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ESTUDIO FISIOLOGICO DE LA ANTI‘BIOSIS

DE SCHIZOPHYLLUM COMMUNEF*

Por Alfredo Musioz** y
Celia Dubovoy***

PHYSIOLOGICAL STUDY OF THE ANTIBIOTIC PRODUC-
TION OF Schizophyllum commune

SUMMARY

Schizophyllum commune Fr. a basidiomycete fungus that has been studied
in the relative to genetics of the compatibility factors, gives new outlooks for
production of antibiotic substances. The record of production of these metaboli-
tes is scant. In this work it was tried to know some possibilities of manage-
ment of ant strains (antibiotic production genes) in a physiological point of
view (inducing changes in secondary metabolism properties by changes in pH,
temperature and culture media composition); to improve antibiotics production.

RESUMEN

Ll hongo basidiomiceto Schizophyllum commune Fr. estudiade ampliamente
cn relacion a la genética de los [actores de compatibilidad, ofrece nuevas pers-
pectivas en el campo de la produccion de antibidticos; escasos han sido los re-
gistros de su accidn inhibitoria contra otros microorganismos. Aquf se presenta
la posibilidad de manipularlo fisioldgicamente, para aprovechar las cepas con
genes ant (antibiosis), ademds de inducir la variabilidad metabdlica secunda-
ria, con cambios en los [actores ambientales (pH, temperatura, y composicién
del medio de cultivo), para provocar Ja optimizacién en la produccién del anti-
bidtico.

* Modilieacidn del trabajo de tesis profesional, presentade por A, Muiioz, para obtener
el twlo de Bidlogo, en lu U.N.AM.
** Departamento de Botdnica, Instituto de Biclogia, U.N.A.M., México, D. F.
% Yallecida ¢l 18 de septicimbre de 1977,
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INTRODUCCION

Schizophyllum commune Fr. es un basidiomiceto Agarical, cuyo ciclo de vida
consiste de las siguientes fases (Raper, 1966; Raper y Hoffman, 1974): espora-=>
micelio homocariotico haploide— micelio dicaridtico— cuerpo fructilero— basi-
dios (en donde sucede la cariogamia y la meiosis)— esporas. La formacién
del micelio dicariético y toda la secuencia de la morfogénesis sexual, estd de-
terminada por dos factores de compatibilidad independientes; el factor 4 y
el factor B, que a su vez estdn formados por dos subloci, cada uno, A. Ag
y B, Bg con alelos multiples. Para que puedan ser compatibles es necesario
que A y B sean diferentes (4* B*) entre uno y otro homocarion, y asi se esta-
blezcan la migracién nuclear de un micelio Lacia ¢l otro durante la cruza.

Todo el ciclo de vida se puede reproducir en condiciones del laboratorio, en
un periodo aproximado de 10 a 14 dias. Se han elaborado los medios de cultivo
tanto completos como minimos, que hacen posible el uso de mutantes auxdétrofas;
por estos motivos, §. commune se ha convertido en un organismo de ficil mani-
pulacién en el laboratorio para estudios de genética, bioquimica y fisiologia.

Hay diferentes teorias acerca del sentido bioldgico de los antibidticos; algunos
autores piensan que son substancias que tienen un papel de armas de destruc-
cion con las que la naturaleza ha dotado a algunos microorganismos, en su lucha
por €l sustrato; o que son productos metabélicos toxicos para el propio organis-
mo que los elabora y que tienen que ser excretados por ser téxicos cuundo estdn
dentro de la célula. Actualmente, la idea mis aceptada, es que se trata de pro-
ductos metabdlicos de cardcter sccundario, que s¢ han conservado durante la
evolucién bioquimica de los microorganismos, puesto que existe la evidencia
de la similitud de la estructura quimica de los antibidticos, con los constituyen-
tes celulares que se forman por actividad del metabolismo primario (Sermonti,
1969; Turner, 1971, 1975; Bu 'Lock, 1975). Se entiende por metabolismo prima-
rio aquél que es necesario para la sobrevivencia del organismo; metabalismo
secundario, aquél que no implica un papel determinante para la supervivencia,
y metabolismo intermedio, a los procesos metabdlicos que se llevan a cabo ‘entre
un metabolito inicial y uno final de alguna via metabélica.

La produccion de antibiéticos, de ninguna mancra establece una sceucncia
evolutiva per se, puesto que la diversidid en o mtaralez quimici de los com-
puestos reconocidos como antibidticos es muy amplia, siendo igualmente probable
que se encuentren constituidos por azdcares aminacdos, péptidos, dcidos orginicos,
etc, (Gottlieb y Shaw, 1967; Turner, 1971; Mitsuhashi, 1975), y por lo tanto, su
modo de accidn es dilerente y muy especifico, en cada uno de ellos. Lsto apoya
la idea de que sean el producto de la biosintesis de las diferentes vias metabé-
licas secundarias. '

El punto de vista puramente fisiol6gico de la produccién de los antibidticos
en los hongos, ha quedado relegado a un segundo término, ya que los microor-
gunismos poseen una variabilidad extraordinaria (Sermonti, 1969), que ha hecho
que se busque mis bien el establecimiento de cepas mutantes o recombinantes
(Sermonti, 1969; Macdonald, 1973); o en su delecto, s¢ han-buscado nuevos tipos
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de metabolitos fingicos que tengan propicdades inhibitorias, que se produzcan
en los hongos silvestres, y que se pueda expresar su antibiosis en medios de
cultivo convencionales, esto en el caso de que se logren cultivar los hongos en el
laboratorio (Hervey, 1947; Florey et al., 1949; Wilkins, 1954; Backus y Stauf-
fer, 1955). '

Los estudios hechos en la fisiologfa de la antibiosis han sido escasos y se han
desarrollado principalmente en Penicillium, Aspergillus (Raper, 1946; 1952;
Florey et al., 1949; Calam, 1978) y algunos aspectos -vagos en basidiomicetos
(Turner, 1975). ' .

En un principio se probé §. commune para antibiosis con extractos del cuer-
po fructifero, y sembranclo el micelio en la placa de agar directamente, regis-
trindose como ncgativo en ambas prucbas (Florey et al., 1949). Después (Hervey,
1947) (aunque la publicacién fue anterior), se detecté la formacién de antibié-
tico contra E. coli y §. aurcus, cuando las cepas eran sembradas en un medio
peptonado, no asi cuando se cambiaba el medio al de licor de maiz. Esta fue la
primera manifestacidon de la inlluencia de los nutrimentos del medio de cultivo
en la antibiosis.

Por ultimo, Parag y Parag (1974) encontraron que la temperatura ¢ptima para
la expresion de Ia antibiosis de S. commune frente a B. subtilis y Sarcina sp.
correspondia a §2°C. Este antibidtico se diagnosticdy como un metabolito de bajo
peso molecular por ser volitil y que era capaz de pasar a través de una mem-
brana semipermeable. A este antibiético se le llam¢ provisionalmente esquizofi-
lina. Parag y Parag (1974) desarrollavon este wabajo por el método de Grove y
Randall (1955) para medir la antibiosis, y empleando los medios de cultivo
convencionales para §. commune (medio completo = MC, y medio minimo
= MM).

El presente trabajo se reficre a la produccidon de metabolitos de Schizophyllum
commune con propiedades antibidticas. Se trata de comparar los resultados de
Parag y Parag (1974) con los aqui obtenidos y ampliar el estudio sobre el papel
de los factores fisicos y quimicos invelucrados en la produccién de los antibiéti-
cos en Schizophyllum,

MATERIALES Y METODOS
Cepas

Las cepas de Schizophyllum commune usadas para el desarrollo de este traba-
jo, fueron donadas por G. A. Raper. Los 38 tipos de cepas de §. commune, com-
prendian homocariones silvestres y mutantes establecidos, de dilerente constitu-
cion genética, como se observa en la tabla 1, en donde se presentan la numeracion
de las cepas como se manejaron en este trabajo, el numero original de las
cepas, el genotipo y los mutagenos con los que [ueron obtenidas.
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Para probar la accién antibidtica se utilizaron 18 diferentes tipos de micro-
organismos (17 bacterias y una levadura), que fueron donados por S. Calde-
rén y Ch. Thomas, y cuyas caracteristicas se dan en la tabla 2.

Medios de cultivo

Los medios usados fueron los siguientes: medio completo (MC), medio mini-
mo (MM), medio minimo - requerimientos (MM —); con pH de 5.0 y de 7.0.
La siembra de los organismos de prueba (bacterias y levadura), se efectud en
agar nutritivo DIFCO y ¢n medio 5 para antibidticos DIFCO.

La constitucién del medio completo fue de: 20 g. de glucosa, 2 g. de ex-
tracto de levadura, 2 g. de peptona, 0.5 g. de MgS0,, amortiguador de fosfa-
tos 0.01 M (0.46 g. de KH,PO, y 1 g. de K,HPO,, para proporcionar un pH
de 7.0) y 20 g. de agar en 1000 ml. de agua destilada. -

El medio minimo estuvo [ormido por: 20 g. de glucosa, 2 g. de asparagina,
0.5 g. de MgS0O,, 120 ug. de tiamina y con la misma concentracién de amorti-
guador y de agar, por litro e agua destilada.

Para los mutantes auxotréficos, fue necesario suministrar los requerimientos
en el medio minimo, a las concentraciones dadas a continuacién:

Acido nicotinico (niacina) 9.2 mg.'por litro
Acido pantoténico 4.8 mg. por litro
Acido para-aminobenzoico 1.4 mg. por litro
Adenina - 17.2 mg. por litro
Arginina . 210.0 mg. por litro
Biotina 2.5 mg. por liro
Inositol 1.8 mg. por liwo
Lisina 183.0 mg. por litro
* Uracilo 11.2 mg. por litro

Con el fin de obtener un cambio en el pH de 7.0 a 5.0 sin introducir nuevos
compuestos quimicos en el medio, de cultivo, se alteraron las concentraciones
de los fostatos para provocar una disminuucion hasta pH 5.0 = 0.1, por lo tanto,
los medios (MC y MM con o sin requerimientos) quedaron con las concen-
traciones de fosfatos siguientes:

Medio Completo 14.0 g. de KH,PO, por litro
Medio Minimo  17.6 g. de KH,PO, y 0.3 g. de K;HPO, por litro

El pH fue ajustado antes de la esterilizacién.
Para la siembra de los organismos de prueba se utilizaron:

i e s e
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a) Agar nutritivo, cuyos constituyentes son 3 g. de extracto de carne, 5.0 g.
de peptona, 15 g. de agar para una cantidad de 1000 ml. de agua destilada,
con un pH final de 6.8.

b) Medio 5 para antibidticos formade por: 1.5 g. de extracto de carne, 3 g.
de extracto de levadura, 6" g. de peptona y 15 g. de agar, para 1000 ml. de
agua destilada, ‘con un pH final de 7.9.

.

Anlibiosis frente a diferentes microorganismos

Se sembro en caja de petri un indculo central de Schizephyllum y se incubd
a 30°C por 72 horas; una vez que el micelio se desarroll6, se procedid a agre-
gar el agar nutritivo en forma de una capa fina (ca. 4 ml), que cubrié todo
el resto del agar en la eaja de petri, alrededor del hongo. Se hizo una suspen-
sion de organismos por separado, en tubos de ensayo que contenfan ca. 10 ml.
de agua destilada estéril y se sembraron en forma radial (modificacion de
Herrera y Ulloa, 1975), utilizando hisopos para su siembra. El agar nutritivo
se utilizo6 con el fin de proporcionar los requerimientos necesarios para el
crecimiento de los organismos de prueba; los microorganismos se sembraron
como s¢ muestra en la figura 1, e inmediatamente se llevaron a la incubado-
ra, a 87°C por un periodo de 24 horas. En todas las pruebas se hicieron si-
multineamente las cajas control adecuadas.

Antibiosis frente a Bacillus subtilis

Se cfectud por el método de infusion (Grove y Randall, 1955), modificado
{Salinas, comunicacién personal) de la siguiente manera:

Se hizo una suspensién de B. subtilis en 10 ml. de agua destilada estéril,
de la cual se tomd$ 1 ml., que se agregd a 250 ml. de medio 5 para antibiédti-
cos (salvo una excepcic’m. cuando se usé agar nutritivo), a una temperatura
de 45°C, se resuspendid el bacilo y se vaciaron ca, 4 ml. de medio sobre la
placa de agar que contenfa la colonia centril del hongo, cuidando que lo ro-
deara perfectamente y formara una capa fina. En este caso, Schizophyllum
se incubd a 26, 30 y 82°C, por periodos de 72 ¢ 96 horas antes de probar su
antibiosis. Una vez sembrado el bacilo, las cajas de petri fueron colocadas en la
incubadora a 26, 32 y 37°C por 24 ¢ 72 horas (ver figura 2),

Difusibilidad del Aniibidlico

Para las pruebas de difusién del antibiético, se colocé una membrana per-
meable de celofdn Dupont # 150 P.D. 62 (uncoated film with slip agent Dupont
N° CNC 249511) sobre ¢l micelio directamente, y sobre ella se colocd una gota
de la suspension de B. subtilis en medio 5 para antibiéticos, preparada en la
forma ya mencionada (procedimiento anterior). Esta metodologia fue desarrolla-
da a pH de 5.0 y de 7.0, a una temperatura de 30°C para el crecimiento fun-
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Fics. 1-3. 1: Colonia de Schizophyllum commune (centro) con seis cepas de levadura y bacte-
rias. 2: Prucba dc 8. commune con Bacillus subtilis, 3: Téenica para estudiar la difusién del
antibidtico sobre §. commune,
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gico durante 72 horas. y a 87°C inmediatamente después de sembrar el baCllO
(ver figura 3).

Criterio de cuantificacidn de la antibiosis

La nomenclatura adoptada fue la siguiente: -} cuando hubo una inhibicién
del crecimiento del organismo de prueba, que fue clara, formando un halo al-
rededor de la cepa productora del antibiético. El signo ==, en las ocasiones en
las que s¢ presenté una inhibicién parcial, con la presencia de algunas colonias
bacterianas resistentes en el campo del halo. El signo —, corresponde a la ausen-
cia de inhibicién del organismo de prueba.

RESULTADOS
Influencia de los factores Fisicos y Quimicos

Estas pruebas se llevaron a cabo en un tipo de medio (medio completo a
pH 7.0) para el crecimiento fingico, y dos diferentes medios (medio 5 y agar
nutritivo) para sembrar el organismo de prueba contra el que se probaron dile-
rentes cepas silvestres y mutantes establecidos de §. commune.

La actividad antibiética expresada a diferentes temperaturas y los periodos
de exposicién del bacilo con el hongo, se dan en la tabla 3, en donde se observa
que existen dilerencias fisioldgicas determinadas por el cambio en la tempera-
tura, En las dos temperaturas elegidas de 26 y 32°C se presentaron cambios de
la actividad antibiética de las cepas de Schizophyllum, encontrindose una ma-

_yor capacidad de antibiosis a 26°C, dada por el aumento en el nimero cepas
que dieron una respuesta positiva. A las 72 horas de exposicién del bacilo, fue
mayor la antibiosis que a las 24 horas; esto se debié posiblemente al aumento
en la concentracion del antibidtico secretado por el hongo durante periodos mas
largos, que permitieran alcanzar la concentracién minima inhibitoria para el
bacilo y por otro lado el metabolismo bacteriano, que también fue afectado por
la menor temperatura, provocando un cambio deslavorable que hiciera que las
bacterias fueran mds sensibles al antibiético, o la fase estacionaria en la que se
encontraba el crecimiento del hongo (Turner, 1971; Smith y Berry, 1974). En
el caso de la cepa 21 a la temperatura de 32°C, se observé que aparentemente
pierde la capacidad de inhibir al bacilo pero este cambio se debié fundamen-
talmente al rdpido crecimiento del micelio aéreo de la colonia fungica, que
entorpecié la medicién de la antibiosis.

Se efectuaron mediciones del tamafio del halo de 1n111b1c10n en relacién a las
dimensiones de la colonia del hongo, pero no se obtuvo ninguna relacién bien
definida; esto debido a que el crecimiento de la mayoria de las colonias del hon-
go era de contorno irregular, en otras habia micelio aéreo o en ocasiones ambas

. circunstancias. .
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TABLA 2

Diferentes tipos de microorganismos de prueba usados

13

Microorganismo

Marcador

Bacillus subtilis ATCC6638
Klebsiella pneumoniae
Salmonella paratyphi-A
Staphylococcus aureus ATCCE538
Shigella dysenteriae

Escherichia coli poli-B

Sarcina lulea

Candida albicans

Pseudomonas sp. (a)
Pseudomonas sp. (b)

Staphylococens anreus ATCC15150

++ o+

=k
i

Shigella sonnet
Salmonella typhi 1Ty2
Escherichia coli SF2124
Escherichia coli PMBY
Escherichia coli PML21

++ 4+t

col” (produccidn de colicinas)
teirc' (resistencia a tetraciclina)

ban® (resistencia a banomicina)

Al finalizar los periodos de incubacidn a 26 y 32°C, se observy un mayor
difimetro en general para los halos de inhibicidn en las cajas de petri incubadas
a 26°C; este electo fue debido a una mejor difusibilidad del antibidtico en la
placa de agar a esa temperatura (Calderon, comunicacion personal).

Debido a que en el experimento anterior los didmetros de algunas colonias
de Schizoplyllum alcanzaron dimensiones demasiado grandes que interfirieron
con la cuantilicacién, se llevd a cabo el estudio de la antibiosis, tomando las
temperaturas ¢plimas tanto para el crecimiento del hongo (80°C) (Raper, 1966;
Raper y Holfman, 1974), como para crecimiento de la bacteria de prueba
con el [in de delimitar las condiciongs:za las cuales se tomarfa la lectura de la
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antibiosis. Por lo tanto en la tabla 4 se presentan los resultados del experimen-
to usando las mismas cepas que en el anterior, pero con un periodo de incuba-
cién del hongo de 72 horas a 30°C, electuando a continuacién lu siembra del
organismo de prueby, y de nuevo incubacion a $7°C por 24 horas (temperatura
optima para la mayorfa de los microorganismos de prueba usados aqui).

La tabla 4 presenta los resultados obienidos con lus prucbas de optimizacién
de la temperatura en un substrato compléto para el crecimiento fungico (30°C
en medio completo), 'y del microorganismo de prueba (37°C en medio 5 o
agar nutritive). Al mismo tiempo comparindose la antibiosis cuando se usd
diferente sustrato para el microorganismo de prueba. Los perfodos de incuba-
cién para estos ensayos se [ijaron a 72 horas para el crecimiento fingico, y 24 ho-
ras para el bacilo a las temperaturas de 30 y 37°C, respectivamente (30— 37°C).
Se observa en esta tabla 4 un incremento en la expresion de la antibiosis cuando
se usa agar nutritjvo como subustrato para el organismo de prueba. Se encontré
una variacién en el comportamiento de algunos mutantes en relacién a los da-
tos de la tabla 8 cuando se sembr6 el bacilo en medio 5, y asimismo la varia-

cion se presentd cuando se usdé agar nutritivo. En el caso de este tultimo, se
encontrd que todos los mutanies con signo positivo también [ormaban parte
del patrén seguido por los resultados del experimento anterior (tabla § a 26°C,
a las*72 horas de exposicion al bacilo).

La tabla 4 presenta un mayor ntmero de respuestas positivas en agar nu-
tritivo, a pesar de que en el agar nutritivo todavia no se ha alcanzado el nivel
relativamente dptimo que se presentd a 26°C con periodo de exposicién del or-
ganismo de prueba de 72 horas. La nueva combinucion de temperaturas usadas
para la incubacién y la duracién de la exposicion del bacilo de prueba en rela-
cidn a lu expresion de la antibiosis da consccuentemente un canbio en la pro-
duccién del antibidtico en algunos mutantes (ver tabla 3, T= 32°C con lectura
a las 24 horas y tabla 4 en medio 5). Pero tambi¢n un aumento de la antibiosis
cuundo se usa agar nutritivo, indicando que se trata de un mejor medio para
la deteccion de la antibiosis de 8. commune, bajo lus condiciones llevadas a
cabo en este trabujo. .

Al parceer Ja baja deteceion de In antibiosis en agar nutritivo (tabla 4) en
comparacion con la del medio 5 a 26°C a las 72 horas de exposicién (tabla 3)
se debid principulmente a tres Luctores: '

a) Cambio en lu constitucion del medio y su pH. .

b) Menor tiempo de incubacion e interaccion con el organismo de prueba.

¢) La combinacion de temperaturas que se usaron para provocar la optimi-

zacién del crecimicnto fangico y del organismo de prueba.

Difusibilidad
Diido cque se jresentaron cambios en In produccion del antibidtico contra
B. subtilis cuando se utilizavon dife:entes subsimtos para sembuiine el organismo
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TABLA 3

Variacion de Ia capacidad antibidtica de las diferentes cepas de §. commune,
bajo diferentes condiciones de temperatura y perfodos de interaccién con el

organismo de prueba (B.

subtilis en medio 5), usando medio completo para

Schizophyllum; a pH de 7.0

T= 32°C

= 26°C

Cepa

1
2
8
4
h

19
21
29

23

Lectura 24

Antibiosis Antibiosis

|
|
| |
[ A e e B b ¥ ot

_I_
|
|
FA 4+

horas 72 horas 24 horas 72 horas

Noti: El arganisoro de proehi
bos a la misma temperatura.

s ensayd despuds de 06 harak de crecimicmio del honga, am-



Resultados obtenidos de la difusién y accién del antibidtico en diferentes tipos
de agar, para el organismo de¢ prueba, en mutantes y silvestres establecidos de
§. communt, en medio completo, pH= 7.0, T=30-37°C, empleando B. subtilis
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TABLA 4

como organismo de prueba

Cepa

Medio 5

Agar Nutritivo

o0 =1 oY e Lo R

00

+

_1..

I+

+ +

+
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TABLA 5

Resultados de la difusibilidad del antibiotico de S. commune, a través de una

membrana de celofin, en diferentes cepas establecidas; usando B. subtilis como

organismo de prueba. pH= 7.0, T= 80-37°C. En medio completoc y medio
minimo para S. commune

Cepa Medio Completo Medio Minimo
1 -+ +
2 <% -
8 + 4
4 + +
5 - —
6 o+ 2k
7 4 =
8 + -
9 s i

11 =+ +
12 +

13 & =
14 de =5
15 == —
16 g g
17 — =
18 + —
19 4 &

20 o+ +

21 2 =

22 + -
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TABLA 6

Resultados de la difusibilidad del antibiético de S. commune, a través de una

membrana de celofdn, en diferentes cepas establecidas; usando B. subtilis como

organismo de prueba. pH=: 5.0, T= 30-37°C. En medio completo y medio
minimo para §. commune

Cepa Medio Completo Medio Minimo
1 -+ -+
2 + -
8 = -
4 + +
5 + =
b + ==
7 -+ 3
8 + =+
9 s +

11 + =
12 i +
13 e = =+
14 + e
15 + +
16 + +
17 =+ +
18 4 <
19 o8 &
20 ' + +
21 & k-
22 +° o
23 iy -
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de prueba, se procedié a probar si el antibidtico era poco difusible en el agar
y qué influencia tendrian los nutrimentos y el cambio en el pH del medio. Por
lo que se estudié su difusibilidad en estas circunstancias, utilizando una mem-
brana artificial permeable al antibidtico. Los resultados se presentan en las ta-
blas 5 y 6 en donde se aprecia un cambio considerable de la antibiosis en las
cepas, tanto silvestres como mutantes establecidos en relacién a las lecturas ante-
riores. Se observa que el antibiético es producido en un niimero mayor de cepas
cuando el pH es bajo, y es estimulado cuando se tiene un medio rico en nutri-
mentos orgdnicos (tabla G). A pH 5.0 la mayoria de las cepas aumentaron sus
posibilidades de produccién, dando un mayor nimero de respuestas positivas.

El pH de 5.0 no fue favorable para todas las cepas, como se observa en la
cepit 3 que tuve mejor rendimicnto a pIl neutro.

En forma general, ¢l pH [ue determinante para la produccién del antibiético
contra B. subtilis, ya que el mayor niimero de respuestas positivas se encontr6
en los medios completo y minimo a pH de 5.0. Por lo tanto, los resultados
estin de acuerdo con los obtenidos por otros autores con otros microorganismos
(Florey et al,, 1949; Pittenger y McCoy, 1953).

Antibiosis de las cepas silvestres y de las mutantes establecidas

Estas pruebas se llevaron a cabo en MC y MM a pH de 5.0 y 7.0, para observar
la actividad antibitica contra una serie de microorganismos bacterianos gram®,
gram-, de especies dilerentes, especies relacionadas y subespecies, tanto patdge-
nas como de vida libre, y una especie de levadura (Candida albicans).

En Ia tabla 7 se observa que las cepas de §. commune presentan un mayor
espectro de antibiosis cuando se les suministran unicamente los requerimientos
minimos para su crecimiento, existiendo excepciones (por ejemplo la cepa 10).

Este espectro de antibiosis también varfa de una cepa a otra en su capacidad
de inhibir a los distintos microorganismos. La cepa 20 present6 el rango de inhi-
bicién mds amplio, puesto que tuvo antibiosis contra los 18 microorganismos
probados y la cepa 11, por el contrario, ne inhibié a ninguno de ellos. En los
microorganismos de prueba se encontré distinta sensibilidad en las distintas ce-
pas, atn cntre las bacterias de una misma especie (ver las distintas cepas de
E. coli y S. aurcus).

En la tabla 8 se observa que cuando se cambi¢ el pH de 7.0 a 5.0, la mayor
parte de las cepas de S. eommune fueron incapaces de inhibir a los microorga-
nismos que habfan inhibido a pH de 7.0 (tabla 7). A pH de 5.0 . (tabla 10) la
cepa 20 mantuvo un alto grado de antibiosis, aunque perdié la accién antibid-
tica contra dos cepas de E. coli y una especie de Salmonella (S. paratyphi —B).
Por otro lado algunas cepas que producfan antibiosis a pH 5.0 no lo hacian a
PH neutro y viceversa, con excepcién de la cepa 20, que se mantuvo més bien
cstable.

A pH dcido no fue posible obtener resultados para todos los microorganis-
mos de prueba, debido a que unas cepas de bacterias se perdieron y otras no
soportaron el pH bajo. En la tabla 8 se sefiala con asterisco la ausencia de creci-
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TABLA 7

Resultados obtenidos para las pruebas de antibiosis de las cepas de §. commune, en medio completo y med

io minimo
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TABLA 8

Resultados obtenidos para las pruebas de antibiosis de las cepas de §. commune, en medio completo y medio minimo
frente a diferentes microorganismos; pH= 5.0, T=30-37°C
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miento de la bacteria correspondiente en MM. Cabe aclarar que en los controles
en MM no crecié la bacteria, pero se tomé la lectura de las cajas restantes de-
bido a que el hongo ayudd a desarrollarse a la bacteria (en las que aparece
cualquier signo de antibiosis). En el caso de Candida albicans, se observé que
se desarrollé mejor a pH de 5.0 que a pH de 7.0 y que en algunas ocasiones la
levadura fue capaz de interferir con el crecimiento de B. subtilis que se encon-
traba vecino; cuando el pH era neutro, el efecto entre ambos microorganismos
fue el contrario.

. DISCUSION

Los basidiomicetos tienen una naturaleza [avorable para la produccién de me-
tabolitos secundarios (Turner, 1975). Esta propiedad esti muy relacionada con
las condiciones fisiolégicas en las que se encuentren dichos organismos (Bu'Lock,
1975). Si se piensa que es posible establecer una manipulacién en los mecanis-
mos enzimiticos, que dependen directamente del estimulo del medio, €s muy
probable que exista la capacidad de regular ciertos factores como el tipo de nu-
trimentos en el medio, la accién de la temperatura, el pH, etc. (Smith y Berry,
1974; Berry, 1975; Bull y Bushell, 1976), para provocar la produccién inmode-
rada de ciertos compuestos quimicos que se deseen obtener en grandes cantida-
des, tanto por acumulacién al bloguear unas vias metabélicas, o por el contrario,
una sintesis de novo al suministrar moléculas precursoras que hagan factible la
formacién de nuevas vias para las biosintesis deseada.

La biosintesis de antibiéticos en los microorganismos en general, y en particu-
lar los basidiomicetos, no parece estar bien entendida, ya que la mayor parte
de los autores recientes se han dirigido hacia la selecciébn de cepas mejoradas
genéticamente, olvidandose de la capacidad fisiolégica para el mejoramiento de
Ia produccién de los antibiéticos, a pesar de la existencia de bases bien estable-
cidas sobre la alteracién [isiologica de la produccién de estas substancias en
hongos superiores (Florey et al., 1949), principalmente por las condiciones del
medio de cultivo, que darian cambios en el metabolismo general celular, atin en
cepas silvestres que serian capaces de sintetizar algunos antibiéticos cuando
se encuentren en las condiciones [isicas, quimicas y bioldgicas adecuadas para
ello.

No se trata de establecer aqui una separacién entre los aspectos fisioldgicos
del metabolismo secundario y las caracteristicas genotipicas de codificacién para
los sisternas enzimdticos que hacen posible la biosintesis o degradacién de los di-
ferentes substratos que interacttian en los sistemas intracelulares; sino que se in-
tenta conocer el papel que juegan los factores ambientales en dicha regulacién
in toto.

Se sabe, que la produccién de antibidticos estd influfda por la plasticidad
fisiolégica de los microorganismos, que es enorme (Berry, 1975); en los micro-
organismos procuctores se puede alterar por lactores como el pH, constituciéon
del medio, condiciones fisicas y quimicas del medio, tiempo de esterilizacién del
medio de cultivo, concentracién de O, y CO,, etc. (Florey, et al.,, 1949; Savage,
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1949; Pittenger y McCoy, 1953) sin contar con otra serie de factores que influ-
yen en la capacidad bdsica de produccién de antibiéticos (Backus y Stauffer,
1955).

Por Io tanto, se nota que muchos factores acttian en el mejoramiento fisiolo-
gico de la productividad de los antibiéticos en los microorganismos, como lo
mencionan Backus y Stauffer (1955) para Penicillium. El metabolismo secunda-
rio puede aumentar cuando el crecimiento disminuye o permanece estdtico (pero
no necesariamente) y en este momento es la oportunidad para obtener con
mayor [acilidad los antibidticos (Calam, 1973). Sermenti (1969) menciond que
la mayorfa de los antibidticos se obticnen cuando las células productoras se en-
cuentran en el periodo estacionario de su crecimiento, después de su fase logarit-
mica; este criterio estd de acuerdo con los resultados aqui obtenidos que muestran
mayor antibiosis cuando se siembra cl hongo y se incuba por un niimero mayor
de dias. Como se dijo en los resultados, puede existir también la posibilidad de
que la concentracién minima inhibitoria para el organismo de prueba no se alcan-
ce en un corto periodo de incubacién del hongo y que el antibidtico, ademads
sea poco difusible en el agar.

Respecto a la dilusibilidad, se ha observado que en ocasiones el antibidtico
que sale de la célula, no es difusible a través de membranas de didlisis (Bradley

y Jones, 1960); al parecer este no cs el tipo de antibiético (s) que tiene S. com-
mune_. como quedd demostrado en los resultados de difusién a través de la
membrana, en donde ¢l antibidtico pasé libremente a través de ella hasta llegar
al bacilo de prueba, y su sintesis estaba estimulada por el medio completo para
Schizophyllum y cl pH acido.

Es importante seinlar que la hiosintesis de los antibidticos, en los microorga-
nismos, es fuertemente dependiente de las condiciones de cultivo en la mayoria
de los casos, de tal manera que la adicién de diferentes substancias traeria con-
sigo_la estimulacién, inhibicion o modificacién del antibidtico (Florey et al.,
1949; Smith y Berry, 1974; Johnston, 1975).

El efecto de Ias dilerentes concentraciones de hidrogeniones puede ser inter-
pretado en términos de sus electos en el transporte de los nutrimentos, la solubi-
lidad de los nutrimentos, las reacciones enzimiticas o fendmenos superficiales
(Bull y Bushell, 1976) y no como un pardmetro unitario con efectos determina-
dos estrictamente. En los hongos la respuesta al pH puede diferir de acuerdo
a su concentracién; asi que puede tener electo en la cinética enzimdtica cuando
el pI es bajo, o alectar la solubilidad de los metales en pH alto, pero al pare-
cer, el efecto mds directo del pH externo estd en la permeabilidad y otros fe-
nomenos superficiales celulares.

La célula siempre mantiene un pH dilerente en su citoplasma, en relacién al
medio externo (Berry, 1975), y tal vez en esto radique la mayor parte de su
equilibrio metabdlico, que permita manejar las concentraciones ionicas para
su supervivencia. Los sistemas vivos poseen diferentes pH dptimo para sus fun-
ciones; en el caso de los hongos filamentosos parece haber una tendencia hacia
los medios dcidos, por lo que se facilitaria mds la produccién de metabolitos
icidos (Florey et al, 1949) o serian mis funcionales estos metabolitos en los
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medios dcidos. Por lo tanto, un antibidtico que sea de tipo dcido, puede ser mds
fidcilmente sintetizado por el hongo y a su vez mis funcional como substancia
antagénica (Florey et al,, 194Y) si el medio de cultivo es también bajo en su
pH; los resultados de los patrones seguidos en la antibiosis por Schizophyllum
(tublas 7 y 8 para B. subtilis) no se comportan de esta manera, ya que la produc-
cién de antibidtico (s) decayd en el pH 5.0, no asi cuando se vio la dilusion a
través de la membrana, en donde [ue mayor la antibiosis en el pH 5.0, lo que
hace sospechar mds bien de una mala o nula dilusién del (los) antibidtico (s)
en la placa de agar. .

Los electos de la temperatura son amplios y estdn correlacionados con otros
factores; por ejemplo, en un medio en donde la temperatura es elevada, la con-
centracién de O, es menor que en’ una temperatura baja; de manera similar,
los requerimientos nutricionales y el pH favorable para el crecimiento, tam-
bién se ven inlluenciados por la temperatura, La induccién o la represién en Ia
biosintesis celular se altera también por electo de la temperatura; como ejemplo,
se tiene lu dependencia de eertos aminodcdidos o vituminas, gue los hongos
tienen después de huber perdido In capacidad de sintetizarlos cuando se Ileva
a cabo la clevacion de la temperatura (Bull y Bushell, 1976).

Berry (1975) propone que In tasa de crecimicnto nuiximo se alcanza cuando
se restringe lu tasa de erecimiento por las caracteristicas inherentes del propio
organismo nits que por L disponibilidad de los nutvimentos, y debido o las con-
diciones de crecimiento de los hongos [ilamentosos, se puede considerar para
ellos un tipo de crecimiento exponencial (Righelato, 1975). Bu'Lock (1975)
menciond que el metabolismo secundario y el crecimiento no son actividades
incompatibles, aunque se presentan {recuentemente como alternativas comple-
mentarias en el ciclo de erecimiento.

El metabolismo y el crecimiento pasan por distintas fases (Turner, 1971);
inicialmente en la “trofofuse” ¢l organismo crece de una manera exponencial,
con captacidon de los nutrimentos esenciales a una velocidad constante, en esta
fase raramente hay sintesis de metubolitos secundarios y se termina con el agota-
miento de uno de los nutrimentos del medio, que puede ser nitrdgeno o tosloro
e inmediatamente Ju replicacion celular se detiene, cambia el metabolismo y em-
pieza la sintesis de metabolitos secundarios; en este momento se dice que empieza
la “idiofase”, o sea cuando apuarecen los metabolitos secundarios propios de la
especie, y que continia hasta que las reservas de carbohidratos se agotan.

Se ha legado a la conclusion de que los eventos necesarios para la produc-
cion de metabolitos secundarios son los siguientes:

a) Ll agotamiento de algin nutrimento esencial y por consiguiente la suspen-
sién de la replicacion celular.

b) Una acumulacién de intermediarios del metubolismo primario.

c) Que estos metabolitos intermedios disparen la induccion de las enzimas
necesarias para la biosintesis secundaria o la activacién de las enzimas formadas
durante la trofolase.

Como se observé en los resultados de la influencia de los factores fisicos y
. quimicos, la temperatura y el tipo de medio tanto para el organismo productor
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como para cl de prueba, tienen una influencia determinante. El metabolismo
de Schizophyllhim tuvo ciertos cambios, de tal manera que permiticron estable-
cer que la temperatura favorable para producir el antibiotico era Ia baja (26°C),
lo que no esti de acuerdo con laencontrada por Parag y Parag (1974). E1 me-
jor medio para el organismo de prueba para la deteccion de la antibiosis, de
los dos que se usaron, fue el agar nutritivo; en estas conclusiones se encuentran
involucradas variables como el tipo de nutrimentos del medio, el pH, etc, cuya
importancia es fundamental en los procesos metabdlicos (Mateles y Wogan, 1967;
Smith y Berry, 1974; Olutiola, 1976) y mds directamente sobre la produccién de
antibidticos (]ohmon, 1946, Hervey, 1947; Florey et al., 1949; Savage 1949;
Pittenger y McCoy, 1958).

Los sistemnas miis susceptibles de modificarse durante la biosintesis de los an-
tibidticos por accién de la temperatura y Ia composicion del medio, como se dio
en los resultados de este trabajo, pueden ser los sistemas enzimdticos (que en
ultima instancia son los que modifican a los metabolitos primarios para llevar-
los a las vius secundarias); el clecto de la temperatura en las enzimas estd am-
pliamente comprobado en los seres vivos. De manera particular, en los hongos,
la temperatura actia en los mecanismos de la germinacidn, la produccion y, por
consiguiente, en bastantes. actividades de los organismos fingicos durante el
crecimiento. Siempre hay un 6ptime en la temperatura para el crecimiento;
pero ademas, cada enzima, sistema enzimitico o mecanismo de regulacién meta-
bolica, pueden tener su punto de Optima temperatura que también difiere en
los diversos microorganismos, por lo tanto cabe Ja posibilidad de inducir o repri-
mir ciertos pasos enzimiticos por la accién de diferentes temperaturas, ya sean
altas o bajas, segiin el organismo de que se trate. Por lo general se dice que una
baja temperatura abate el metabolismo celular, mientras que una alta aumenta
la tasa de actividades celulares, pero no se sabe el papel que tiene en el meta-
bolismo secundario de los hongos, que seria el importante en este caso. En
cuanto a la constitucidn del medio de cultivo, es mids complejo el papel que tie-
nen todos y cada uno de los constituyentes.

En los hongos se sabe que la composicidn y concentracién del medio actia
cambiando el metabolismo, por ejemplo, en ‘moniliales y basidiomicetos, en los
cuales la capacidad metabdlica secundaria es alta (Turner, 1975), y que tienen
[uertes cambios en relacion al substrato que las células estin manejando; asi,
por cjemplo, la pigmentacion, ¢l erecimiento, cie, se ven influidos por la na-
turaleza rica o pobre en material orginico e inorginico y, por lo tanto, hay
tambicn una mayor respuesta il medio,

El tipo de substratos utilizados aqui, estd determinado para una clara expre-
sion genética (Raper, 1966) y, por consiguiente, Jos nutrimentos estin balan-

«ceados con las concentraciones adecuadas de sales y compuestos orgdnicos, para

mantener también una aceptable respuesta lisiologica. Por Jo mismo, no se va a
entrar en mayores detalles en la composicion y accién de cada uno de sus com-
ponentes, tanto orgdnicos como inorgiinicos.

El cambio en el pH con foslato monopotisico cs el que podria originar algu-
na variaciéon (idea que se ha tomado en cuenta), ya que se sabe que este [aslato
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es el tinico asimilable y su captacién depende de la acidez del medio, declinando
a un pH superior a 6.0 (Berry, 1975).

La antibiosis de S. commune sigue distintos patrones, en donde podemos dis-
tinguir tres principales: en el primero la antibiosis de Schizophyllum frente a
B. subtilis no parece estar dada por mecanismos ce biosintesis secundaria tipica
COTO s€ conoce para otros microorganismos, en donde un “stress” nutritivo trae-
ria consigo el abatimiento del metabolismo primario para dar paso el secunda-
rio; aqui todo parece indicar que el antibiético contra B. subtilis de las cepas
utilizadas de S. commune puede producirse en un metabolismo secundario pa-
ralelo al primario, por las siguientes razones:

a) Se detectaron mayor niimero de cepas con respuesta positiva cuando el me-
dio era rico en material orgdnico (ver cuando se usdé membrana, tablas 5 y 6).

b) Fue mayor la actividad antibi6tica cuando se usé el pH de 5.0, que es mis
favorable para los hongos filamentosos, y por consiguiente para un mayor me-
tabolismo y crecimiento. | _

c) El tiempo de crecimiento del hongo, ue de 72 horas antes de colocar el
bacilo de prueba, o en una ocasién de 96 horas, permite suponer que Schizophy-
llum se encontraba en la trofolase, en la fase de crecimiento exponencial (de
acuerdo a Berry, 1975; Righelato, 1975).

d) El metabolismo secundario fue mds evidente al disminuir el crecimiento
a baja temperatura (26°C). Esto daria la idea de que el antibiético encontrado
por Parag y Parag (1974), posiblemente no esté relacionado al (los) aqui encon-
trado (s), ya que su temperatura éptima fue de 32°C (que se encuentra en el
rango de temperatura éptima para el crecimiento de Schizophyllum).

El segundo patrén seria el de la antibiosis de Schizophyllum frente a diferen-
tes microorganismos. Este estd mds de acuerdo con lo registrado para la produc-
cién de antibiéticos en la mayoria de los microorganismos productores (Ser-
monti, 1969; Turner, 1971), en donde la falta de un medio rico en nutrimentos
o la carencia de algunos que son esenciales porovocaria la sfntesis secundaria y,
por observaciones en el laboratorio, se ha visto que, por lo general, la tasa de
crecimiento es mayor en el medio completo que en el medio minimo (relirién-
dose a S. commune), por lo que al retardar el crecimiento facilitarfa el paso
de la trofolase a la idiofase.

Como se menciond anteriormente la ausencia de la antibiosis en el medio de
pH 5.0, podria estar dada por la falta de difusibilidad, pero existen otras posi-
bles razones también a este respecto, que serian, por ejemplo, la aceleracién
metabolica por el pH de 5.0, que no permitiera el paso de la trofofase a la idio-
fase y, por lo tanto la suspensién de la biosintesis sccundariap en las vias que
producen el (los) antibiético (s) contra los distintos microorganismos. Por lo tan-
to, serian distintos los mecanismos [isiol6gicos de la “antibiosis frente a B. subti-
Iis" y de la antibiosis para el resto de los microorganismos estudiados.

Por lo anterior se puede suponer que son distintos Jos metabolitos antibiéticos
que se producen en cada cepa, o sea que cada mutante o silvestre parece tener
produccién de varias moléeculas antibidticas, dependiendo del estado [isiolégico
en el que se encuentre. El estado fisiolégico estaria dado por las condiciones
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{isicas y quimicas del medio y el estado metabdlico o ¢l estado de crecimiento
en el que se encuentra Schizophyllum. Asimismo, la regulacion de los posible-
mentes antibidicos, es distinta también,

Un tercer tipo de regulacién y de un posible nuevd antibidtico (tal vez dis-
tinto al de los anteriores), serfa €l que se presenta en la cepa 20 que es de amplio
espectro de accidn, que se produce en todos los medios y condiciones. fisiolégicas
aqui probados y, qiie se presenta con mds efectividad en medios dcidos. Todo
parece indicar que es un- antibi6tico que estd relacionado con el metabolismo
de la via del Shikimato — Corismato, ya que esta cepa tiene alterada la biosin-
tesis del triptofano, provocando la formacién de indigotina. Se ha comprobado
el poder antibiético del indol en los microorganismos; este indol, al oxidarse
en el medio, forma los cristales de indigotina como los que presenta la cepa 20;
pero por andlisis genéticos, se comprobd que no es el pigmento (la indigotina)
el que posee la capacidad antibidtica (resultados no presentados aquf). Por lo
tanto es probable que haya otras vias metabélicas secundarias que estén mane-
jando substratos continuamente, que provengan de esta via aromdtica alterada.
Pero no se puede desechar la idea de algin otro origen de (los) antibidtico (s)
de esta cepa 20,

Existe también la posibilidad de que se trate de una cepa mutante en donde
estén reunidas varias capacidades fisiolégicas diferentes de formacién de anti-
bidticos, y que el efecto observado dé la suma de todas estas capacidades; para
respaldar esta idea se tiene la evidencia de que fue capaz de inhibir a todos los
microorganismos probados (ver tablas 7 y 8), y dada la diversidad de éstos, es bas-
tante dificil que actiie un metabolito como inhibidor universal del crecimien-
to, dada la especificad de accién de los antibidticos descubiertos hasta ahora
(Gottlieb y Shaw, 1967). O sea que, tal vez, esta cepa sea capaz de producir al
mismo tiempo varios antibioticos diferentes y no uno universal, y que ademds
la mayoria de ellos sea estable a los cambios de pH. La mayor actividad antibié-
tica de esta cepa 20 cn el medio con pH 5.0, se pudo haber debido a dos razones:

a) Un metabolismo secundario acelerado por la accién de la acumulacién de
metabolitos intermedios procedentes de una biosintesis primaria (biosfntesis
del triptofano), también acelerada por un pH favorable (pH 5.0), pero alterada
por la mutacidn.

b)Y Un nucevo tipo de metabolitos sceundarios, que scan distintos a los de las
demis cepas y que tienen mayor sintesis, mejor actividad y mejor difusion en
el agar, cuando cl pH es dcido.

Por lo tanto, las distintas cepas de Schizophyllum commune poseen cualida-
des fisiologicas dilerentes para la produccion de antibidticos, segiin sea sus con-
diciones fisiolégicas propias de respuesta, a los factores externos; o sea que, las
cepas aqui usadas, poseen distintos sistemas fisioldgicos de regulacién de la pro-
duccién de antibidticos, tanto las silvestres como las mutantes.
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