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Entre los esteresfosfato integrantes de la Materia Orgéanica del suelo, destaca,
por su trascendental funcionalismo bioquimico, la presencia de los Acidos Nu-
cleicos (ANDERSON, 1967).

Los acidos Nucleicos, existentes en toda célula viva, llegan al suelo proce-
dentes de descomposiciones vegetal animal y microbiana. En los suelos, consti-
tuyen al descomponerse un “pool” de nucle6tidos, asi como una reserva de
P. Organico, mineralizable, y por consiguiente de gran importancia en Nutri-
cion Vegetal.

La primera evidencia de la presencia de Acidos Nucléicos en la Materia Or-
ganica del suelo se tuvo, cuando a principios de siglo, SCHREINER & SHOREY
(1910), aislaron de extractos de suelo adenina, guanina y citosina,

Estudios espectrofotométricos y cromatograficos (Apams et al, 1954) y ANDER-
soN (1957) y (1961) han permifido establecer los valores cuantitativos de ADN
vy ARN en los suelos.

Ciertos microbios, ejercen actividades enzimaticas de despolimerizacién so-
bre los Acidos Nucléicos, tales actividades han sido objeto de numerosas inves-
tigaciones.

Fusiiio et al. (1959), estudian la produccién de DNA-asa en estirpes de es-
tafilococo.

JEFFREIS et al. (1957), utilizan un método en placa, que posteriormente mo-
difica en parte STREITFELD (1962) para aplicarlo al estudio de las caracteristicas
nucledsicas del género Pseudomonas. Este método emplea reactivos revelado-
res para detectar la actividad DNA-asica.

(1, Extracto de la Tesina presentada por la Srta. Rosario Azeén Gonzaler
de Aguilar para obtener el #itulo de Licenciado - Graduado en Farmacia.
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GREAVES et al (1970), investigan la degradacién de Acidos Nucleicos por Cy-
tophaga...

Pero, mas que una investigacién sobre una accién bioldgica de despolimeri-
zacién en general, nuestro objetivo principal, es considerar el estudio de la ac-
tividad nucleasica microbiana como fendmeno de mineralizacion de un Fosfato
Orgéanico en los suelos, con posible liberaciéon de ion fosfato (nutriente vegetal).

StoxLasa (1908), fue el primero que estudié la mineralizacién de los Acidos
Nucliéicos por microbios del suelo. A partir de entonces, en diversos trabajos se
describe tal accién (Prcci, 1952; KoBuUs et al. 1961 y GREAVES & WEBLEY, 1965),
estudidndose el comportamiento microbiano frente a los &cidos nucléicos como
tales Fosfatos Organicos.

Frecuentemente son citadas las especies del género Bacillus entre las razas
mas activas en la liberacién de P (SaimMaNova 1953; KOTELEv et al., 1963 y Ma-
ZILKIN et al., 1964), por lo que se destaca ain méas el importante papel que di-
chas especies desempefian en el ciclo general del P en los suelos.

Revisadas las técnicas seguidas por los autores anteriormente citados, asi
como las descritas por BaREA et al. (1970), aplicable al estudio de la liberacion
microbiana de P a partir de los Acidos Nucléicos, considerados como Fosfatos
Organicos de los suelos, iniciamos el presente trabajo con los siguientes objeti-
VoS!

1—Fleccién de una técnica en medio sélido idénea, rapida y satisfactoria
para el aislamiento de gérmenes mineralizadores de P de los Acidos Nucléicos.

2 —FEleccidén de una técnica en medio liquido para confirmar la liberacién
enzimética de P por las bacterias, y contrastar con la anterior técnica en medio
solido.

3.—Aplicar esas técnicas para realizar aislamientos en muestras tomadas por
nosotros en suelos agricolas de la provincia de Granada.

MATERIAL Y METODOS

Material—Iniciamos nuestro estudio con 30 razas aisladas del suelo mine-
ralizadoras de los Fosfatos, Lecitina, Glicerofosfato y/o Fitato, pertenecientes a
la coleccién bacterioldgica de la Estacién Experimental del Zaidin (Granada). Las
30 estirpes fueron identificadas por BAREA et al. (1969).

Como sustrato modelo, elegimos el ADN, producto comercial, estimando el
mayor interés de su estudio, por encontrarse en los suelos en cantidades supe-
riores que el ARN (ApaMms et al. 1954 y ANDERSON, 1961).

Técnicas empleadas.

1.—Eleccién de técnica para el aislamiento en medio sélido. Fueron estu-
diados 3 medios de cultivo:

Medio de Ramos y Carrao (1967), sin glucosa

Medio de JEFFRIES et al. (1957).

Medio de LoNcHHEAD & CHASE (1943), modificado por nosotros al ser adicio-
nado con agar al 2 por ciento para convertirlo en medio sélido.

A estos medios se les adiciond posteriormente el ADN que previamente fue
preparado en soluciéon acuosa, 0,02 g/ml.
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El pH de esta solucién de ADN era aproximadamente de 2, por lo que deci-
dimos neutralizar tal como hacen BAREA et al. (1970) al preparar un Fosfato
Orgénico.

Al dejar estar la soluciébn a pH=7—7,1, se produce un precipitado coloi-
dal. En este estado, puede ser esterilizado por filtracién al Millipore (0,45 u de
poro), ya que el precipitado atraviesa dicho filtro.

1 ml. de esta solucién de ADN, se adiciona a 9 ml. de medio de cultive fun-
dido y enfriado a unos 45°, obteniéndose una concentracién final de 0,002 g/ml.
(GREAVES & WEBLEY, 1965), esta mezcla se vierte en placa de Petri quedando el
medio con una tenue opacidad y apto para proceder a la siembra bacteriana.

La siembra se efectiia en forma masiva en sectores. (Fotografia). Las placas
fueron incubadas a 25° y efectuadas lecturas diariamente, para detectar la for-
macidon de halos solubilizadores del sustrato fosforado.

2.—Técnica en medio liquido para confirmar la liberaciéon de P a partir de
ADN.

Fue empleado €l medio B de LONCHHEAD & CHASE (1943), prescindiendo del
Fosfato Inorgénico y utilizando como tnica fuente de P el ADN.

El ADN se prepar6é previamente por disoluciéon en agua destilada al 1 por-
ciento. El pH de esa solucidon se ajusté entre 6,7-6,8 (pH del medio de LoN-
CHHEAD & CHASE de esta forma no ocurre la precipitacibn que se produce a
pH = 7-7,1,

Esta solucidn era adicionada al medio de LoONCHHEAD & CHASE en proporcion
1/10, quedando el ADN a concentracién final de 0,1 por ciento P/V. Este medio
transparente se esterilizé por filtraciéon al Millipore (0,45 u de poro) y se repar-
ti6 en tubos estériles.

Los microorganismos sembrados fueron incubados 5 dias a 25°. La turbi-
dez (o su ausencia) producida por el crecimiento bacteriano fue estimada capa-
cidad positiva (o negativa) para utilizar el ADN como Unica fuente de P.

La medida nefelométrica da idea cuantitativa de la capacidad enzimatica.

3.—Aplicaciéon de las técnicas anteriores para efectuar aislamientos de gér-
menes mineralizadores en muestras tomadas por nosotros en suelos agricolas.

Con muestras de suelo fueron realizadas diluciones suspensiones seriadas al
1/10 y de las diluciones 10—4 y<10—5 se sembrd en medio sélido adicionado con
ADN (medio de Ramos y CALLAO).

Incubadas las placas durante 5 dias a 25° se tomaron los gérmenes solubi-
lizadores y confirmd su accién DNA-asica en medio liquido (B de LoO.CHHEAD &
CHASE, modificado),

RESULTADOS

La solubilizacién en placa queda patente en la fotografia.

Exponemos una Tabla comparativa de la actuacién bacteriana en medio s6-
lido R-C (Ramos y CALLAO, 1967) y en medio de LONCHHEAD & CHASE, 1943).

En medio s6lido anotamos solubilizacién positiva o negativa. En caso posi-
tivo, damos el didmetro del halo en mm. a los 5 dias de incubacién. Incluimos
lectura nefelométrica del crecimiento bacteriano en medio liquido.
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Modelo de solubilizacion en placa

Medio R-C (Ramos y CaLLao, 1967) adicionado con ADN,
Gérmenes:

Marcado con flecha:

Siguiendo el sentido de la flecha 35 = Xanthomonas sp.

B-1 = Bacillus sp.
41 = Kurthia sp,
26 = Cellulomonas sp.
9 = Pseudomonas sp.

36 = Agrobacterium sp.
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Solubilizacién en placa Yy utilizacion en medio liquido de ADN

Medio de:
RaMos y CALLAO LoNCHHEAD & (CHASE
Germen  Genero Solublli-  Pimetro, Crecimiento Lectuza ne
B-6 Pseudomonas sp. + 20 + 45
4 Acinetobacter sp. — — — —
32 Bacillus sp. + 18 + 40
13 Bacillus sp. + 8 + 11
11  Flavobacterium sp. — — — —
PB Bacillus sp. + 10 + 30
H Micrococcus sp. - - — -
42 Pseudomonas sp. + 15 + 39
8 Pseudomonas sp. — — —_ —
45 ~ Sarcina sp. + 15 + 41
4¢  Corynebacterium sp. + 12 + 40
2 Pseudomonas sp. + 12 + 36
2a  Pseudomonas sp. + 6 + 11
A Aerobacter sp. + 8 + 14
29 Pseudomonas sp. — — — -—
44  Aeromonas sp. — — — —
3a  Acinetobacter sp. + 15 + 40
VI  Corynebacterium sp. =+ 12 + 30
: 33 Bacillus sp. + 15 + 35
27 Bacillus sp. + 12 + 30
| 26  Cellulomonas sp. — — — —
41 Kurthia sp. + 14 + 16
| B-1 Bacillus sp. + 7 + 16
E 35 Xanthomonas sp. + 18 + 45
| 36  Agrobacterium sp. — — — —
9 Pseudomonas sp. « + 18 + 40
6 Bacillus sp. + 18 + 37
3 Bacillus sp. — — — -
1 Pseudomonas sp. — — — —
5 Bacillus sp. + 15 + 30

Con respecto a la eleccion de medio de cultivo sélido, los resultados obteni-
dos en los tres medios estudiados son similares: 2 excepciones: Germen 13 y
germen B-1, ambos Bacillus sp., solubilizan en placa solamente con medio de

|

|

[ DISCUSION Y COMENTARIOS
F Ramos y Callao y no en los restantes medios.

:
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Esta circunstancia nos hace pensar en un elemento nutritivo apartado por
el Extracto de Levadura, constituyente del medioc R-C y ausente en los otros
dos medios.

Por esta razén y por su facilidad de preparacién, dada la sencillez de su
composicién, nos inclinamos por la eleccién del medio R-C.

En cuanto a la eleccién del medio de cultivo liquido: El medio B de LoN-
CHHEAD & CHaSE (1943) es considerado medio bésico para el aislamiento de gér-
menes del suelo. GREAVES & WEBLEY (1965), utilizan este medio sin P inorgani-
co, suministrando glicerofosfato como la Gnica posibilidad de utilizacién de P.
Sélo los gérmenes enzimaticamente capacitados podran tomar el nutriente del
sustrato organico, crecer y ofrecer turbidez en los cultivos liquidos.

Nosotros aplicamos este razonamiento en el presente estudio sobre el ADN,
suministrando este sustrato como Unica fuente de P; hemos comprobado que
unos gérmenes son capaces de crecer (estimam’os que por estar dotados enzi-
méaticamente para utilizar el P del ADN) mientras que otros son incapaces.

Por la rapidez de esta técnica (a las 24 horas se aprecia en la mayoria de
los casos el crecimiento) y por la posibilidad de realizar medidas nefelométricas
que nos den idea de la positividad, asi como por la reproducibilidad de los re-
sultados, hemos decidido adoptarla como técnica normalizada para el estudio
de la actividad DNA-asica de las bacterias del suelo en medio liquido.

Aspecto fundamental es la discusién de la preparacién del ADN para ser
adicionado a los medios de cultivo basicos:

JEFFREIS et al, (1957) y STRITFELD et al. (1962), estudiando la produccién de
nucleasa en medio sélido, emplean una técnica en la cual preparar el ADN en
solucién acuosa trasparente (que no llevan a su punto isoeléctrico). Estos autores
consiguen un medio sin opacidad, pero detectan la actividad nucleésica con reac-
tivos reveladores que se comportan de forma diferente en las zonas de la placa
(halos) con el ADN atacado por la bacteria, que en las zonas no atacadas.

La precipitacién coloidal del ADN que conseguimos al llevar su solucién a
pH=7—71, conferia opacidad al medio de cultivo. De esta forma, la formacién
de halos de aclaramiento en torno a ciertas colonias, pone de manifiesto a sim-
ple vista el ataque bacteriano al ADN, (Fotografia),

La relacién entre formacién de halo y liberacién de P es concordante, como
se aprecia en la Tabla de Resultados y discutimos después.

El motive de no llevar la solucién de ADN hasta pH = 7-7,1, cuando ha de
ser empleada en medio liquido, es precisamente evitar la precipitacién, para po-
der apreciar el crecimiento bacteriano en caso de que el ADN sea utilizado.

Como se aprecia en la Tabla, existe una perfecta correspondencia en posi-
tividad y negatividad al comparar las técnicas en medio sélido y liquido. La di-
ferencia de pH (7-7,1 en medio sélido y 6,7-6,8 en medio liguido) no fue suficien-
te para influenciar diferencias en la actuacion bacteriana, pero es totalmente
decisiva para la mecanica de la técnica.

Esta circunstancia de correspondencia ha sido confirmada al realizar unas
experiencias de aislamiento bacteriano en muestras de suelo sobre medio sélido
(R-C mas ADN). Todas las bacterias formadoras de halo mostraron capacidad
para utilizar ADN como unica fuente de P en medio liquido, siendo incapaces
de utilizarlo las bacterias negativas en placa.
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Nuestra opinién y conclusién es que formacién de halo de solubilizacién en
placa, puede ser estimada como sinénimo de despolimerizacién de ADN con li-
beracién de P,

Es de destacar la actividad positiva de los gérmenes del género Bacillus. Tal
observacién concuerda con las opiniones de KOTELEV et al. (1962), SAIMANOVA
(1953) y MAZILKIN et al. (1964) que citan diversas estirpes del género Bacillus
poseedoras de actividad nucleésica.

RESUMEN

Se estudia una técnica en placa para investigar la liberacién de P del ADN
Jor bacterias del suelo.

El ADN, en suspensién coloidal, (pH = 7-7,1), es adicionado a un medio ba-
sico al que le confiere opacidad.

Las bacterias con actividad deoxirribonucledsica forman al crecer en dicho
medio halos de solubilizacién del ADN (Fotografia).

La formacién de halo, puede ser estimada sinénimo de liberacién de P, como
se comprueba al estudiar las mismas bacterias por otra técnica (también descrita
en este trabajo), en la cual se emplea un medio liquido con ADN como Unica
fuente de P.

SUMMARY

A plate technique to investigate the ability for P liberation from DNA, by
soil bacteria, has been studied.

DNA, in colloidal suspension, (pH = 7-7,1), is added to a basal medium
making it opaque.

Detection of deoxirribonuclease producing organisms was achieved by halos
obtained (Photography).

Halo formation must be estimated as a proof of P liberation from DNA,
since it was confirmed, by checking of the same bacteria in another technique,
(also described in this paper), using a basal liquid medium with DNA as sole
phosphorus source.
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