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Una de les coses més carregoses per als estudiosos de la genética humana
i dels éssers superiors ha estat el llarg temps necessari per a dur a terme
aquestes observacions, 1 sobretot la dificultat de mantenir rigorosament esta-
bles les condicions peristatiques i les del metabolisme individual. Per la qual
cosa esta sempre subjecte a critiques severes qualsevol intent de comparar
els resultats obtinguts per diferents observadors o, adhuc, els d’'un mateix
observador en époques diverses.

Fou, per tant, una considerable millora per als estudis de genética de
poder treballar amb la mosca del vinagre Drosophila melanogaster, car es
reprodueix de pressa i amb forca abundor, i els seus caracters fenotipics son
ben facils de comprovar. Altrament, la seva cria pot ésser menada en condi-
cions peristatiques raonablement homogeénies, i el gros format dels seus
cromosomes salivals permet d’estudiar-los comodament, sense necessitat
d’instruments costosos. A despit d’aquests avantatges i1 del gran nombre de
coneixements aportats per l'estudi d’aquest material, els caracters fenotipics
que podem observar en la Drosophila son només morfologics, sense que
pugui obtenir-se cap indicacié mesurable del seu metabolisme normal o modi-
ficat pels encreuaments imposats per 1'experimentador.

Com sigui que entre els anys 1929 1 1940, tant els bioquimics com els
fisiolegs anaren comprovant la identitat de composicio i de mecanismes meta-
bolics entre els microorganismes i les célules dels organismes superiors,
demostrant la fonamental unitat biologica de la matéria vivent, fou natural
que els genetistes volguessin utilitzar per a llurs experiments els microbis
i els bolets. Amb aquests tltims no existia cap reserva mental, perque era
ja acceptat per tothom que tenen nuclis i formes de conjugaci6 auto i hetero-
somica. Amb aquesta base, BEADLE i TAaTuM (1041) otingueren llurs nota-
bles mutacions 1 recombinacions de Neurospora crassa.

En aquells temps, pero, 'opinié general sostenia que les bactéries no
tenien nucli, perqué els métodes de coloracié no deixaven traslluir cap dife-
renciacié morfologica interna, i tot el cos bacteria quedava uniformement
tenyit pels colorants basics. Els estudiosos d’aquest problema s’enginyaren
en la creaci6 de noves técniques i trobaren que existeixen formacions intra-
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bacterianes amb les mateixes afinitats pels colorants que la cromatina. Entre
aquests investigadors cal citar primer MEYER (1894), AMATO (1909), DOBELL
(1911), HoLLANDE (1934), i després també d’altres. El darrer dels autors
citats publica, el 1938, unes superbes fotografies, molt demostratives, que no
tenen res a envejar a les que darrerament hom presenta com si fossin troballes
modernes i amb voluntari oblit d’aquells importants i pacients treballs.

Teécniques més afinades i recents, siguin quimiques (hidrolisi acida
seguida de tenyit amb colorants diversos), siguin fisiques (espectrografia
ultraviolada, microscopia electronica i de contrast de fases), com també els
meétodes bioquimics (tractaments amb enzims especifics), no deixen ja el més
petit dubte respecte a 'existéncia de substiancia cromatinica en totes les bac-
teries. IXl problema consisteix a precisar si la dita substancia esta disposada en
morfologies homologables al veritable nucli de les altres cellules, o bé si esta
dispersada informalment per tot el citoplasma. A despit dels innombrables tre-
balls fets fins ara, les opinions sobre aquest punt divergeixen forca. Els més
rigoristes només accepten el nucli com un organet ben definit, individualitzat,
permanent en totes les fases del desenvolupament cellular, diferenciable del
citoplasma que 'envolta, del qual esta separat per una membrana, i susceptible
de partir-se directament o indirecta. Cal confessar que les masses cromatiques
que tenen les bactéries no reuneixen pas aquelles condicions de permanéncia
formal i cronologica ; al contrari: llur aparenga és forga variable segons quin
sigui el moment vital de la bactéria, cosa ben raonable des del punt de vista
biologic; perd també és ben diferent segons el medi de cultiu i la técnica
utilitzada per a posar-les de manifest. Aquest és l'origen de llargues discus-
sions, adhuc entre els fervents partidaris d'un veritable nucli (DE LLAMATER,
Hu~TER i MUDD, 1952; KNAYSI, 1956, etc.). D'altres, més prudents, parlen
només de «cossos cromatinics» (RoBINow, 1956), «equivalents nuclears»
(KRIEG, 1954; Branpes, ScuwarTz i FraiG, 1955; KELLEN-BERGER 1
RYTER, 1955), «nucleoides i carioides» (BRINGMANN, 1952), o bé d’«aparell
nuclear» (TuLASNE 1 VENDRELY, 1957). Un estudi critic de tota aquesta
qitestio, molt interessant i complet, 'ha donat Mme. G. HorLLaNDE (1962)
ensems amb una explicacié conciliatoria d’aquelles divergéncies, basada en
els anteriors estudis d’A. Ch. HoLLANDE (1934). Es decanta decididament
per la manca de nucli diferenciat, i creu que la cromatina no té persisténcia,
sind que decau i es refa continuament en llocs diferents.

Sigui com sigui, no podem negar que les bactéries tenen substancia
nuclear, la veritable disposicié de la qual ha fet que alguns investigadors
descriguin D'existéncia de cromosomes i de figures mitotiques (RosiNow,



s ramificacions genétiques comencen sempre el procés de multiplicacio 1 acostumen
a tenir aspecte diferent segons l'espécie bacteriana. Fig. 1: B. coli communior
Fig. 3: M. tuberculosis huma Fig. 4: Proteus XN 19

Fig. 2: B. cereus
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De Lamateg, etc.). Daltres ho neguen rodonament, pero, de vegades, en
els cultius microbians es troben uns individus gegants amb la cromatina
disposada en grumolls separats amb regularitat per espais buits. Aquesta
fesomia, citada ja per NEUMANN (1041) i per RoBiNow (1944), l'he vista
en diferents espécies bacillars. En les meves fotografies es mostren talment
com els «cromosomes politénics» que DARLINGTON descrivi en la Drosophila.
Ninglt no ha pogut encara explicar llur possible significacié evolutiva, perod
el fet és que existeixen i alguna en deuen tenir.

Encara que puguin persistir les discussions sobre lexisténcia d'un
nucli anatomic, és evident que fisiologicament ha d’existir un dispositiu
amb funcié nuclear que regeixi la vida i la reproducci6 bacterianes. Avui ja
se sap que aquesta «funcié nucleary esta localitzada en 1'acid desoxiribonu-
cleic (ADN), sigui quina sigui la morfologia on estigui contingut i, pel que
resulta d’aquestes investigacions, més aviat sembla estar en forma difusa.

Emprar bacteries per als estudis i experiments de genética és avantatjds
per molts motius: possibilitat d’obtenir cultius genotipicament purs d’una
manera illimitada i en gran nombre; perfecta diferenciacié de les colonies;
gran velocitat de proliferacié que en molts troncs arriba a ésser de 10 gene-
racions diaries; relativa uniformitat de tots els individus que componen
una colonia; facilitat de recompte i de selecci6; diversitat i intensitat de
llurs funcions enzimatiques, algunes de les quals no es troben en cap més
céHula vivent; facilitat de variacions adaptatives o mutacionals; sensibilitat
a drogues i a bacteriofags, la qual cosa permet de fer estudis precisos de
les recombinacions; facilitat d’analisis bioquimiques o d’altra mena, etc.

L’existéncia de fases sexuades en les bactéries ja havia estat sospi-
tada per diversos observadors, basant-se tinicament en dades morfologiques
(Scuaupin, 1902 ; DoBELL, 1909 ; LooHNIs, 1921 ; PoTHOFF, 1924 ; MELLON,
1925; NYBERG, 1927; STOUGHTON, 1932; Bapian, 1933; Arrax i Covry,
1930, etc.). Segons LINDEGREN i MELLON (1932), la fase sexuada seria comuna
a totes les bactéries, mentre que la fissié binaria representaria tan sols una
fase parcial de llur complex cicle vital. La prova experimental, per bé que
havia estat assajada sense éxit per SHErRMAN i WiNG Hu (1937), i també
per GOoweN 1 LiNcoLN (1942), fou donada la primera vegada per LEDERBERG
i Tarum (1946) en obtenir variants ben caracteritzades i diferents dels
«pares», després de recombinar artificialment dues varietats de la mateixa
bactéria que difereixen entre elles per propietats bioquimiques ben precises
i facils d'identificar. Aquell mateix any, DELBRUCK i BAILEY (1946) posaren
en evidéncia uns fets similars en els bacteriofags. Foren confirmats al cap
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de poc temps per Luria i DuLBEcco (1949), els quals aconseguiren de
recombinar particules de bacteriofags inactivades pels raigs ultraviolats,
reformant-se aleshores bacteriofags actius i virulents.

D’aleshores enga s’han fet aportacions ben importants en el coneixement
de la genética bacteriana. HAYES (1952) descobri la «polaritat sexual» o trans-
feréncia unidireccional del material genétic, és a dir, I'existéncia de bactéries
«donadores» 1 d’altres bacteries «receptores», equivalents als mascles 1 a les
femelles dels éssers superiors. Aquesta diferenciacio de sexes és admesa pels
genetistes com una propietat global de determinats troncs bacterians i no pas
de cada bactéria individual dins un mateix tronc. Ja veurem després que aquest
concepte no correspon a la realitat dels fets observats per nosaltres, ni escau
tampoc a allo que veuen els mateixos genetistes més ortodoxos, car «les bacte-
ries donadores de vegades poden actuar com a receptores, malgrat conservar el
genotipus mascley. WoLLMAN 1 Jacor (1959) confessen aquesta eventualitat,
pero no en donen l'explicacio necessaria.

I’n una serie de notabilissims treballs que LLEDERBERG ana publicant
ensems amb diversos collaboradors, va perfilant-se el concepte que els genes
bacterians estan disposats en una estructura comparable als cromosomes de
les celules superiors i que, molt sovint, s’ordenen escalonadament en forma
de «grups d'unio». Han proposat els mapes genetics d’algunes bacteries,
indicant adhuc les distancies respectives dels genes que componen el cromo-
soma, basant-se, per a fer-ho aixi, en la freqiiencia amb queé el caracter que
suposen regit per cada gene isolat és transmeés a la descendeéncia de les
bactéries que han fet recombinar experimentalment. Quant al mecanisme
intim d'aquesta recombinacié genética, hom considera necessari Il'acobla-
ment per contacte i fusié protoplasmatica dels dos «pares». Per aquest pont
d'unié passaria el cromosoma de la bactéria donadora cap endins de la bac-
téria receptora, en la qual es faria la combinaciéo dels genomes respectius.
WoLLMAN i Jacos fixen en 50 minuts el temps indispensable 1 suficient per
a la transferéncia de tot el cromosoma, i asseguren que existeix també
una «polaritat cromosomicay, volent expressar amb aquest mot que el seu
pas d'una bactéria a l'altra comenga sempre pel mateix extrem del cro-
mosoma. Aixo explicaria — sempre segons aquells autors — que els genes
situats més prop d’aquest extrem es transmeten més sovint que no els
genes que es troben més allunyats, ja que la ruptura accidental del susdit
cromosoma esdevé amb relativa facilitat d’'una manera espontania i també
pot provocar-se artificialment amb vista a comprovar aquella hipotesi. Tota
aquesta darrera argumentacié recolza en aspectes morfologics trobats en
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llurs experiments de recombinacié i que ells creuen ben demostratius dels
acoblaments per fusié protoplasmatica. En realitat, aquestes mateixes morfo-
logies es veuen sempre en tots els cultius bacterians, adhuc en els clonus
purs que procedeixen d’una sola bactéria isolada amb el micromanipulador.
Tornaré després a comentar aquesta qiiestié, més important que no sembla
de bell antuvi.

Els fets que acabo de citar i d’altres que han seguit després, d'indub-
table filiacio geneética, no exclouen pas l'existéncia d’altres variacions here-
tables que no soén degudes a fusions sexuals. Ara escau, doncs, de parlar una
mica de T'eterna i també incomprensible disputa entre els partidaris d’una
evolucié adaptativa i els mutacionistes intransigents. Per a aquests darrers,
les mutacions que s’esdevenen a les bactéries havien de presentar invaria-
blement els caracters segiients: és un canvi sobtat i discontinuat d’una o
diverses propietats, transmés hereditariament; els mutands nascuts son tan
estables com llurs antecessors; s’esdevé per atzar, de manera imprevisible;
afecta una minima proporcié d'individus de la colonia, perd amb una xifra
caracteristica; pot afectar un o més caracters fenotipics; en aquest darrer
cas son mutualment independents.

Per bé que els mutacionistes ortodoxos mostren una veritable aversio
pel mot evolucié o adaptacio, i tenen per cert que tot s’esdevé a causa d’uns
genes especificament preformats amb vista a tots i cada un dels possibles
esdeveniments futurs, els ha calgut confessar que existeixen moltes anomalies
en aquell rigid patré que s’entesten a voler anar mantenint, com ho son,
per exemple: les mutacions induides experimentalment, la manca d’acumu-
lacio de mutands en la fase de repos del desenvolupament bacteria, la propor-
cié constant de les mutacions, sense relacié amb la velocitat de reproduccié ;
I'acci6 evident d’'influéncies externes, I'aparicié d'un major nombre de mutands
que el previst, l'existéncia de cicles periodics en les mutacions, I'existéncia
Q’adaptacions genétiques especifiques per 'ambient immediat, I'efecte GriGa,
¢és a dir, la supressié de mutands que «haurien de créixer», a causa de la
gran quantitat de poblacié que «no haurien de créixer» en preséncia d'un
inhibidor especific, el fenomen de la reactivacié per la Ilum solar dels
mutands provocats amb ultraviolats, etc.

Per tal de sortir-se d’aquestes dificultats — per bé que només son difi-
cultats per a ells mateixos — ens parlen de mutacions multiples successives,
mutacions reversibles, interferéncies negatives entre genes, transmissi6 incom-
pleta del genoma, etc., i modifiquen tan hipotéticament llur primitiu concepte,
que, amb tota la rad, DeEax i HiNscHELWOOD (1957) pogueren escriure no
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fa gaire: «Alguns aspectes de la controversia mutacio-adaptacié ofereixen
una interessant analogia amb la historia de la teoria quimica del “flogiste”.
Fs ben sabut que aquesta teoria no fou mai abandonada pels seus adeptes.
Pero, sota la pressio dels fets, hom la canvia, i la complementa amb tantes
hipotesis auxiliars, que esdevingué indistingible de la seva rival. Quelcom
de semblant s’opera en la teoria mutacionista.» Si aquest punt de vista pot
¢ésser titllat de parcial, perqué aquells autors son adaptacionistes convenguts,
en canvi, l'opini6 del mateix LEDERBERG (1957), creador de la genética
bacteriana, és ben clara i diu: «Per a totes aquelles anomalies que no encaixen
bé amb la pura ortodoxia, cal preguntar-nos si aquesta manera d’analitzar
els fets en termes de cromosomes o de citogenética no és completament
enganyadora i que potser existeix un mecanisme de recombinacié genética
ben diferent.» 1 més enlla, diu: «Ens manca aprendre molt encara de la
biologia bacteriana abans de poder fixar principis basics d'utilitat practica.
Seria un greu error de desconéixer la grandissima freqiiéncia amb que les
bacteries muten de faiso imprevisible, quan o com els plau, sense fer cas de
les nostres grolleres técniques.»

Uns altres mutacionistes ortodoxos, WOLLMANN i JAcoB (1959), només
saben explicar-se alguns estranys fets experimentals dient que aquells
fenomens «potser son deguts a particularitats encara desconegudes en el
mecanisme de conjugacié bacterianay. Precisament aquestes particularitats
o mecanismes desconeguts son l'objecte d’aquesta Memoria, perqué durant
els darrers dotze anys he anat comprovant que molts conceptes equivocats
van copiant-se d'un tractat de Bacteriologia a l'altre, sense que correspon-
guin ni de bon tros a la realitat quan hom observa els fets tal com es
presenten i sense prejudicis escolastics.

Malgrat haver hom descrit repetidament l'existéncia de cicles evolutius
complexos en moltes bactéries, I'opinié que encara preval avui €s que només
es multipliquen per divisié binaria. A base d’aquesta afirmaci6 — no gens
ben demostrada, per cert — s’han elaborat uns meétodes i unes formules
matematiques per tal de determinar el «temps de generacio» de cada tronc
microbia. En un treball publicat el 1958 vaig fer notar la falsedat d’aquestes
formules, car la divisié binaria simple és el procés menys important en la
reproduccié de les bactéries. En el susdit treball demostrava també que
durant els primers minuts de cultiu totes les bactéries treuen fora de llur
cos una substincia més o menys filamentosa o granular, la qual desapareix
més tard. Aleshores interpretairem aquest fet, d’observacié constant, com
una fase de «dispersié protoplasmatica» amb possible significacié genética.
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[’estudi persistent i meticulos dels fenomens biologics que tenen lloc durant
les fases més inicials dels cultius, ultra la confirmacié d’aquelles primeres
observacions, m'ha demostrat la constancia d’un episodi genétic que consi-
dero transcendental i I'exposicié resumida del qual faig tot seguit.

MATERIAL I TECNIQUES EMPRADES

Les presents observacions han estat fetes en les segiients especies micro-
bianes: B. subtilis, B. mesentericus, B. cereus, Esch. coli commune, Esch.
coli communior, Aerobacter aerogenes, Salm. typhi, Salm. Schottmuelleri,
Salm. paratyphi, Salm. enteridits, Salm. Danysz, Shigella minutissima, Shi-
gella dysenteriae, Tyrothrix scaber (Duclos), Proteus X 19, Serratia marces-
cens, Neumobac. Friedlinder, Stafil. aureus, Stafil, albus, Streptococcus,
Sarcina lutea, Bustinza, Mvy. tub. avium, My. tub. H37 Rwv, Micrococcus I,
Micrococcus 11.

Dels cultius mantinguts en llurs medis habituals de conservacio (agar
nutritiu, brou, Lowenstein, etc.) hom féu una sembra en brou peptonat,
mantinguda 24 hores a 37°, per tal de treballar sempre amb ceHules joves.
En tots els medis nutritius liquids que he assajat he vist que les bacteries
es comporten de la mateixa manera, pero he preferit d’ajustar-me a condi-
cions més comparables i rigoroses, per la qual cosa he fet sempre els cultius
definitius en el medi M-9 d’ANDERSON, que té la composicié segtient:
KH:POs, 3 gr; NaaHPO« — 12 H:O, 15 gr; MgSOy, 0,2 gr; NaCl, 0,5 gr;
NH.Cl, 1 gr; Dextrosa, 4 gr; Aigua dest. 1.000 ml.

Diversos tubs que contenien 5 ml d’aquest medi sintétic i mantinguts
a bany maria de 37 © foren sembrats amb una gota cadascun d’aquells cultius
recents. A intervals predeterminats, després de retirar 1 ml per a sembrar
plaques i comptar colonies, a cada un dels tubs s’afegi formol i fou posat
a la nevera. Durant la primera hora del cultiu els intervals foren de 5 minuts;
fins a la segona hora, de 10 minuts, i després, cada 60 minuts fins al total
de 24 hores d’observacié. Quan fou acabada tota la série, s’enllestiren les
preparacions totes alhora, i amb les técniques propies de la microscopia elec-
tronica (rentar dues vegades els gérmens amb aigua bidestilada i filtrada
bacteriologicament ; muntatge sobre el portaobjectes recobert amb film de
coHodi6 ; metalitzacid amb or-paladi; observaci6 i fotografia amb el super-
microscopi Zeiss M 8 sota 50 quilovolts de tensio acceleradora).
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Els tractaments enzimatics foren fets amb ribonucleasa, desoxiribonu-
cleasa 1 alfaquimiotripsina, generosament proporcionades per la casa
PEVYA. Sempre foren utilitzades a la concentracié d’'t miligr/ml, en
medi taponant a pH 7.5-1 amb els gérmens vius, és a dir, abans d’afegir
el formol, mantenint llur accié durant 1 hora a 37°.

Les corbes de creixement bacteria s’han obtingut de 5 maneres dife-
rents: registre fotografic nefelométric continuat, per mitja de l'acoblament
que vaig construir i publicar I'any 1950; sembres sobre plaques d’agar nutri-
tiu i comptant les colonies després de 20 hores de cultiu; mesurant amb
cellula fotoelectrica I'opacitat dels cultius a intervals predeterminats i dibui-
xant les grafiques corresponents als valors numérics trobats.

Per tal d’obtenir membranes bacterianes isolades, o bé per a separar-les
una mica del protoplasma i fer-ne més visible l'estructura, he utilitzat la
tecnica de SaLToN i HorNE (1951). Amb algunes bactéries el resultat fou
molt bo, perd amb d’altres no fou possible d’aconseguir I'objectiu proposat.

REsuLTATS

Durant aquests estudis he observat que la manera de multiplicar-se les
bacteries no es correspon gaire bé amb el que en diuen els llibres de Bacte-
riologia, en els quals la fase logaritmica, o de multiplicacié rapida, es dibuixa
sempre com si fos una linia continua. En les meves corbes de creixement
aquesta recta és interrompuda per una o dues baixades de curta duracié que
s’han produit entre les 3 - 4 hores i les 7 -8 hores del cultiu. Com és logic,
aixo varia segons el germen i les condicions peristatiques. Aquest fet ja
queda registrat en algunes de les corbes fotografiques fetes 'any 1950, pero
aleshores vaig interpretar-lo com una falla en el dispositiu d'iluminacio,
perque no podia creure que no hagués estat observat anteriorment per ningt
més; perd ara I'han confirmat els recomptes de colonies. L'interés de tals
observacions radica en el fet que les interrupcions marcades en les corbes
de multiplicacié logaritmica es corresponen bastant bé amb els importan-
tissims fenomens biologics que descriuré tot seguit.

Tantost com els germens foren acabats de sembrar en medis liquids (brou
peptonat o medi sintétic M-9, ja des dels primers minuts, hom veu que
d’un cert nombre de bactéries surt una substancia més o menys homogeénia
o filamentosa que va difonent pel medi de cultiu en forma de «ramificacionsy.
[L.a morfologia que presenta aquesta substancia ¢és bastant caracteristica de
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cada espécie microbiana, fins al punt que, en alguns casos, tan sols en
veure-la ja podem dir de quin germen procedeix. Un fet és gairebé constant:
la seva sortida només té lloc per un sol punt de la membrana, situat molt
prop d’un dels pols de la bactéria quan aquesta és de forma bacillar. Rares
vegades surt per altres llocs més centrals o bé per dos punts alhora. Es veu
menys sovint encara que surti per una gran extensié de la superficie bacte-
riana, pero en aquest cas acostuma a presentar una estructura ben particular
constituida per una infinitat d’elements granulars, apilotats entremig d'un
magma llefiscos. Les vegades que he tingut avinentesa de mesurar-los, he
trobat que els susdits granuls tenen un diametre de 25-30 mp. Recordem
només, per ara, aquesta mida i llur morfologia per a relacionar-ho amb el que
diré després.

Cal aclarir tot seguit que aquestes morfologies no poden ésser interpre-
tades com si fossin la resultant d’una lisi de les bacteries. Una elemental
experiéncia en la contemplacié d’imatges electroniques és prou perqué no
pugui haver-hi confusié possible, sobre tot pel fet que la sortida del susdit
material sembla estar orientada expressament de faisé unidireccional, mentre
que el procedent d'una veritable lisi esta escampat de qualsevol manera tot
al voltant de la bactéria morta. En aquest darrer cas la bactéria esta desfeta
d’una manera ben ostensible, ben al revés d’aquelles altres que fan la impres-
sio d’estar en plena vitalitat. £s clar que la microscopia electronica només
pot donar-nos imatges estitiques, sense gaires indicis de llur fisiologia;
pero havent fet les meves observacions cada minut i veient que els mateixos
fets es repeteixen amb la mateixa constincia i amb similar cronologia, podem
acordar-los la mateixa valor que als examens microscopics in vivo.

Calgué preguntar-me de seguida quina mena de substancia és aquesta
que surt de les bactéries tot just iniciat el cultiu i que, evidentment, no
correspon a una lisi destructora de la celula. Un fet tan banal com és
I'esquingament de la membrana de collodié que serveix de suport als pre-
parats electronics, em dona ben aviat la prova que les anomenades «ramifi-
cacions» no séon pas particules independents de la bactéria, accidentalment
adherides a la seva superficie durant les manipulacions de preparacio, sind
que formen part integrant de la céHula bacteriana. En aquest cas es veu ben
clar com la «ramificacié» continua aferrada al colodio, impedint que la
bactéria caigués pel forat que es produi accidentalment a la membrana de
suport i que fos xuclada per les poderoses bombes d’aspiracio del microscopi
electronic, cosa que hauria succeit en cas que la bactéria i les «ramificacions»
fossin dues coses independents. Altrament, en moltes de les fotografies que
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presento ja es veu ben bé que les tan repetides «ramificacions» no son altra
cosa que la substancia nuclear bacteriana; pero la confirmacio indiscutible,
I'he obtinguda per mitja de l'accié enzimaitica especifica. Tractant els
preparats amb ribo i desoxiribonucleasa, d’acord amb la teécnica indicada
abans, aquelles estructures no es modifiquen gens. El tractament amb trip-
sina dissol bastant els cossos bacterians, perd deixa intactes els granuls que
formen l'eix de les ramificacions. Pero quan es fa actuar conjuntament
tripsina i desoxiribonucleasa, desapareixen totes aquelles estructures i resta
només una part dels cossos bacterians. Per tant, les «ramificacionss extra-
microbianes son, sens dubte, material nuclear, i, per la seqiiéncia amb que
s'esdevé l'atac enzimatic, ens cal admetre que el granul d’acid desoxiribo-
nucleic esta recobert per una capa proteinica. Després tornaré a recordar
aquesta conclusi6, que considero ben important per altres motius; perod crec
que ja és ben justificat d’afegir un complement qualificatiu d’aquelles forma-
cions anomenant-les, des d'ara, «ramificacions genétiquesy, tal com sembla
confirmar-ho llur evoluci6 ulterior.

Durant els primers minuts de cultiu les bactéries amb ramificacions
genétiques romanen isolades, perd ben aviat es veuen acoblades, posant-se
en contacte per les respectives ramificacions, les quals arriben a barrejar-
se de tal faiso que hom no pot dir on acaba I'ina i on comenca I'altra.
Molt sovint, perd, és ben clara una diferéncia de densitat i d’estructura
entre el material procedent de cada una de les dues bactéries, com si hom
pogués parlar de sexes oposats o complementaris. Una altra vegada només
assenyalo el fet sense poder avangar quin pugui ésser el seu veritable signi-
ficat, pero no seria inversemblant que aquestes imatges fossin la confir-
macio fotografica de la «polaritat sexualy que Haves descobri l'any 1952
per métodes indirectes, sobretot perqué gairebé sempre les ramificacions
genetiques es presenten orientades, no pas a l'atzar, siné una envers l'altra,
mostrant una matua quimiotaxis positiva. Aquest fet és tant més remarcable
que la susdita atraccié mutua roman invariable adhuc fent el cultiu amb
vibracio continua, per mitja d’un aparell magnétic que produeix 100 batze-
gades cada segon i d'una amplitud de 5 millimetres, la qual cosa representa
un bon trastorn vista l'escassa mida de les bactéries.

Cap als voltants de la segona hora de cultiu, la barreja extrabacteriana
de les dues substancies nuclears va modificant el seu primitiu aspecte semi-
liquid i esdevé més estructurada, formant grumolls cada vegada majors i
més densos als electrons, dels quals surten després noves bactéries filles.
No em veig capac de fer una descripcié literaria d’aquesta darrera fase del
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Fig. 5: Acoblament entre dos bacils tuberculosos humans, cultivats en medi sintetic M-g
- Fig. 6: (B. cereus) Molt sovint la morfologia de la ramificacid genética de cada bacil
és prou diferent per a donar suport al concepte d’existir una diferenciacio sexual entre
els individus d'una mateixa colonia nascuda d'un clonus pur. - Figs. 7 1 &: (5. cereus)
\ la segona hora de cultiu, enmig de les dues aportacions nuclears fusionades, van
formant-se elements cada vegada més individualistes 1 densos als electrons.



[Finalment, en néixer noves bactéries. - Fig. o: B. cereus, cultivat 3 hores 1 mitja en
medi M-o. - Fig. 10: Salm. enteriditis, cultiu de 2 hores. - Fig. 11: Durant la primera
hora del cultiu, un Streptococcus despren també ramificacions genétiques amb acobla-
ments multiples, dels quals neix una nova generacido ben abundosa IFig. 12: Al cap

de 2 hores de cultiu.
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procés formatiu, car no és igual per a cada germen ni per a totes les condi-
cions peristatiques del cultiu. Les fotografies electroniques que acompanyen
aquesta Memoria son molt més provatories que no totes les paraules escrites
i ens mostren que l'auténtic naixement de les bactéries és ben diferent d’allo
que diuen els tractats de Bacteriologia. Aquesta afirmacio és valida, tant
per a les bactéries de forma bacilar com per a les cocicies. Vegem, per
exemple, com a la primera hora del cultiu un Streptococcus dona també
sortida al material nuclear en forma d’una polseguera de finissimes granu-
lacions. A la segona hora ja és evident que aquestes granulacions son, elles
mateixes, petits cocus que van creixent i disposant-se en les cadenetes
caracteristiques d’aquesta espécie microbiana.

Aquests son els fets d’observacio, insospitats fins ara certament, pero
la constant repeticié dels quals en tots els gérmens estudiats fa creure que
la fase sexuada amb la barreja extracorporia de substancia nuclear és un
esdeveniment fonamental i obligat en la vida de les bactéries. Com sigui que
aquesta darrera constatacié enclou en si mateixa un bon nombre de conse-
qiiéncies biologiques transcendents, calia presentar proves abundants de
les dades que, al meu entendre, li serveixen de solid basament. Pero cal
també afegir alguns comentaris adients.

LEDERBERG (1956), ANDERSON i col. (1957) i MEYNELL (1962) han
publicat unes imatges microscopiques que ells tenen per molt demostratives
dels acoblaments bacterians, observades en llurs experiments de recombi-
nacio. Les meves fotografies son idéntiques a les presentades pels dits autors,
perd faig constar d'una manera expressa que es troben sempre en tots els
cultius de qualsevol bactéria, adhuc els que procedeixen d’un clonus pur.
S6n imatges molt corrents en microscopia electronica, a les quals no podem
concedir cap significat especial d’enga que sabem que la divisio binaria simple
és d’'una importancia secundaria per a la multiplicacié bacteriana (XarLa-
BARDER, 1954). Altrament, resultaria molt dificil als genetistes ortodoxos
d’explicar per qué son també molt freqiients en certes espécies microbianes
les aparents conjugacions directes triples o quadruples, com les que he
fotografiat diverses vegades, i que tant s’assemblen a les formes de conju-
gacié de certs microbolets. Aix0 no té res d’extraordinari, vist que no hi ha
cap diferéncia fonamental entre els Micets i les Bactéries pel que es refereix
a llur biologia. Per contra, és realment incomprensible el motiu pel qual
la majoria de bacteriolegs es neguen a fer extensius a les bactéries els
coneixements solidament establerts en el camp de la Micologia, sense que
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alhora puguin precisar on és i en queé consisteix el limit de separacié que
tan ficticiament volen marcar entre ambdues disciplines cientifiques. Aquelles
suposades imatges de recombinacio son, potser si, imatges de conjugacio,
perd que trobem també sempre en els anomenats cultius purs de certes
especies o troncs bacterians. La significacié biologica d’aquesta observacio,
la comentaré més endavant, perqué ara és més oportt de discutir I'esséncia
de les anomenades «ramificacions genétiques».

De bell antuvi em semblaren a mi mateix que eren particules estranyes
adherides accidentalment a les bactéries durant les manipulacions prepara-
tories. Ben aviat, pero, els fets demostraren que aquesta interpretacio no
era bona, 1 que les citades ramificacions son veritable substancia nuclear,
pero que no procedeix d'una lisi, sind que presenten les segiients particulars
caracteristiques: A) Apareixen de seguida que les bactéries inicien un nou
cultiu, augmenten molt en nombre durant les primeres hores i desapareixen
gairebé del tot quan els cultius estan ja ben desenvolupats. B) Sempre es
veuen en situacido subpolar, i poques vegades surten per altres llocs de la
bactéria. C) Quan hom sembra bactéries mortes no es formen mai ramifi-
cacions semblants. D) Per abundant que sigui el material que les compon,
la bactéria no es veu mai destruida o buidada, sind, al contrari, ben turgent
i amb aspecte de plena vitalitat. E) Els tractaments amb enzims especifics
demostren que son formades, precisament, per material nuclear. F) Llur mor-
fologia és bastant diferent en cada espécie bacteriana, la qual cosa no s’esdevé
mai en el material informe procedent d'una veritable lisi.

Essent aixi, era obligat de pensar que tenen significacié genetica, sobre-
tot en comprovar que quan hi ha dues bactéries acostades llurs ramifica-
cions no estan orientades a l'atzar, sin que sempre s'apropen mutuament i
es confonen en una massa Gnica, a partir de la qual es formen noves bac-
teries. Com he indicat abans, de vegades existeixen evidents diferéncies
morfologiques entre les ramificacions de cada una de les bactéries acoblades.
Aquesta observacid, I'he feta molt sovint, 1 sembla donar suport a allo
que Hayes (1952) denomini «polaritat sexual», volent dir amb aix6 que hi
ha espécies bacterianes donadores o mascles, i altres especies receptores o
femelles. Molts experiments fets amb bactéries sensibles o resistents als bacte-
riostatics o als bacteriofags tendeixen a confirmar aquella pensada de
Haves, perd WorrLman i Jacos (1059) fan notar, molt encertadament, que
«de vegades una espécie bacteriana donadora es comporta com a recep-
tora, malgrat conservar el seu genoma mascle». Aixo és incomprensible, si
ens atenim al credo dels genetistes ortodoxos, per als quals el caracter de
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donador o de receptor és una propietat global de cada tronc bacteria. Es més
facil d’entendre ara que hem vist com les conjugacions genétiques tenen lloc
entre individus del mateix tronc microbia. Hom podria adduir que, adhuc
en els anomenats cultius purs d’una determinada espeécie, existeixen indi-
vidus heterozigots que podrien actuar indistintament com a donadors o com
a receptors dins una mateixa colonia. Per tal de minimitzar aquesta possi-
bilitat he fet fins a 10 seleccions successives d’una sola colonia amb I'intent
de deixar només els homozigots. Malgrat aquesta precaucio, cada vegada
que he fet una nova sembra d'aquest tronc seleccionat o purificat, sempre
han aparegut les ramificacions genétiques i les conjugacions extracorpories,
i només durant les primeres hores del cultiu, com d’habitud.

En els tractats de Bacteriologia podem apreciar la immensa quantitat
de treball que hom ha dedicat a la descripcio meticulosa i a la classificacio
dels microbis, pero hi manca sempre l'estudi aprofundit de llur biologia
primaria. Es dificil d’esbrinar, doncs, quines son les lleis que governen l'orga-
nitzacié social d’una colonia bacteriana, perqueé la quasi totalitat dels estudis
fets fins ara pateixen del fonamental defecte de creure que la multiplicacio
de les bacteéries té lloc per particié binaria exclusivament, malgrat haver estat
fetes esporadiques demostracions de cicles evolutius més complexos. Els mo-
dernissims treballs de genética bacteriana, amb els elegants experiments
de recombinacié duts a terme, aporten coneixements forga interessants, pero
no han modificat gens ni mica aquell classic concepte de la particié binaria.
Per contra, les discrepancies en els resultats que s'obtenen en els experiments
de recombinacions fan dubtar seriosament de I'exclusivitat d’aquest procés
de reproduccié i ens forcen a acceptar la possibilitat d’altres «mecanismes
desconeguts», segons I'honrada declaracié de LEDERBERG i de WOLLMAN
i Jacos.

En treballs anteriors (1953, 1954, 1955, 1957 1 1038) he demostrat
que les bactéries es multipliquen també per altres mecanismes i que la parti-
cié binaria és, probablement, el menys efectiu de tots ells. Els resultats que
presento ara son la plena confirmacié del mateix criteri i ensenyen que,
si bé la particié binaria pot servir per a anar mantenint constantment el
nombre de gérmens vius en la fase estacionaria, I'embranzida inicial de
la multiplicacié es fa sempre per mitja d’'una fase sexuada que s'efectua al
defora dels cossos bacterians, en el si del medi de cultiu. Aquest fet, a
bastament demostrat en la present Memoria, fa ben comprensible que pugui
haver-hi «errors» en les lleis que, de segur, regeixen la genetica bacte-
riana, donant cabuda a les anomalies que desorienten i preocupen els inves-
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tigadors perque els esgarrien la regularitat dels «mapes cromosomics» que
tan pacientment intenten d’establir. Es facil que moltes suposades mutacions
tinguin potser també aquest origen.

Que les susdites lleis de recombinacié existeixen, ho confirmen unes
altres observacions que he efectuat a posta. En sembrar conjuntament uns
troncs bacterians que no es recombinen entre ells, cada un d’ells forma les
ramificacions genétiques que els son propies, perd mai no s'atreuen mutua-
ment, ni es barregen, ni fan aquells caracteristics acoblaments que he descrit
abans. Aquesta és una nova prova que els esmentats acoblaments responen
a una afinitat genética especifica 1 que no son el producte casual de fenomens
fisics de veinat.

La sortida del material nuclear i els acoblaments sexuals extracorporis
son fets inesperats, ben cert, pero de la realitat dels quals ja no és possible
de dubtar ara. Altrament, aquest esdeveniment no contradiu els conceptes
sostinguts pels genetistes. Segons WOLLMAN i Jacos, «la conjugacié comenca
tantost com les bacteries afins es posen en contacte; els acoblaments son
a bastament solids per a resistir la dilucié del cultiu; la conjugacié no ¢s
pas esdeveniment escas, siné que sovinteja molt; tGnicament es transfereix
material genetic 1 no el citoplasmatic». LEDERBERG ens diu que la recom-
binacio, perqueé pugui reeixir, exigeix dues condicions: bactéries joves i
medis de cultiu liquids; és a dir: exactament el mateix que he observat
en els presents estudis, els quals ens presenten, aixo no obstant, una novetat
forca notable. Tots els estudis de genética bacteriana es refereixen a muta-
cions 1 a recombinacions entre troncs emparentats pero diferents, perque
accepten encara que la multiplicacié per fissié binaria és la sola manera
de reproduir-se que tenen les bactéries. El fet cert és que la recombinacio
genética no és pas exclusiva de I'acoblament accidental, espontani o provocat
experimentalment, de dos troncs diferents, sind que és un fet constant i
primordial al comeng de tots els cultius, adhuc entre les bactéries germanes
procedents d'un sol clonus originari.

Acabem de veure, doncs, una manera de reproduccio bacteriana cons-
tantment observada en tots els gérmens, tant els de forma bacillar com els
cocacis, ben diferent de la divisio binaria i simétrica que només accepten
cls tractats classics. La conjugacié dels genomes patern i matern fora dels
cossos microbians aclareix els problemes que tenen capficats els genetistes
referents a les anomalies tan sovint observades en els mapes genetics dels
recombinats i també a l'existéncia de recombinats amb caracters correspo-
nents a més de dos pares. Pretenen de justificar-ho dient que potser hi ha
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«transmissié parcial de cromosoma» (Haves; WoLLMaN i Jacos), «elimi-
nacio miotica de fragments cromosomics» (LLEDERBERG, CAVALLI-SFORZA),
possibilitat d’acoblaments successius, etc. Tot aixd es comprén més bé en
saber que la barreja dels genes té lloc en el mateix medi de cultiu, i, per bé
que és segur que ha d’obeir lleis ben precises que de moment desconeixem,
d’'aquesta manera resulta molt més facil la producciéo d’alguna falla en
el compliment d’aquelles lleis biologiques, que no pas si I'autentica conju-
gacié havia de fer-se dins les mateixes bactéries. I qui sap si aixo que ara
interpretem com si fossin anomalies genétiques accidentals no son altra
cosa sind el compliment meticulosament precis d'allo que esta saviament
establert per tal de mantenir I'equilibri general de tota la Natura.

Al meu entendre, la contribucidé més important derivada dels estudis
de genética bacteriana és d’haver demostrat que I'nic suport de la infor-
maci6 genética és l'acid desoxiribonucleic (ADN), tant en els microorga-
nismes com en les célules superiors, i que pot acomplir aquesta funcio
primordial adhuc sense formar part integrant d’estructures biologiques defi-
nides, com son els virus, bacteriofags, etc. Tots els notabilissims experiments
de transformaci6 de certes bactéries —als quals he contribuit personalment
(1954, 1955, 1957) — en son la prova definitiva. Per tant, la constituci6
quimica dels virus a ADN essent fonamentalment idéntica a la constitucio
quimica dels genes (DarrLingToN digué que un virus és un gene descolgat
del seu cromosoma), i havent vist en les fotografies d’aquesta Memoria que
el genoma bacteria és constituit per granulacions de 25- 30 my, és a dir,
igual que alguns virus, és enraonat de pensar que l'origen d’aquests darrers
pot consistir en una accidental detencié en el desenvolupament de les bacté-
ries. Queda oberta aixi una ampla via per a fecundes investigacions futures.




