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INFLUENCE OF THE CAFFEINE IN THE ANTIBIOTIC
RESPONSES OF Schizophyllum commune

SUMMARY

At this work, it was observed an alteration of the antibiotic responses oí
Schizophyllum commune when caffeine was added to the culture media, because
it is a toxigenic substance for several cell processes. It was found a decrease in
the antibiotic capacity of homokaryotic wild type and mutant strains. The role
of caffeine in inducing ant (antibiotic procluction) mutants is discussed.

RESUMEN

En este trabajo se observó que la antibiosis de Schizophyllum commune fue.
alterada por la acción de la cafeína en el medio de cultivo, ya tjue es una subs-
tancia tóxica para varios procesos celulares. Fue notorio el decremento en el
patrón antibiótico de los homocariones silvestres y mulantes establecidos. Se
discute el papel de la cafeína en la inducción de mutaciones ant (antibiosis).

INTRODUCCIÓN

La cafeína es un análogo de las purinas, con grupos metilo en las posiciones
1, 3 y 7 (Kihlman, 1974). Se conoce actualmente su actividad como mutágeno
que actúa inhibiendo a las enzimas del ADN, durante la reparación por excisión
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y la recombinacional (postreplicación) (Doneson y Shankel, 1964; Kihlman,
1974), y su posible efecto antimutagénico (Barfnech y Shankel, 1975); también
actúa en Schizophyllum communc en estos tipos de reparación obscura (Dubo-
voy y Muñoz, en preparación).

Otra acción de la cafeína es la que tiene en la elevación de los niveles del
Adcnosín 3'-5'-Monofosfato Cíclico (AMP cíclico), al inhibir a la fosfodiestera-
sa, que es la enzima degradadora (Robison et al., 1971). También actúa en la
inhibición de la síntesis de proteínas, como se ha demostrado en levaduras
y en Escherichia coli (Putrament et al., 1972).

Se sabe que la cafeína tiene una inespecificidad dentro de la célula; la toxi-
cidad de la cafeína se ha encontrado que está sobre la susceptibilidad de los
microorganismos a algunos antibióticos. Sundar-Raj y Dhala (1965) registraron
que la cafeína hace sensibles a ciertos antibióticos a algunas bacterias que eran
resistentes y en otros casos la cafeína favorecía la superviviencia de las bacte-
rias cuando se trataba de otro antibiótico. Hallaron que el efecto antimicro-
biano fue elevado cuando se trató con cafeína y tetraciclina; de manera inversa,
encontraron que la estreptomicina tenía poco efecto cuando había cafeína en
el medio.

En el presente estudio, se observó la presencia cíe la cafeína como un posible
efecto sobre la expresión de la actividad antibiótica de 37 cepas de Schizophy-
llum communc Fr. (silvestres y mulantes); y por otro lado, se estudió el papel
de la cafeína como mutágeno para una posible obtención de cepas producto-
ras cíe antibióticos.

MATERIALES Y MÉTODOS

Cepas utilizadas

De las 37 cepas de S. communc usadas en este trabajo, 22 de ellas pertenecen
a las 23 que fueron utilizadas en un trabajo anterior (Muñoz y Dubovoy, 1979)
y además 15 cepas con genes supresores originadas en el laboratorio, para un
trabajo independiente sobre rmungcnesis, cuyas características se presentan en
la tabla 1.

Las cepas de los microorganismos de prueba para ver la acción antibiótica
de Schizopyllum, son las mismas que se utilizaron anteriormente y fueron sem-
bradas de la misma manera en agar nutritivo y en medio 5 para antibióticos
(para Bacillus subtilis).

Medios de cultivo

Se emplearon medio completo (MC), medio mínimo (MM) y medio míni-
mo -f- requerimientos (MM -j- —); a un pH de 7.0, cuyas características están
en Muñoz y Dubovoy (1979). Cuando fue necesario, se agregó la cafeína al
medio mínimo antes de la esterilización, en una concentración cíe 1.0 y 0.5
mg/ml.
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TABLA 1

Características de las cepas con genes supresores

Número de la
cepa para es-

te trabajo

la
2a
3a
4a
5a
6a
7a
8a
9a

10a
Ha

. 12a
13a
14a
15a

Número
original

8-11
8-10
8-10
8-10
8-11
8-11
8-11
8-11
8-11
8-10
8-11
8-10
8-ri
8-11
8-10

M utágcnos
Cafeína Ultravioleta

Marcadores rng/ml evg/mmS

nic-4
nic-3
nic-3
nic-3
nic-4
nic-4
nic-4
nic-4
nic-4
nic-3
nic-4
nic-3
nic-4
nic-4
nic-3

sup-7 0.5
sup 1.0
su'p-15
sup-12
sup
sup-3
sup-2
sup-4
sup-5 0.5
sup-14
sup-8 ' 0.5
sup-13
sup
snp-6 0.5
sup- 11

3 .000
1500
2500
1500
1500
2500
2000
1 OÜO
1000
3000
1 50Ü
1 500
3500
1000
1500

Nota: Las cepas marcadas con el número original 8-10 u 8-11, poseen los siguien-
tes factores de compatibilidad;

8-10 Aa i-p\
8-11 A a a -p B

Cuantijicación cíe la anllbiosis

Se usaron tres tipos de símbolos: -)- para una inhibición del crecimiento del
organismo de prueba, que fuera clara, formando un halo alrededor de Ja cepa
productora del antibiótico. El signo ±, en las ocasiones en que había una in-
hibición parcial, con la presencia de algunas colonias bacterianas resistentes
en el campo del halo. El signo — , para la ausencia de inhibición del -organis-
mo de prueba.

RESULTADOS

Cafeína como suplemento en el medio de cultivo

En la tabla 2 se presentan los resultados obtenidos de la antibiosis de los 22
homocariones probados con cafeína en el medio, en donde se observa que no se



TABLA 2

Resultados obtenidos para las pruebas de antibiosis de los silvestres y imitantes establecidos, en medio mínimo
y 0.5 mg/ml de cafeína, frente a diferentes microorganismos.en T= 30-» 37°C; pH= 7.0.
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TABLA- 3

Resultados obtenidos para las pruebas de antibiosis de los 15 mulantes supresores, obtenidos por acción de UV y/o
cafeína (trabajo en preparación de Dubovoy y Muñoz); frente a diferentes microorganismos, en medio completo y
medio mínimo a T= 30-»37°C; pH= 7.0.
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presentan la mayor parte de los signos de antibiosis positiva obtenidos en el
.medio sin cafeína; la cepa 20 mantiene el mayor espectro de antibiosis (Staphy-
lococcus aureus, Sarcina lútea y Esfherichia coli), en ambas concentraciones de
cafeína; la cepa 12 presenta antibiosis contra Salmón/día typhi Ty2 en 1.0 y 0.5
mg/ml; y la cepa 23 presenta antibiosis en la baja concentración de cafeína
contra Candida albicans, pero en medio sin cafeína no posee esta propiedad.

Cafeína y/o luí ultravioleta como mulágcnos

Como anteriormente se mencionó, se ha comprobado el papel mutagénico
de la cafeína por intervenir en la función de la reparación, o sea la reparación
por excisión y recombinaciónal (postreplicación), del ADN, cuando se pro-
vocan lesiones con luz ultravioleta. Algunos autores han tratado de establecer
si también por ser un análogo de las purinas, es posible que entre a formar
parte del ADN íntegramente y cause las mutaciones de esta manera; pero la
mayoría de los autores se inclinan por la inhibición de la reparación, que ha
sido ampliamente comprobada (Kihlman, 1974), y cuyo efecto también depende
de la concentración de la cafeína (Barfknecht y Shankel, 1975).

Por lo tanto, se tomaron al azar 15 cepas mulantes obtenidas por diversos
tratamientos de cafeína y/o luz ultravioleta, las cuales están representadas en
la tabla 1, para probar su actividad antibiótica contra diferentes microorga-
nismos en MC y MM a pH de 7.0.

Los resultados de dichas pruebas se encuentran en la tabla 3, que contiene
únicamente una cepa (8a) que tuvo actividad antibiótica contra S. aureus 6538
en MM, y contra S. lútea en MC. Por lo tanto, la producción de antibiótico (s)
en estos imitantes fue sumamente escasa.

DISCUSIÓN

Los procesos de diferenciación y metabolismo secundario están muy ligados
(Smith y ]5crry, 1974), y la cafeína como suplemento en el medio de cultivo
ha probado ser un factor que detiene la diferenciación en Schizophyllum com-
mune (Dubovoy y Muño/, 1977), por lo tanto las pruebas que se obtuvieron
en las de medio mínimo -f- 1.0 y 5.0 mg/ml de cafeína, en donde la mayo-
ría de Jas cepas productoras se inactivaron, prueban que los antibióticos de
5. commune son productos de los procesos metabólicos secundarios de las cepas;
y para el caso de las que mantuvieron la antibiosis (por ejemplo la cepa 20), o
se indujeron como productoras (cepa 23), se puede pensar en un sistema de pro-
ducción resistente a Ja cafeína, ya que Putrament et al. (1972) la han registrado
como inhibidora de síntesis de proteína en levadura y en Escherichia coli.

En el caso de la cepa que se indujo como productora, se puede postular la
aparición de un nuevo patrón metabólico, inducido fisiológicamente, al inhi-
birse la síntesis de proteínas de las vías primarias y la mayoría de las secunda-
rias, que siendo resistente a la acción de la cafeína, fue favorecido para presen-
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tarse en el medio de cultivo que tuvo un papel "selectivo". Por otro lado, está
la potencialidad mulagcnica de la cafeína, que se ha reconocido en S. commune
(Dubovoy y Muño/., 1977), que pudo haber inducido a esta cepa como un
nuevo mulante productor, con la antibiosis resistente a la cafeína.

Es importante hacer notar la acción de la calcina sobre los organismos de
prueba, pues se conoce la alteración que puede tener esta metilxantina en la
respuesta bacteriana de la sensibilidad a los antibióticos (Sundar-Raj y Dhala,
1905), por lo tanto, es factible que algunas de las cepas que eran sensibles, se
les haya conferido resistencia por medio de la cafeína, provocando cambios
en el patrón de anlibiosis de las cepas de S. coinniunc.

Se ensayó el electo sinergístico de la cafeína, con la mutagenicklad de la luz
ultravioleta para obtener mulantes supresores y reyertantes de ciertos loci, inde-
pendientes de los loci ant;. pero dado que hay diferentes respuestas entre los
microorganismos a los mutágenos, se ha ensayado la acción de diferentes de ellos
en forma aislada o bajo tratamientos, combinando su acción (Al ikhau ian el al.,
1959; Sermoiui, 1UIÍ9), con el fin de obtener sinergismo cu la obtención de las
mutaciones de producción y mejoramiento de los antibióticos, por lo tanto, como
se observó en los resultados de las cepas mulantes supresoras de niacina (ta-
bla 3), los traiamientos con diferentes combinaciones de lu/. ultravioleta y/o
cafeína, fueron poco eficaces para obtener cepas nnt. La luz ultravioleta que fue
el único agente nmiagéiiico (resultados no presentados aquí), y la actividad tle lu
cafeína en el medio de cultivo, fueron poco eficaces.
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