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Resumen

Se conoce que en E. Coli con genotipo salvaje de.reparación, el incremento de la temperatura a 420C-450C en el
.momento de la irradiación con cuantos gamma va acompanado de aumentos en la radiorresistencia. A estas tempe-
raturas disminuye significativamente el rendimiento de rompimientos dobles del ADN.
Ha sido reportado que el incremento en la radiorresistencia por aumento de la temperatura de irradiación se debe al
estado ejela membrana celular.
El presente trabajo estudia el efecto de la temperatura sobre la sensibilidad a cuantos gal'TJmade células vegetativas
del Bacillus licheniformis RI 75-1. En esta experiencia fueron empleadas temperaturas de 42oC y 600C durante la
irradiación con cuantos gamma. Se encontró un incremento en la resistencia a 420C, de acuerdo con las curvas
dosis/efecto. Sin embargo, a 6oDc se pudo apreciar una depresión de la viabilidad.
El tratamiento térmico previo a la irradiación demostró un aumento de colonias resistentes al comparar/as con el
control.

Effects of Temperature on Sensitivity of Bacillus licheniformis RI 75-1 Vegetative Cells
at Gamma Quantum

Abstract

It is know that strains of E. Coli with wild genotype for reparation, when are irradiated at temperature between

420C and ~C, shown an increase of radioresistance. At then given temperature the number of double strands
breaks of DNA decrease.

Some authors report !hat !he >radioresistance increased is due to !he elevation of!he irradiation temperature is rela-
red to the cel/ membrane status.

The present paper includes reports on the effects of increased temperature on the sensitivity -at gamma quantUm-
of Bacillus licheniformis R I 75-1 vegetative cel/s. Tempe.ratures of 420C and 600C duringirradiation were emplo-
yed. An increased in radioresistance was found when !he temperatUre of irradiation was increased to 420C. Howe-

ver, a decrease in viability was observad.

Heat treatment prior to irradiation showed an increase in the number of radioresistance colonies when compared,
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INTRODUCCION

Se ha demostradoque la irradiación con rayos gamma
en E. coli con genotipo salvajede reparacióna temperaturas
entre400Cy 45°Cconducea un incrementodela radiorre-
sistenciaa causa,segúnBreslery col. [1], deunadisminu-
ción significativade los rompimientosdoblesen el ADN
asociadoa lamembranacelular.Deigualforma,sereportan
aumentosen la radiorresistenciaencultivosdeE. coli irra-
diadoscon rayosX a temperaturasinferioresa OoC[2, 3],
lo cualsedebe,segúnestosautores,aunainmovilizaciónde
losradicalestóxicosproducidosdurantela irradiación.

Zhestyanikov[4] encuentraque la reparacióna 440C
en cultivosde E. coli irradiadoscon rayosgammaresulta
máseficientea temperaturasentre250Cy 350C.Estocon-

cuerdacon lo reportadopor ~allasy col. [5] encultivosde
Staphylococcus aureus y célulasvegetativasdeBacillussub-
tilis irradiados con rayos gamma, los cualesfueron másre-
sistentescuandola irradiaciónsellevó a caboatemperatu-
rasentre350Cy 450Cquecuandose efectuóentre250Cy
350C.

Una relacióndirectaentre la radiorresistenciay la ter-
morresistenciase ha halladoen diferentescepasdemicro-
organismos[6, 7, 8]. Esto ha sido empleadoen la induc-
ción de capasde microorganisr1)oSmásradiorresistentes,
aplicandochoquestérmicospreviosa la irradiación[9, 10].

Diversosautoresrelacionanla radiorresistenciatermo-
inducidaconel genotiporeparativodela cepaencuestión.
Bmslery col.[1] planteanqueesteefectofuedisminuido
en cepasdeficientesen reparaciónpor recombinacióny
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excisión,y eliminadototalmenteen mutantesrec A-, lo
que concuerdacon Samoilenko[11] cuando,al irradiar
M. radioduransy célulasvegetativasdeBacillussubtilis,las
cepasSalvajesparala reparaciónfueron másresistentesa la
temperaturaque los mutantesdeficiéntesen algúnsistema
reparativo.

A diferenciadelosautoresanteriormentecitados,Oka-
zawa[12Jreportaqueel incrementodela radiosensibilidad
por calentamientosimultáneoa temperaturassuperioresa
BOoCfue independientedelgenotiporeparatiVo.

En el presentetrabajoseestudiael efectodelatempe-
raturasobrela radiosensibilidaddelBacillus licheniformis
R/75-1congenotiposalvajedereparación.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismo y su cultivo. Fueempleadalacepade
BacilluslicheniformisRI 75-1 congenotiposalvajedere-
paración.Los cultivos de célulasvegetativasseobtuvieron
en caldo nutriente,despuésde 18 horasde incubacióna
370C.

Los cultivos así logrados fueron centrifugadosa
6000rpmdurante20 minutos.Lospellets selavarondos
vecesconsoluciónsalinadeNaCIal0,85%.

La suspensiónfinal seobtuvoresuspendiendolos pe-
llets ensoluciónsalinadeNaCLal0,85%,hastaobteneruna
concentraciónfinal de 106células/mI.

Irradiación. Lairradiaciónsellevóacaboenunafuen-
te gammaC06omodeloMRX-'Y-25Mdefabricaciónso-
viéticacon una potenciadedosisde0,32 Gy/seg(segúndo-
simetría de Frickie). Lastemperaturasde420Cy 600Cse
consiguieronmedianteun bañotermostatadoacopladoa la
fuente. Se emplearontubos de irradiaciónde volumeny
geometríaiguales,y seañadióa cadauno 2 mi desuspen-
sióndecélulas.

Las dosisutilizadasfueron de 0,13; 0,2B;O,7B;1,2Y
1,8kGy.

Conteo de viables. Serealizópor mediode diluciones
seriadasy siembraa profundidaden agarnutriente,Lasco-
loniasfueron contadasdespuésde48horasdeincubacióna
370C.

Resistencia a, temperatura. Sedeterminóla resistenciaa
temperatura tratando suspensionesdecélulasvegetativasen
soluciónsalinadeNaCIal 0,85%, 420Cy BOoCdurante30y
90 minutos, para lo cual se empleó un baño termostatado
La sobrevivenciade lassuspensionesselogró por conteD de
viables.

Determinación de radiorresistencia. Seprepararonpla-
cascon agar nutriente y sesembraron50 colon iaspor placa
con palillos estériles. Las placasseincubaron a 370C duran-

te 18 horas.Lascoloniascrecidasse replicaronaplicando
panaestérila placasdeagarnutriente,lascualesfueron irra-
diadascon una dosisde5 kGy antesde incubarsea 370C
durante24 horas.Se determinóel porcentajedecolonias
crecidas.

Choquetérmico.Setrataronsuspensionesde 106cél/ml
en solución salina de NaCI al 0,85% durante15
minutos. Lassuspensionesse resuspendieronen 50 mi de
caldo nutrientey se incubarona 370C durante 18horas.
Al ícuotas del cultivo obtenido se sembraron por
diseminacióncon espátulade Orygalskyen placasconagar
nutriente.Seincubarona370Cdurante24 horas.

Análisis de resultados. Serealizóel ajustedelascurvas

por mínimoscuadrados.Losvalores010 y FOOo 10 sede-
terminaronsegúnKulinsky(1982).

RESULTADOS y DISCUSION

La figura 1 muestralascurvasdosis/efectoal irradiarse
concuantosgammacultivosdecélulasvegetativasdelBaci-
llus licheniformis RI 75-1 a temperaturaambienteentre
2BoCy 280C,

En la tabla 2 se dan valores010 y FOOOlO (factor de
disminución de la dosis)para cadacaso.

Existen incrementos en la resistenciacuando la tempe-
ratura de irradiación aumenta a 420C, lo cual concuerda

con lo reportadopor Zhestyanikov [4] Y Breslery col. [13]
en cultivos deE. coli, así comocon lo encontradopor Pa-

IIas [5] en Staphylococcusaureusy Bacillus subtilis.. .
Sin embargo,el incrementode la temperaturade irra-

diación a BOoCsolo influye ligeramenteen la respuestade
estacepaa losrayosgamma,lo quesedemuestrapor la ten-

denciade la figura 1 así como por el valor del FOOo10
queescercanoa 1.

Okazawa [12] planteaque por encimadeBOoCla ra-
diosensibilidadse ve aumentadaen microorganisrnosex-
puestosa radiacionesionizantes,independientementedel
genotiporeparativoqueposean.En nuestrocaso,a la tem-
peraturade600Cno hallamoseseefecto.

Teniendoen cuentalo reportadopor Casalari[B], Sa-
moilenko[7] y Gaumuillina[8] conrelacióna quecepasde'
microorganismostermorresistentesmuestranuna elevada
resistenciaa las radiacionesionizantes,sometimoslacepa
deestudioa temperaturasde420Cy BOoCdurante30y 90
minutos. Encontramosque a 420C se mantieneel creci-
miento,mientras-queaBOoCsolosedaunadisminucióndel
20%dela viabilidaddespuésde90 minutosdetratamiento.
Estosresultadosindicanquelascélulasvegetativasdedicha
cepasontermorresistentes,ya queseempleantemperaturas
entre BOoCy BOoCdurante15-30minutosparaeliminar
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totalmentecélulasvegetativasencultivosesporuladosdedi-
ferentesespeciesdelgéneroBacillus [14,15]-

El tratamientoa BOoeprevioa la irradiacióndeuna
dosisde3 kGy,permitióun incrementode30"10enel núme-
ro decoloniasradiorresistentesobtenidas.Estosresultados
puedenverseenla tabla2.

Tratamientostérmicospreviosa la irradiaciónhansido
empleadospor Mitchel [9, 10] paralaseleccióndecepasde
levadurasmásresistentesa radiacionesionizantes.

Trabajosencaminadosa determinarel papel de las
membranascelularesenel efectocombinadodeirradiación
gammay temperaturaen nuestracepa,no fueron realiza-
dos;sinembargo,el hechodequelacepadeBacillusliche-
niformis RI 75-1 presentegenotiposalvajedereparacióny
de quelos resultadosobtenidospor nosotrosconcuerden
con lo encontradopor Samoilenko[11] Y Breslery col.
[13] enotrasespeciesmicrobianas,noshacenpensarquees-
tos mecanismospuedenresultarcomunesparaaquellases-
peciesmicrobianasque poseenmecanismosde reparación
completos.

Estudiosencaminadosa confirmarel papelde la repa-
raciónenel efectode la temperaturadurantela irradiación
de la especieBacilh.Jslicheniformis, debenabordarseem-
pleandovariantesdeficientesparala reparación.

CONCLUSIONES
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1. 42oC

2. Control

3. 6rf1C

1. La cepaBacilluslicheniformisRI 75-1 muestraincre-
mentosen la resistenciaa rayosgammacuandoseirra-
dia a 420e. A BOoeseobservauna>ligeradisminución
dela sobrevivencia.
El tratamientoprevioa la irradiacióngammacontem-
peraturade BOoedurante 15 minutos, permiteun
aumentoenel porcentajedecoloniasradiorresistentes
delBacilluslicheniformisRI 75-1.

Fig. 1. Curvas dosis/efecto al irradiar células vegetativas de
Bacillus licheniformis RI 75-1 conrayosgammaa

diferentes temperaturas.

2.

Tabla 1
Resultados obtenidos durante el tratamiento previo a la irradiación

Valores 010 y FOO O obtenidos 42oC-60oC10

Tabla -2
Resultado de inducción de radiorresistencia por tratamiento .térmi-

co a 60oC, durante 15 minutos

--------------------------------------------------------------------------------

Tratamiento 010 FOOO 10 Total de
colonias

Colonias
resistentes
(3 kGy) Porcentajes----------------------------------------

----------------------------------------

---------------------------------------- ----------------------------------------

Temperatura ambiente 1,41 kGy
(2Ef1C:i: 2oCJ

42oC 4,38 kGy

60oC 1,43 kGy

Control 500 280 56

3,10 Con tratamiento

térmico 500 436 87,3
1,01
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