecibn algu.2; sin -mbergo, cn las csporas sc¢ distingue ma-
terial finemcntc grenulado distribuido en todo el citoplasma.

Aplicando la técnica de Feulgen hciios obtcecnido los si-
guicntes resultcdos:

En B.ccreus var. aycoidecs observemos gré-

nules color rojizo seceucjantcs & los dc Gratacos aunque de me-
nor tamaiio. (Cvadro I, A)

En Oospor2 spe la coloracidén de Feulgenzrcsenta un as-
pecto diferente 21 de la coloracibn de Gratacos. Se observen
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viOI'&h_
puntos reje obscuros, por 1lo general cerca de los extremos

de les célules; cn lea mayoriz se ven 1 o 2 grénulos de for-
me. irrcgular. E n los filamentos csos grénulos estén distri-
buidos més o menos rcgularmente en le parte centrel. En o~
tros casos se ven dos grinulos juntos, de igualtamafio como
si hubicra tenido luger un proceso de divisién .(Fz 3d)(Cadro 1B
En Mycoderme vini el aspecto presentado es semejente,

salvo que los corpdsculos son més esféricos y por lo gcne-
rel hay uno solo, ccntral, por célula. En los filementos ecs-
tén distribuidos rcgul-rnente en la parte central.

Parz orientarnos mejor en les comparaciones con leva-
dursas, hcmcs hecho coloraciones de ndeleo aplicendo la téc-
nice de le hcmatoxiline férrice de Heidenhecim como siguct

los culiivoes de las levaduras utilizadas fucron hechos so-
bre zanahoriz cruda y, unm vez obtenido el desarrollo ade-
cuado, sc fijé cl materizl introduciéndo la estria de zana-
horia en el liquicdo fijador; pasado cl ticmpo requerido pare
la fijacidn, se hicicron frotis en los portaobjetos y se con-
tindo la técnica como csté descripta en cl capf{tulo corres-
npondiciitbe. E n otros casos, los frotis se hicicron directa-
mente de cstrias de ager mosto de nalta.

En células de Saccharomyces cercvisiae el aspecto pres-

sentado dificre del de Gratacos ya que se observa un punto
nés o ncnos esférico, obscuro, de tamafio nucho menor que ¢l
de los corvisculos tefiidos por Gratacos.

Las misines observacionces han sido hechas en Oospora loc-—

tjs- En los oidios apareccen 1, 2 o 3 corpdsculos pequefios co=
rrespondiondo & su estructura plurinucleada«Fg 3¢)(Cvadrol,B)

Esta técnicae aplicada a2Beeercus ver mxcoides_ no dié
resultados satisfectoriose.

En conclusién, las llamadas coloraciones nucleares di-
ficren, 21 imenos en las bacterias y levaduras censayadas, de
le. colorccidn de Gratacos.Generalizando, podemos decir quc,
en levedures, la forma, ppsicidn v especialmentce elnidmero de
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grénulos rcvelado por Gradlacos, no coincide con las otras
técnicas. En B.cereus var mycoides la coloracibn de'Feulgen
presenta aspectos semcjances en cuanto e forma y posicidn,
no asi{ en cuento 2l tamnafio de los grénulos. La técnica de Ro-

binow ofrece difercncias de forma, tamafio y nimero de cor-
plsculos.




4.- Veriantes del nétodo de Gratacos.

Ensayos con difercntes reactivos y colorantes

Con el fin de averiguar si los reactivos utilizados
cnel método dc Gratacos podian ser sustituidos por otros
quc dieran resultedcs similares, se hicieron veriantes en
les soluciones y en ¢l orden de las mismese.

En la tcsis presentada por cl Sr. J.C. Mugaburu(1945)
se detallon algunas nodificeaciones de le técnica de Grata-
cosy une de les cusles es la de suwsrinir ¢l amonfaco en el
rcactivo dec Schweitzer y disolver el Cu(OH)2 en etileno dia-

nina; cen csta forme sc obtience un conpuesto, ta:tbfen disol-
vente de la celulosa, que, aplicado a bacterizs y a algunes

Actinonyccteles, nermite deuaostrar, segin el autor, un cor-

pisculo con todos los caractcres norfolbdgicos y microquimi-

cos del ndécleo.

Las veriantes cstablcecidas por nosotros son les si-
guientes:
A) Cenbio d¢ los colorantes® previo tratamiento
con licor dc Schweitzer -~ se tifid el mzterialcon:
Safrenindeverde brillante ( sol. 2lcohflica 0.2@
Gicnsa puro

Soluciébdn Giensa( 0.5 c.c. del cclorante Giemsa
en 2 5 c.c. de agua destilada)

Eosina (1%)- Azul de mctileno ( 1 %)
Violete de Gencizne ( 0.4 %)Fucsina bZsica(0.5%)
fizul de mectileno de Manson =hlcohol=Fuc.hdsice.

Los ticnpos de acecibédn de cada colorante fucron veria-
dos ccnvenicntencente de acuerdo & la naturaleza de cada co-
lorente y teniendo c¢n cucnta tanbién las afinidades tintoria-
les delmatcrial enplcado.

En todos los casos ¢l resultado fué similar al obtcni-
do con le técnica de Gratecos; debewos destacar que con el
nolorante de Gicasa henos obtenido muy buenos prcparadosiﬁ}$

Sc¢ hicicron tinciones tanbién con las soluciones de



Grem-Nicolle (Violeta de Genciana- Yocdo-hlcohol 952-
Fucsina bésica’/ previo tritamiento con licor de Schweitzer
pero no se obtuvieron preparados satisfactorios. Sin embar-
go, combinando Yodo-Violeta de Genciana o Yodoe -Fuosina bé-
sica se¢ loard en a2lgunos cesos, resultados positivos.

B) Cembio del orden de los reactivos: con el fin
de dilucidar ¢l napecl desempcfizado por los reactivos on esta
colorecidbn, sc hicicron cnsayos alterando el ordcn de los
nisnos.Sc¢ obtuvieron resultados auy voriables, de los cualecs
podemos sblo deducir que el licor de Schweitzer debe actu-r
sicmpre cn »rincr término pera woder obtener resultados po-
sitivos; estos resultedos no son 2ltcrados por el cambio en
¢l orden dc¢ las soluciones colorantes.

C) Sustitucidn del lic.or de Schweitzer por otros
rcactivos: cstos cnsaycs fucron hechos con el fin de averi-
guar le pcsibilid=d de obtener resultedos similarcs a los de
Gratacos rceaplezendo ¢l licor de Schweitzer por otros recac-
tivos.Estos son:

NH3 concentrado

Sclucién dec: NH3 concentrado 10 ceC.
H50 - o ..l cec.
NO3Ag

1l gr.

NeOH N/1

NeOH 10 %

HC1l concentrado

HC1 N/l

SO4H2 ccncentrado

SO4H2 OJ1 N

Solucidn acuose satureda de C1,Cu
Solucién en NH3 concentrado de Cl,Cu
Solucién de ferrocienuro de K a1l 1 %
Solucibén de ferrocianuro de K el 5 %
Cloruro de Zn clorhfdrico.
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El ticempo de accidn dado a cade solucidn fué el mismo
gque el cstablccido en lc técnice de Gratacos para el licor
de Schweitzer, e¢s decir 10 ninuvtos. Los coloranves emplcados
fueron los nis .cs de Gratacos. B n algunos casos los reacti‘-.
vos se hicicron a2ctuar en frio y cn otres, a 602C.

Los resultados cdbtenicdos con cstas nedificaciones han si-
do sumencnte veriesbles ye que, cn lguncs casos los organis-~
108 empleados se presentaban teilides uniformencnte, sin nin-
guna diferencircidn; c¢n otros, ¢l coantenids aparentzba un za2s-
pecto vacuolar y c¢n fin, en otrcs se cbserveban unes estruc-
turas de forme y pocsicidn irregil-res que no podian ser com:
paredas con les dc Gratacose.

Sin embargo, utilizando NH3concentradc en vez del licer
de Schweitzer y tificndc lucgo cen Gicmse, iencs podido obser-
var, cn Qospore lectis,unas estructures scuejantes a2 las 0s

servedas con la téenica de Gratacos, aunque mucho wenos nuric-
roses y 2lgo irregulares en su pesicibn.En las células aisln-
des, osas estructuraes se presentzn corc gfénulos rojos, graon.-
des, de forma irregulorcente esférica o, nés cominmente, alor-
gada; en loes filimentos esos grénulos se distribuyen en forna
regular; no existen cerpisculcs ncquefios como en los »prepara-
dos tcifiidos con Gratscos. BEstenc sc ha observedo en los otros
meteriales tretedos con este nisna técnica.

Resultrdos senejentes hcenos obtenido en Qospora lactis
utilizendo NaOH =1 10 %.-~

Si se tratza con HC1 N & 60°2C un prcperadc de esporas de
B.cereus var nycoidces y luege de lavado se lo tifie con los
colorcntes dc Gretacos, eleéspcete presentado es igual al que
se observa con le téecnica de Robinow, es deeir, un corpdsculo
sobresalicente, de cclor violeta obscuro, gue se destaca sobre
el citoplasme de color rojoe.



Indudablciente, basfndonos cen los rcsultedos expuestos,
no ncs c¢s pcsible establccer conclusiones, ya que la wvaria-
bilidad de los misnos nos lo imnidc.Ademds, el reducido nd-
@ero de enseyos rcalizados no nes »neriiite tampoco anotar re-
sultados definitivos, sobrc tcdo en lo que respecte el pun-
to C), en el cuzl, comno es ffcil comprender ceben innumera-
bles modificeciones nc sélo de los reactives sino también de
los ticmwes y condiciones de aceidn de los mismos.

‘bebemos,pucs, en estc tépico linmitarnos 2 las signien-
tes conclusicness

1) Bn la coloracidbdn de Grotacos el cainbio
de los colerantes, asi comc la altericién del orden de los
mismos no modifica los resuvltados.

2) I= sustitucidén del licor de 3chweitzer
por cualquiera de lcs reactivos nencioncdos y en las condi-
ciones descriptes, nc peralte lograr los resultados obtcni-
dos con la técnice de Gratacos.
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5.~Investigacién de ccntenidos celulares.

Tincidén y tratamiento con disolventes

de volutina,gluclgeno y grasa. Comparacién
con la tlcnica de Gratecos.-

El conocimientc de lcs inclusiones en las células dac-
terialcs tienc su origen en el trabajo de Ao Meyer gquien in-
trodujo métodos de cstudio micrcquimicos seguros.

Sabido es gue, er ¢l curso decl desarrollo dec las bactcr-
ries muvedcen encontrarsce frcoccucntelzente, en su interior, in-
clusiones cclulares que consisten princip-lacnte de material
de reserva cn solucidn o bien en fome dec narticulas.Cuando
las células son jévencs, el citoplasme gencralnente s¢ pre-

senta homegéneo.h nedide que envejecen aparccen inclusiones

v

o vecuoles ¢ée diferente naturalezashidrocarbcocnada, grasa o
nitrogenade.En zlgunas bacterics sc encucntre tenbién azufre
y ocasion:licntc carbeneto de cirlcio.

L continuecidn describirenss breveaentc algunes de las
prcpiededes de diches inclusicnes y cnotarcmos algunas ob-
servecicnes hqchas en ctras células con fines co.perativos.

Glicdreno: oB éstc un matericl de reserve de naturalezo

hidrocarboncda que se encuentr» en algunas especies de leva-
dur=zs, @ohos y bacterias y quc pucde ser reconccido por cl
color marrdn rojizo quc teua cuande las células son tefiides
ccn una gotc de solucilén de Lugol.No es soluble en agua &
1002C; es hidrolizadc por “cidos minecrales.

En nuestrcs ensayos con bacteries tefiidas con Lugol,
el citoplesns aparcce unifernementc tefiide de color narrén
rojizc Knaysi dice gme en células vegetativas en las que ¢l
gzlucbgeno estf en solucibn coloidal, no es ffeil distinguir-
lo del color merrdn del citoplasma,

En Oospore lectis, en cambi., esta coloracidn rcvela la
presencis de numerosos gr nulos de tamafio variable y de color
narrén ceoba, descripcién que coincide con la dada por Gui-
llcrmond (Tesis,1902).
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I6gcnos c¢s tambiln un carbohidreto, relacionado con el
r1midén.Su presencia cn las células pucde evidencierse con

iodo, gue le conficrec color azul.-

Nosotros lc hemos observndc en cflulas de Clostridium

butyricum gue ccumula iogeno como naterial de reserva.

Grasas cs un naterinl de reserva cuya neturaleze nc cs-
t4 aln bien dilucideda.Esté presente en todas las cllules
bacterielces como un coenstituycnte del protoplasne, pero en
algunas especies se depesite ccoio wmeterial de rescrva cn for-
na de »nequedas zotas esfiricas, refrinzentes, que pueden ser
tefiidas con colcrantes teles come Sudan IIXI, Sudan BleckB,
que sc disuclven cen la grese impartiéndole su propio color.

Ias cliulas quc ccntiencn gotas e yrasa, por lo gene-
ralno sc tifien uniformenentce con las scluciones acuosas de
colorantes protoplasni’ticos, sino quc »rescntan una eparien-
cis alveoler.

Dadc que nos fué inmpcsidle conseguir Sudan Black B

y que los resulivados obtenidcs con Sudan IIT nce fueron satic
factorics, adoptanos cl ribtcds utilizadc por Lewis(1941)
gue describincs cn cl caftulc corresv.ndicnte, y que con-
siste cnutilizar como ccleorinte de gracszn, ¢l precipitado
fornado al tretar un- solucidn acuuvse de fucsine bdsica cen
iodo.Aunque el »precivitado es scluble cn aledhol y puede ser
caplcado conce sclucién @¢lechdlica diluida, se cbticnen me-
jores rcasultadcs suspendicndo las cflules cn el agente pre-
cipitante y agregendo un vciumen igual de fucsine bdsica di-
luide. Le 2cecifn colorante parccce dewender de la solubilidad
lipoidal del »precinitadc, quec tiffie lcs cuerposs grasces disol-
viéndolos y scturindcles con ol colorante. Los frotvis fija-
dos y secos no scn Gtiles nara cstos nétcdos de tincién.
Con esta técnica hcios coloursadc srasa ca Bacillus cercus

var nycoides en cl cuel apercce ccno gotas esféricas de dife-
rente tamafio coloreadas de rojo brillante; estos resultados
son similares a los descriptcs por Lewis (1934).
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En Oogpore lactis hemos hecho tambiln coloracién de
grasa,pers hemos utilizade ccns cclerente ¢l triclorante
Guézucn ( Negroni,1938) que tienc Suden IIT en su composi-
cién.E n este casc, le au.ricidn de goves de grasa e8 segin
Guillcrgond (Tesis, 1902) un signo de degeneracidn, mfs vi
sible ¢n los medics peoeo nutritivoese.

Nosotrcs hemcs coloreada jresa cn cblules provenientcs
de un cultive vicjc de Ocspere l:ictis.En el interior de lou

0idics, se c¢bservan ,rondes 5otas( por lo generel, dos) quc
ocupan c¢nsi tode la cllul:z.

Volutina: es un metcrial de reserve nitrogenade, de
naturaleza quinice siniler e la del £ecidc nucleico, anplic-
monte distribufde cn vt cterias,leveduras y wmohos ¥y que ha si
dc¢ tombién designedc cn li liter .tura como granulos de Babe:.
Ernst y corp@sculos nctecroniticos. Se presenta cono grfnulos
de forme y tenalle veariable y menos refrinsecates que los cucr-
POS ZTresSOS.

Tiene gran afinided por los cclorantes bédsices; con so-
lucionecs vicjas de azul de =uctilens, la volutina toma color
glirpurs reaccifén que indvuj: o Babes a introducir el téraino
de cormisculcs metacronéticss pore designar es2 propiedad
perticulor de tincifn; dc 2hi el nombre de metacronatina cor
quc tambidn se conoce a le volutina. El norbre de volutinz

de Spirillun volutans.

El test princivsl poexr 2l caal se distingue la volutins
dc otres inclusiince cclulures fué dade por Grinmue y Meyer;
los grfnulos se disuclvea y dssznorecen en aguva a 800C en 5
minutos y mds perfectrientc aln en agus hirviendo.No son so-
lubles cn alconol, merc si{ en solucicncs de alcalis y en 4-
cido sulfiricc 21 5 %. Se tificn con colorentes bésicos pero
no cen los colorzntes Ge gresa.

Tinciones intre-vitaen pueden h: cerse ernpleando soluciones
acuosas nuy diluicdas ( 0.001 a 0.005 %) de rojc neutro: o a-
zul de nctileno. '
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Volutine no sc¢ encuentra en células jévenes en creci-
niento activo, pero abunds en célules nzduras.

Hemos hecho enszycs de tincién de volutina en bacteria:s
que la acumulan comno substanciz de reserva pero sblo en nuy
pocas henes podido obscrver pequedivs grénulos ( Bacillus po-

lymyxe)

En Oospore lectis hemes hecho tembién tineidn vital en

la sizuiente fornae se hizo una suspensiin de células en agua
y se observéd entre porte y cubre dejando deslizar una solu
cidn acussa el 1 % de azul de netileno.al penctrar el coloran-
te en la c¢élule la mct.cromdtine precipita dentro de las ve-
cuolas, en forma de zrénulos dc tenafio variable, tefiidos pro-
fundaiente de azul y aniuades con mcviniente browniano.

Para establscer conparacicines ccn la técenica de Grata-
cos henos confrentade los prencrados tefiidcs por este método
con los correspoundientcs 2 lags substancias de reserva.

Morfologias morfolégicamente slgunos de los materiales

tefiidos podria presenter seucjanza con lcs corpisculos de Gra
tacos. Por ejemplo, los ¢lébulcs de grasa de Bacillus cerecus

ver mycoides presentan une disposicidn semcjante, aunque en
su tamefio son alzc irrcgulares. En Qospore l.ctis, los grinuv-
los de glucdgeno y lcs ;1évbulos dc zrasa poarian terbien iden-

tificerse, desde el puntio de vista morfoldzgico con los grinu .
lcs pequelios y los cuer.cs esflricos de mayor tanmafio que a-
parccen en le colorecién de Gratecos.

_— et e - ————

Tests micrcquimicosicor elfin de investigar el convor-

tanientc de los corplsculos te¥idos con le téenice de Grata-
cos frentec a los disolventcs nfs seneral:iente usados en este
tipc de trabaj)cs, se hicicrcen enseyos de sclubilided con eguc
hirviendo, HONa ncrmal, sclucién de COjHNa al 0.02 - 0.5 %,
solucién de SOyHp 2l 5 %, solucién de HC1l 2110 % y alcohol ab-
soluto. Los frotis tretados ccn estas soluciones fueron colo-
rcados con lza téenica de Gratacos y comperades con frotis he-
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chos simulténeancnte y sin ninz;dn tratanientc previo a la co-
loracién.Bl materiel utilizedc fué Becillus cercus var. my-

ccides y Oospora 1qg§;§.(CuadroII)

-

2) Solubilidad en agua hirvicndos pars averiguer si los
corpdsculos de Gratsccs se disuclven cn agua hirviendo tal
conc sucede con les de vclutine, hicimcs coloracicnes de
Becillus cercus v-r ryccides y Oospora lzctis en células jé-

venes y vicjas, antcs y dcs;ués,de dicho tratemiento. Con .
telfin los frotis fijadcs por calor se intrcdujeron en vascs
de prccipitadc pequefivs, con agua destilada y se los hizo
hervir durante | 5 y 10 ninutos coloreéndolos luego con la
téenica de Gratacos y conperéndolos con los respectivos tes-
tigos.

Se comprobd que en célul.s jévenes y viejas de Bacillus
cereus var mycoides los grinulcs disminuyen de tamafio o desa
narecen votalicnte @ lcs 5 ¢ 2 los 10 minutos de tratamiento
con agua hirvicndo. En canbio en célules jévenes de Oospora
lactis, persisten los grfnulcs, presentando un appecto simi-
lar 21 que se observa con la coloracibdn de Gretaccs, es de-
cir, .r’nulus grandes, csfériccs y nunerosss corpisculos pe-
quciios, de cclor vicletza obscuro, distribuidos en todo el ci-
torlasne.=~

Le coloracién de Gratecos en célul~s viejas de 9.1acti§
nc tretadas con egue hirviendo rovela corvisculos nuwy peque-
fics localizzdos en una parte de le célula; no se observen
los grfnulos esféricus, grandes, presentes en células jéve-
nes. Después del tratamientc con ague hirviende, en las cé-
lules viejas quedan voces sriaules ( e¢n los oidios 1,2 o 3)
de color rojizo clarc y de furme irregular.

Este vest fué aplicad: tenbiln 2 célules de Schizosecche-
romyces pombe en las curles hey zrénulcs de metacromatina.
Las células tefiides con la téenica de Gratacos wnresentan nu-

merosos grafulos pequerics distribuidss en todo el citoplasnag
someticndo los fretis el tretaniento con aguz hirviendo du-
rante 10 ninutos, se constetf la desaparicién de esos grénu-

Jos; sin enbvergo, la colcracién de Grataccs en estas condi-
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ciones revela lea presencia de un grénulo de contornos di-
fuscs y gencr. lmente excéntricoa

b) Solubilidad cn CO3HNa: se conprobbé tratendo los fro-
tis fijedos por calor, con solucidn de COBHNa ( 0.02 <0.5%)
durante dos horas a teaperatura 2mbiente.”™ esta forne, se
disuelven los gr'nulcs de volutina pers no las nucleoprote{-
nas. Lpliccndc en estas ccnéiciones la téenica de Gratacos
se observa quec en 2.&53315 noc desaperecen los grénulos t{pi--
cos de Gratacos; en g. cercus var mycoides aparecen:; ligcra-—

nente mfs pequeiics.

¢) Solubilidad cn HONa nommel: el ticapo de trotamicnto
fué tenbién de 3 horas. T n B. cereus var mycoides persis-
ten los grinulcs z2unque alzo nés pequefios; el citoplasna a-
warcce casi incclcro.
coloracibn de Gretacos.

Segln lcs trebajcs consultedcs, con este tratamientc
se disuelve el moterial nuckear.

d) 5clubilided en =2lcchosl ebsoluto: luego de 12 horas dée
tratanicnto 2 tempcratura 2:ipiente persisten los rrénulos
tanto cn O.lcctis  como en B.cereus var iycoides, en estc
Altine olzc wcenos nitidos.

e) Solubilided en Zcids sulfurico 21 5 % ¢ tienpo de tra-
taniento , 2 hiras. En B. cereus var .aycoides desaparccen to-
telimente. En O.lactis persisten 2 o 3 grénulos de contornos
borrcsss. Han desapcrecia: tedes lcg grénulos pequefios. Ie

volutine es soluble en SOuHp 21 5 B

f) Solubilidad en HC1l 21 10 %: los frotis tratados duran-
tc 24 horas revelen, en O.loctis 2 o 3 grénulos de 1{mite di-
fuso en el interior de los oidios. Han desaparecidc lcs gréi-
nulos mequeilios.
En B.cereus var nycoides desaperecen totalmente los

corpusculos.
/ . . .
Las nucleoptoteinzs se¢ eliminen con este trataniento-
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Como se ve, cstos tests nicrcquimicos son 2lgo contra-
“dictorics.Segln Knzaysi, lcs corpﬁscuIOS por &1 encontrados
en c¢blules de ' 3tevhylcccccus sp y & 1los cuales etribuye ne
turaleza nuclcar, socn solubles en HCl al 10 % en 24 horas

y en hidrdxido de scdic nornel en 2 horas; pero son insolu-

bles en a2gua hirvicndce durcnte 10 minutos, en COjHNa al 0.02
por ciento en dos hcrzs y en feido nitrico al 2 % en 12 ho-
res.

En becterias, los ccrpisculos de Gratacos n% se conpor-
ten de nencra anfloza cuando se¢ suitcten 2 cstog &d que son
solublcs en e2gua hirviendc y no en hidréxidce de scdio normalj

sin embargo en CO3HNz no se¢ disuclven pero s{ en HC1 2l 10 %




6.~ .Ensayos con disolvenfes de las

substanciszs crometinicas. Combinacién

con 12 técnica de Gratacos. Compara-

cién de resultados.

R.Tulasne y R.Vendrely (1948) logreron localizer, en 1l
c¢blulea bacterial, los £cidcs ribo y desoxiribonucleicos y
estableciersn que cl primerc, responsable del caréter fuertc-
nente baséfilc delcitcplisna, puede ser elimincdo de la cé-
lule mediante ¢l tretamiento con ribonucleasz; el segundo,
locelizado en elnlclec, desaparece por accibén de 1o desoxi-
ribonucleasa .-

En un trebajo postcerior, Miguel L.Gratacos (1947) des-

cribe el aspectst prescntade nor las bacteries luego de ha-
ber sido sonctidas a la accidén de extracto de péncreas a 40)
eC¢, durante 3 & 5 horas, seglin las b:octerias y su resisten-
cla, v tefiides westericrmente conscluciones colorentes conu-
nes en bactericlogia. Seglin sus observaciones en 1o célula
asi{ tratzde quedmnunas zcncs incoloras que corresronden al lu-
gar que ocupa cl cocrpisculsc basSfilo coloreadc por la técnice

de Grataccs.

Pere observer el cceuapcriamiento de los corpidsculos de
Grataccs somctidos e le acciln disolvente de ribe y desoxi-
ribonucleesa,; tratz..(s preparados de B.cereus var nycoides
con ambes cnzinas, prilerc pcr separede ¥y luego hhciendo ac-
tuyar a2ubas a2 la vez.

Las enziues fuceron gentiliiente suninistredas por el D r.
J.Mendives quien las vreperé sezdn los wmétcdos de Kunitz y
Northrop, sin llegar hasta la cbtencién de las mismas puras,
cristalizades. Fere elininer todo posible contenido de descoxi-
ribonuclecese gque pudiera centencer le solucién de ribonuclea=-
ga, se cerlenld este Gltiae a 1002C, tempercture e la cusl se
destruyc le prinera.

Siguiends la técnicaz descripta por Tulasne y Vendrely, los

fretis fucron fijados cen el 1fquidc de Chabaud(alcohol 80 %
60 ml; fenol, 15 gr; formelina 5 nl; 4cide acético 2 nl) du-



- 48 =

rante 20 minutos.lucg> fucron l2vados con agua y cubiertos
con las sclucicnes resp:ctives conteniendo ribo y desoxi-
ribonucleasa.

Los frotis sometidcs a2 le zccién de la ribcnucleasa fue-
ron puestos a 60°C,teiperature dvtime pora 1o actividad de
la enzina. Los frotis trrizdes con descxiribonucleass fue-
ron dejadcs a2 tenper: ture ~nbiente, Un tercer grupo de fro-
tis fué tratedc prirerc con ribonucleasa y luego con desoxi-
ribonuclecsa. El1 tiempc de zccidn de las enzines fué en to-
des los cesus de 15 ninutos.

A continuacién lcs proparados fuercn lavados con agua
y coloreades con la % écnica de Gratacces.

Los result=dcs s.n los siguientes:Los preparados trat
3 T« W™

dos con la sclucién de ribonucleesz no presentan ninguns di-
ferenciacibén; las bacterizs aparecen uniformemente tefiidas
dc cclor rojizoa

En los frotis scmetides 2 la accién de la desoxirribo-
nucleesz sge observe la maycr{a de les bacterias tefiidas uni-
feornerniente sin corplsculos; sin enbargc, pueden verse célu-
les que presentan z.nas incclorss por lo generel centrales y
que podrian correspcnder 2 le pcsicidén de los grdnulos de
Gratacos.

En los frotis tr.tadis cuon cnbas enzimes tampoco se
observe diferencizcidn zlzuna en la meyoria de las célules
siendc pocas les que prescntan z.ones incoloras y algunos pe-
quefifsinos grfnulos distribuidos en forwe irregular en el
citcplasna.

Les mismas observaciones han sido hechas en los vrepe-
redos tefiidos con le téenica de Robinow luego de tratcdos
con les enzimes.

Naeturalnente, que el nc trcbejar con enzimas puras no
podencs asegurar crnclusicnes cztegbdricas, ya que los mis-
nos resulvuides obtenidos no svn 18zicos; pero es indudable
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que la accibn de las enzimas nombradas elimine de las cé-
lulas elmeterial tefiido con la téenica de Gratacos.

Comnparando estos resultados con los obtenidos por Grata-
cos venos que, en ciertc nodo,nuestras observaciones hechas
en frotis tratados ccn descxiribonucleasa ccinciden con las

descriptas por el civado autor.
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CAPITULO V.

DISCUSION

Son auneroscs 1los tr bajcs que en los Ul: iios afics se
h-n dedicadc & lc discusidén de la existencia del nicleo en
les bacterics.icdisnte diferentes métcdcs y con ayuda de tém-
nicas nodernas, rcrfeccicnades por elepleo del microscopio
clectrénico, numeroscs autcres asezuran la cxistcnci~ de es-
tructures cuyzs caracteristicas norfoldzicas y nicroquinices
perniten efirner su naturalezae nuclcar.

Les ¢cbservacicnes de difcreutes autores coinciden en
los hallazgos de estructuras nuclcares en el interior de las
células y corresncnéen, e¢n lineas generales y selve ligeres
veriontes, @ las descripeiones hecnas por Robinow ccn le tée-~
nice Os 0y - HC1l - Giemba.

Migucl L.Gratac,s, ..cdiznte une técnica criginal y scn-
cill~, ho demcstredo en célules bacterisrles la prescncia de
corpuscules fucricnzate baséfilos que se destacz2n en forma
nitidz sobre el citoplosna taiidc wenss profundencnte.

Es indu’=ble quc cn esta colcrceidn el licor de Schweit-
zer, disolventc de le celulosa2, desenpefiz un pepcl fundenen-
tal en lo apsricién decl ccrpisculo tefiible ya que con ningu-
no dc los reactivces utilizadcs en su luzar henos pcdido ob-
tener los nisnces resualtados; sin emborgo, no compertinos los
fundenentos de la tcoria dc Gratacos en lo que se reficre a
la neturclezz celnlésice de la wprred de la célule bacterial.

Si anelizarmcs este coloracién desde el punto de viste
morfoldsico y la cumperancs con nétcdos de tincidén nucleaer.



venos que cxisien alsunss discrepancias en cuanto a for-

me,tamafio y distribucifn de los grénulos en le célula.
Lsi,por ejemplo, comparade con ¢l nétsdo de Robinow se ob-
servs qu: en B.cereus var nycoides , en lz espora no hay di-
ferenciacidn con le t{cnica de Grataccs, nientras que la de
Robinow revele un ccrpidsculs gue se destoca por su posicidn
y por sus propiedades tintcricles del resto de le célule Es~
te discrepancic desaparcce en las siguientes fases de desa-
rrollo d¢ le breterin en donde awbos nétcdos revelan aproxi-
naderentc las nisnes caracteristicas, pere reaparcce nueva-
rniente on las cflules wodures en las cucles lasestructuras en
forme de " dumbbell" descriptas por Robinow no son compara-
bles & los grénulcos esfiriccs o alargadcs y (lendos NWIErosds
reveledos por la ticnice de Gratacos. Es probeble gque cses
estructuras estén incluides cn estos grinulos y tel vez con
una, difercnciscién adcecunade pucde lograrse su revelacién.En
un trebejo recicnte,Snith (1950) comprueba que en Bac1llus“
negetheriun les cstructurss cronztinicas son néds coimplicadas
y 21a0 diffciles de interpreter pues no estdn distribuides

¢ed vista en células de Escherichia coli y

Protcus sp. En B. megntherium estén distribuidas en grupcs o
bandss dec zeses br"nulurcs y 1= forme de los cuerpos crometi-

con la reguleri

niccs wveris dc csférice hesse slsrgeda, cn forma de barres,
cnc ntrindose trnbién feries interacdias sinilares 2 las es-
tructuras "dwibbell" .Snmith hice la salvedad de que no se es-
tudib en cste casc ¢l nreblens de 1w sobrefijacién que parcce
seryen otras célules ( E.coli) elresponszble de lz condense-
cidn y granulacifén dc¢ 1~ crometine, on cuyo caso aparecen
corp’sculos regulrres, esfficcs, ~uy senejantes a los revela-
dos por Gretacosa

La eplicacibdn de lo téenica de Gratacos a otras células
nucleadas ha puesto de micnifiestsotraes estructures de natu-
ralcza no nuclear. Es este e% cas: de los corpisculos presci-
tes en Oospore lactis, Sacchz ronyces cercvisize,Mycodcrine vi-

- e

ni, Schizosaccheromyces pomb¥e, esporas en germlnacidn de




Rhizopus nisricans y en jcncral en los fil:ucntos y cspo-

res de Mucer sp, Penicillium sp y ®spergillus sp. Ies compa-

racicnes hecaas ea Qosporz l-ctis con le téenice de tincién
nuclear de 1l: hcenetoxiline férrica prescnta diferencies nar-
cedas en 1o coloracién de Gratzcos yo gque e¢n ¢l primer casoc
erarccen niclecs en ndacrc muy inferior ( 2-3 por oidio) 21
dec los corplscules taiidcs Hocr Grotacos. Resuluados sene jan-
tes obtuvines ccn Sedharomyccs ccrevisice ( un corpisculo nu-

clear par célula).

Un detalle intcrescnte surgido de le ~nplicacién de le
ténice de Grztaccos a ctres célul :s nuclezdas ( células epitc”
liales, leucocitos) c¢s que les estructuras nucleares no scle-
acnte no scn dcstruidas con esc treteoaiente, sino que axire-
cen %tefiides sin apirentes -dificscicnes gque pudicran reve-
ley una alserccidn de les nismes.

En cuanto a2 la naturcleze gquimica de los corpdsculos do
Grateccs c¢s diffeil dar une ccnelusién definitiva ya que cd 2
locs tests de cclorecién y nicroquiniceus, de ruestran un con~
portenicnts que ne coincide c-n los atribuidos 2 las nucleo-—
prcteinas o 2 los substoncics do reserve o degencracibn ce-
lular. Bn becterics diches corrdsculos son solubles cn sgua
hirviende, en HC1 21 10 % , en SO4H2 2l 5%y on NO3H 2l 2 %
e insolubles en alcohsl abscluto, cen HOla ncrmnl y en CO3HNe
Sin embarg: c¢s siznificativs ¢l hech: de quc cn los frotis
de leveduras tr-tedes cen alzuio de los disoclventes,( por cje.
egur hirviecndéo) y tefiids cen Gortceces, persistan grénulos de
contornss difusos, cuye posicifn y nlmero coincide con la de
los cuecrpos nuclceres.

Los grénulos dc Grataccs scn solubles tanbién en les en-
zinas pencreftices, cungue nc pedencs afirmer si le solubi-
lidad es en ribonuclecasa o cn descxiribocnuclcasea. Tempcco
conpartines aqui la cpinién de Grateccs al considerasr este
prueba ccmo un epoyo de 1o tecrfa de lo naturaleze nuclear
del cornisculc, ya que 2l actuar anbes enzimes eliminen cl n
material cromatics de la c¢élulz, sea ¢ no nuclear,

Un emsayo ccn les enzines puras y por seunrado deberd ser
hecho antes de pcder responéer a2 este punto.
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CAPITULO VI

L ——

RESUMEN Y CONCLUSIONES

Tomendo comc base ¢l trabajo de Miguel LiGratacos so-
bre la demosstracién del nlcleo en las bacteriss, se ha intcn-
tads aclarar clsignificadc de la coloraeciédn por €1 descubier-
ta, tretando de deducir, aunque sélo se:x en parte, la natu-
releze de los cerpisculce teliibles,

Con cse fin se h~ estudiedc en este Frabajo, las po-
sibles vericcicnes gquc pudicran presentar los difcerentes ti-
pce de bacterirs somcetidos a le técenice de Gratecos, asi co-
mo tenbién les sescjanzas ¢ diferencies que existen en con-
paracidn con otraes célules en las cuzles le presenciz de un
ndclec n: cs discutida; se han cbscrvado, ademfs, las nodifi-
cacicnes presentadss por cl corplsculo tefiible en las distir

-tas fases del cultiv: de la bacteria y su comporiamiento
con las diferentes técnices utilizades por otros autcres pe
ra ln denostraeildn del ndelco.

Por considerarlc Util sc¢ ha inclufdo un breve estudic de
los contenides celul-res de las bacterieas, el modc de cdife-
renciarles y las pasiblces cunbinzcicnes ecn la téenica de
Grataccse.

Las oonclusiones resultzntes son les siguientest

1) En todas las cepas de bacterias estudiddas, la téc-
nice de Gretaccs revcla 1o presencie ée un cormdsculo cuye
forne, tamafio y posicidn scn, con lijeras verijantes, sinila-
res en todas las células vegetativas.



2) En Bacillus cereus var. zycoides, el corpisculo te-
fiido con ese técnica prescnte una cvolueibn = trevés del ci-

clo de desarrollo de 1= bacteria.

3) Las estructures recvel:das por la téenica de Gratecos
conparandas con las evidenciandas por técnicas de tincidn nu-
clear, presentan alzunss diferencies enaento a fornma, tana-
fic, posicidén o ndnero.

4) Bn cl nétods de Gratecos, cl cewubic de los coloran-—
tes o0 la 2lterscibn delcrdcen de los nisiics, nc nodifica los
rcsultados.le sustitucidn de¢l licor de Schweitzer por otros

reactivos no pernite logrer la coloraciédn tfvica de Gretecion.

5) No ha sidc posible averiguer le neturzlcze quimice
de los corplsculcs tefiidos con el 2éteodo de Groteacosa

6) No se descartz le neturaleza nucleer de los eleiien-—
tos teflidos por Gratecos, »nero, por los resultadcs de la co-

«

loracién de célules de lcvaduras y otres honzos obtenidos con
nétodos de tincién nucleer y de oircs coutenidos intrecelule-

res, pucde afirmerse que, con el métcde en estudic sc tifien;
ademfs)contenidos gque no son nuclcaresa

sl
S ole % J/J
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Ante la imposibilided de obtener rniicrofotograflas satis-
fectorias por falte de material fotogréfico adecuado,nos
hemos visto obligados a reenplazarlas con esquenas.
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Fig., 1

Coloracibn de Gretacos

Cepas de aproxiiledanente 12 hse. de ecdad

2) Bacillus cercus var. Lycoiues

b) Bacillus subtilis

¢) lactobacillus casgi

d) Escherichia coli

e) Oospora lactis

) Mycodcrne vini




Fig. 1




Fig. 2

Evolucidn del corpdsculo intrecelular

en distintos estados del deserrollo de

B.cereus var. inycoides

- — v— -~

Ae M8%odo de Gratacos
a) Esporas(cultivo viejo)
b) 5 minutos de iuncubzcidn
¢) 30 minutos de incubacidn
d) 60 minutos de incubzcidn
e) 90 minutos de incubacidn.
f) 12 horas de¢ incubacidn.

B.Métcdo de Robinow
2) Esporas(cultivo viejo)
b) 60 nminutos de lncubacidn
¢) 12 horas de incubacién.






Fige 3

a) Oospora léctis Método de Gratacos;

tincidn con Giemsa

b) Mycoder:e vini Método dec Gratacos;
tineibn con sclucién Giemsa

¢) Oospora lactis. Tincidn nuclear
Método de Hemetoxilina de Heidenhein

a) 6Q§pora lactis Tincidn nuclear.Método
de Feulgen




Fig. 3
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Cusdros comparatives de las carccteri{sticas
de los corplisculcs tefiidos por distintos mé-

tcdcs en Bacillus cercus ver. nycoides y en

Oosﬁora lactis.

Bacillus

Cercus

valra.

cuba-

cibn 2

372 ¢ )

ceracteris= Mét odos de tincidédn
cas Gratacos Robinow Feulgen :Hemabox;ll-
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e e e
Coloracicn ‘ o
. - + + + ! s
diferencial | _ _~ S |
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p Dos Un ,
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- Tttt T central T T
Posicidn Central sinétri- i centrall ?
R ca I 4 —

(1) Con este técnice, c¢n bacteries no se¢ cbtuvieron coloraciones

satisfectorias.
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Cuedro comparativo de le solubilidad de
lcs corpdsculos de Gratecos y nuclearcs

. s . & S St =

—

+:Scluble
~sInscluble

Sclubilided m_gifggéculos de qiatacog Corpﬁsculosl
ens B.corous var., Qospora nucleares i
nycoides _dectis !
- _— e e e ey
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