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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 of
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 production) mutants is discussed.

RESUMEN

En este trabajo se observé que la antibiosis de Schizophyllum commune fue.
alterada por la accién de la cafeina en el medio de cultivo, ya gue es una subs-
tancia tdxica para varios procesos cclulares. Fue notorio el decremento en el
patrén antibidtico de los homocariones silvestres y mutantes establecidos. Se
discute el papel de la caleina en la induccién de mutaciones ant (antibiosis).

INTRODUCCION

La cafeina es un andlogo de las purinas, con grupos metilo en las posiciones
1, 3 y 7 (Kihlman, 1974). Se conoce actualmente su actividad como mutdgeno
que actia inhibiendo a las enzimas del ADN, durante la reparacion por excisién
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y la recombinacional (postreplicacién) (Doneson y Shankel, 1964; Kihlman,
1974), y su posible efecto antimutagénico (Barfnech y Shankel, 1975); también
acta en Schizophyllum commune en estos tipos de reparacién obscura (Dubo-
voy y Muioz, en preparacion).

Otra accién de la caleina es la que tiene en la elevacién de los niveles del
Adenosin 3-5-Monofosfato Ciclico (AMP ciclico), al inhibir a la fosfodiestera-
sa, que es la enzima degradadora (Robison et al,, 1971). También actia en la
inhibicién de la sintesis de proteinas, como se ha demostrado en levaduras
y en Escherichia coli (Putrament et al., 1972).

Se sabe que la caleina tiene una inespecificidad dentro de la célula; la toxi-
cidad de la cafeina se ha encontrado que estd sobre la susceptibilidad de los
microorganismos a algunos antibi6ticos. Sundar-Raj y Dhala (1965) registraron
que la cafeina hace sensibles a ciertos antibiéticos a algunas bacterias que eran
resistentes y en otros casos la cafeina favorecia la superviviencia de las bacte-
rias cuando se trataba de otro antibiético. Hallaron que el efecto antimicro-
biano fue elevado cuando se tratd con cafefna y tetraciclina; de manera inversa,
encontraron que la estreptomicina tenfa poco efecto cuando habfa cafeina en
cl medio.

En el presente estudio, se observé Ia presencia de la calefna como un posible
efecto sobre la expresién de la actividad antibiética de 37 cepas de Schizophy-
llum commune Fr. (silvestres y mutantes); y por otro lado, se estudié el papel
de la cafeina como mutigeno para una posible obtencién de cepas producto-
ras de antibidticos. ’

MATERIALES Y METODOS
Cepas ulilizadas

De las 37 cepas de S. commune usadas en este trabajo, 22 dc ellas pertenecen
a las 23 que [ueron utilizadas en un trabajo anterior (Muiioz y Dubovoy, 1979)
y ademds 15 cepas con genes supresores originadas en el laboratorio, para un
trabajo independiente sobre mutagénesis, cuyas caracteristicas se presentan en
la tabla 1. '

Las cepas de los microorganismos de prueba para ver la accién antibidtica
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 antibiéticos
(para Bacillus subtilis).

Medios de cultivo

Se emplearon medio completo (MC), medio minimo (MM) y medio mini-
mo -+ requerimientos (MM + —); a un pH de 7.0, cuyas caracteristicas estin
en Muiioz y Dubovoy (1979). Cuande [ue necesario, se agregd la cafefna al
medio minimo antes de la esterilizacidon, en una concentracion de 1.0 y 0.5
mg/ml.
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TABLA 1

Caracteristicas de las cepas con genes supresores

Numero de la Mutigenos

cepa para es- Nimero Cafeina Ultravioleta

te trabajo original Marcadoves mg/ml erg/mm2

la 8-11 nicf  sup-7 0.5 3.000

2a ' 8-10 nic-3  sup 1.0 1500

Sa 8-10 nic-3  sup-15 2 500

4a 8-10 nic-3  sup-12 1 500

Ba 8-11 nic-4  sup E 1 500

ba 8-11 nicd  sup-3 2500

Ta 8-11 nic  sup-2 : 2 000

8a B-11 nicf  sup-¢ 1 000

Ya 8-11 nic-4  sup-5 0.5 1000

10a 8-10 nic-3  sup-l4 . 3000

1la 8-11 nic-4  sup-8 0.5 1500

12a 8-10 nic-3  sup-13 ; 1 500

134 8-11 nic4  sup - 3 500

14a 8-11 nic-f  sup-6 0.5 1 000

15a 8-10 nic-3  sup-ll ® & 1500

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

810 Ag—B, Bo,—0,
811 Agy— By Buy—B.

Cuantificacién de la antibiosis

Se usaron tres lipos de simbolos: -~ para una inhibicién del crecimiento del
organismo de prueba, que fuera clara, formando un halo alrededor ce la cepa
productora del antibibtico. El signo ==, en Jas ocasiones en que habin una in-
hibicién parcial, con la presencia de algunas colonias bacterianas resistentes
en el campo del halo. El signo — , para la ausencia de inhibicion del ‘organis-
mo de prueba.

RESULTADOS
Cafeina como suplemento en el medio de cultivo

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




TABLA 2

1.0

1
+

'

10 minimo

Resultados obtenidos para las pruebas de antibiosis de los silvestres y mutantes establecidos, en med

7.0.

pH=

0= 37°C;

=
J

y 0.5 mg/ml de cafeina, frente a diferentes microorganismosen T

Eschevichia
coli PML2]

Eschericliia
coli PTMBD

Eschervichia -
coli SF2124

Salmonella
typhi Ty2

Shigella
sonmei

enleriticdis

Salmonella
paralyph-n

Staplivlocaceus
aurens ATCCL3150

Psendomonas sp.

{a)

Canelida
albivans

Seyeina ¥
hittea

Escherichia
roli froli-B

Shigelln

dysenteriae

Stapliylncocens
aureis NTCCGH38

Salmonella
parvatyphi-A

Racillus

snubtilis ATCCBG3S

No. de la cepa

+
+

mg/ml cafeina
5 mg/ml cafeina

‘ 1
o 0.



TABLA' 3

cafeina (trabajo en preparacién de Dubovoy y Mufioz); frente a diferentes microorganismos, en medio completo y

Resultados obtenidos para las pruebas de antibiosis de los 15 mutantes supresores, obtenidos por accién de UV y/o
medio minimo a T—= 30->37°C; pH= 7.0.

Escherichia
coli PML21

Eschervichia
coli 'MBY

Escherichia
coli SF2124

| Salmonella
typhi Ty2

Shigella
sonnei

Salmonella
enteritidis

Salmonella
paratyph-B

Staphylococcus
aureus ATCCI3150

Pseudomonas  sp.

(a)

Candida
albicans

Sarcing
lutea

Escherichia
coli poli-B

Shigella
dysenteriae

Staphylococcus
aureus ATCCG558

Salmonella
pavatyphi-A

Bacitlus
subtilis A'TCCG633

No. de la cepa

CM

cCM

cCM

M

C= medio completo.
M— medio mi{nimo

B i i

Ba——
;.

fa——
M

1l — —
2

4a — —
Lo e
6a——
11 a — —
12 2 — —
13a ——
14 a4 — —
15a ——
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presentan la mayor parte de los signos de antibiosis positiva obtenidos en el
medio sin calefna; la cepa 20 mantienc el mayor espectro de antibiosis (Staphy-
lococeus aureus, Sarcina lutea y Eséherichia coli), en ambas concentraciones de
caleina; la cepa 12 presenta antibiosis contra Salmonella typhi Ty2 en 1.0 y 0.5
mg/ml; y la cepa 23 presenta antibiosis en la baja concentracién de cafeina
contra Candida albicans, pero en medio sin caleina no posee esta propiedad.

Cafetna yjo luz ultravioleta como mutdgenos

Como anteriormente se menciond, se ha comprobado ¢l papel mutagénico
de la caleina por intervenir en la funcién de la reparacién, o sea la reparacién
por excisidn y recombinaciénal (postreplicacion), del ADN, cuando se pro-
vocan lesiones con luz ultravioleta. Algunos autores han tratado de establecer
si también por ser un andlogo de las purinas, es posible que entre a formar
parte del ADN fntegramente y cause las mutaciones de esta manera; pero la
mayorfa de los autores se inclinan por la inhibicién de la reparacidn, que ha
sido ampliamente comprobada (Kihlman, 1974), y cuyo efecto también depende
de la concentracién de la cafeina (Barfknecht y Shankel, 1975).

Por lo tanto, se tomaron al azar 15 cepas mutantes obtenidas por dwersm
tratamientos de cafeina y/o luz ultravioleta, las cuales estdn representadas en
la tabla 1, para probar su actividad antibidtica contra diferentes microorga-

Los resultados de dichas pruebas se encuentran en la tabla 3, que contienc
tnicamente una cepa (8a) que tuvo actividad antibidtica contra §. aureus 6538
en. MM, y contra §. lutea en MC. Por lo tanto, la produccién de antibidtico (s)
en estos mutantes {ue sumamente escasa.

DISCUSION

Los procesos de diferenciacion y metabolismo secundario estin muy ligados
(Smith y Berry, 1971), y la cafeina como suplemento en el medio de cultivo
ha probado ser un factor que detiene la dilerenciacién en Schizophyllum com-
mune (Dubovoy y Mufoz, 1977), por lo tanto las pruebas que se obtuvieron
en las de medio minimo +4- 1.0 y ! 5.0 mg/ml de caleina, en donde la mayo-
ria de las cepas productoras se inactivaron, prueban que los antibidticos de
S. commune son productos de los procesos metabolicos 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-
duccion resistente a la caleina, ya que Putrament et al. (1972) la han registrado
como inhibidora de sintesis de proteina en levadura y en Escherichia coli.

En ¢l caso de Ia cepa que se indujo como productora, se pucde postular la
aparicion de un nuevo patréon metabélico, inducido E1s:o]6g1camente, al inhi-
birse la sintesis de proteinas de las vias primarias y la mayoria de las secunda-
rias, que siendo resistente a la accidn de la cafeina, fue favorecido para presen-
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tarse en el medio de cultivo que tuvo un papel “selectivo”. Por otro lado, estd
la potencialidad mutagénica de la caleina, que se ha reconocido en 8. commune
(Dubovoy y Mufioz, 1977), que pudo haber inducido a esta cepa como un
nuevo mutante productor, con la antibiosis resistente a la cafeina.

Es importante hacer notar la accion de la calcina sobre los organismos de
prueba, pues se conoce la alteracién que puede tener esta metilxantina en la

respuesta bacteriana de la sensibilidad a los antibiéticos (Sundar-Raj y Dhala, .

1965), por lo tanto, es [actible que algunas de las cepas que eran sensibles, se
les haya conferido resistencia por medio de la caleina, provocando cambios
en el patrén de antibiosis de Jas cepas de 8. commmune.

Se ensuy6 el efecto sinergistica de la cafeina, con la mutagenicidud de la luz
ultravioleta para obtener mulantes supresores y revertantes de ciertos loci, inde-
pendientes de los loci ant;, pero dado que hay diferentes respuestas entre los
microorganismos a los mutdgenos, se ha ensayado la accién de diferentes de ellos
en forma aislada o bajo tratumientos, combinando su accidon (Alikhanian et al.,
1959; Sermonti, 1969), con ¢l fin de obtener sinergismo en L obiencion de las
mutaciones de produccion y mejornmiento de los antibidticos, por lo tunto, coino
se observé en los resultados de lus cepas mutantes supresoras de nincina  (la-
bl 3), los tratiumientos con diferentes combinuciones de luz ultravioleta y/o
caleina, fueron poco clicaces para oblener cepas ant. La luz ultravioleta que fue
el unico agente mutagénico (resultados no presentados aqui), y Ta actividad de la
calefna en el medio de cultivo, [ueron poco clicaces.
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