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FIGURA 1.-ENSAYOS DE

ay b)Células de
fluoresceina.

INMUNOFLUORESCENCIA

Escherichia coli marcadas con

c ¥y d)Tratamiento sobre protoplastos de Saccharomyces

cerevisiae,
Evans.

ay b x 12.285
c ydx 8.775

incluyendo contratincidén con Azul de
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FIGURA 2.-FIJACION CON GLUTARALDEHIDO AL 5% Y 0OSOs4

a)Protoplasto de Saccharomyces cerevisiae

b)Célula entera de S.cerevisiae

La barra representa en ambos casos 0.583um
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FIGURA 3.-ENSAYOS DE FIJACION CON DISTINTAS MEZCLAS DE
ALDEHIDOS SOBRE MUESTRAS EN SUSPENSION b -

a)Protoplasto de Saccharomyces cerevisiae sometido a o»
fi1jJacidén n°1 durante 2 horas.

b)Protoplasto de S.cerevisiae sometido a fijacidén n°2
durante 2 horas.

c ¥ d)Protoplastos de S.cerevisiae sometidos a

fijacién n° 2 durante 24 horas. n

e vy f)Células con pared de S.cerevisiae sometidas a -
fijacidén n°2 durante 24 horas.

Las barras representan en a 0.437um,en b 0.699um, en c y d
0.583um, en e 1.59um v en f 0,599um.



FIG.3




FIGURA 4.-ENSAYO DEL METODO DE CAPTACION PROPUESTO POR
YAMADA Y SAKAGUCHI (1981). MUESTRAS TOMADAS
DURANTE LOS LAVADOS CON TAMPON TCS.

a)Protoplasto de Saccharomyces cerevisiae conteniendo

una célula de Escherichia coli.

b vy c)Agregados de protoplastos y célula bacterianas.

P: prototoplasto
B: bacteria

Las barras representan en a 0.699um y en by ¢ 1um.
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FIGURA 5.-DETECCION DE CELULAS DE EScherichia «coli
TENIDAS CON DAPI EN EL INTERIOR DE
PROTOPLASTOS DE Saccharomyces cerevisiae.

a, b, ¢, d y e)Protoplastos aislados.

f)Agregado de protoplastos y bacterias.

Las flechas indican la posicidén de la bacteria

X8.775
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FIGURA 6.-DETECCION DE CELULAS DE Escherichia
PROTOPLASTOS DE Saccharomyces cerevisiae
INMUNOFLUORESCENCIA

Las flechas indican la posicién de la bacteria

x8.775
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FIGURA 7.-FORMACION DE AGREGADOS
POLIETILEN-GLICOL

P:protoplasto
B:bacteria

La barra representa 1um.
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FIGURA 8.-ETAPAS DE CAPTACION (INCUBACION CON PEG)

ay b)Protoplastos de Saccharomyces cerevisiae
rodeados por células de Escherichia coli que
presionan su membrana.

c y d)Células de E.coli atrapadas en agregados de
protoplastos.

e)Detalle de d

Las flechas 1indican zonas de fusidn entre las
membranas de 1os protoplastos.

P:protoplasto
B:bacteria

Las barras representan en a y b 0.583um, en c 1ium, en d
1.59um vy en e 0.350um.
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FIGURA 9.-ETAPAS DE CAPTACION (REHIDRATACION)
a)Agregado de protoplastos de Saccharomyces
cerevisiae, en el que se reconoccen bacterias en
distintos grados de internalizacidén.
b)Dos protoplastos de S.cerevisiae parcialmente
fusionados atrapando a una célula de Escherichia

coli.

c)Bacteria alojada en una profunda 1nvag{nacién del

protoplasto.
d)Bacteria alojada en el interior de un protoplasto.

Las flechas 1i1ndican puntos de fusidn entre las
membranas de l1os protoplastos.

P:protoplasto
B:bacteria

Las barras representan en a itum, en b, ¢ y d 0.583um.
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FIGURA 10.-IMAGENES OBTENIDAS DURANTE LOS LAVADOS CON
TCS, TRAS INDUCIR LA CAPTACION CON PEG
DISUELTO EN AGUA

a)Protoplasto de Saccharomyces cerevisiae que
contiene tres células de Escherichia coli1i.

b v c)Protoplasto de S.cerevisiae qQue contiene una
células de E.col1. Es patente la presencia de
vesiculas (V), reticulo endoplasmico (R) y Golgi

(G).

d)Protoplasto degradado de S.cerevisiae que contiene
una célula de E.col1.

Las barras representan 0.583um.
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FIGURA 11.-IMAGENES OPBTENIDAS DURANTE LOS LAVADOS CON
SORBITOL 0.8M, TRAS INDUCIR LA CAPTACION
CON PEG DISUELTO EN AGUA.

a, b, y c)Protoplasto de Saccharomyces cerevisiae
que contiene a wuna célula de E.coli

alojada en una vesicula de gran tamano.

Las barras representan 0.583um.
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FIGURA 12.-IMAGENES OBTENIDAS DURANTE LOS LAVADOS CON

SORBITOL 0O0.8M TRAS INDUCIR LA CAPTACICN CON
PEG DISUELTO EN AGUA.

a)Protoplasto de Saccharomyces cerevisiae que contiene

Las

una celula de E.coli. E1 citoplasma del mismo
aparece totalmente vesiculizado.

y c)Protoplastos con sS1gnos evidentes de
degeneracién gque contienen a la bacteria.

-reticulo
:vesicula

barras representan en a 0.350um y en b y c 0.583um.
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FIGURA 13.-IMAGENES OBTENIDAS DURANTE LOS LAVADOS CON

TCS, TRAS INDUCIR LA CAPTACION CON PEG
DISUELTO EN TC.

a y b)Protoplasto de Saccharomyces cerevisiae que
contiene células bacterianas. Es patente 1la
presencia de vesiculas (V), reticulo (R) y Golgij

(G).

c ¥ d)Protoplasto de S.cerevisiae que contiene a la
bacteria en una vesicula Qque se cifRe por

completo a su pared celular.

Las barras representan ean a y b 0.583um, en ¢ 0.350um vy

en d 0,233um.
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FIGURA 14.-IMAGENES OBTENIDAS DURANTE LOS LAVADOS CON

SORBITOL O0.8M, TRAS INDUCIR LA CAPTACION CON
PEG DISUELTO EN TC.

a)Protoplasto de levadura que contiene a la bacteria
en su interior alojada en una pequeia vesicula (V).

b)Protoplasto que conteniendo a la bacteria presenta
elevado numero de vesiculas (V) y muy patentes el
reticulo (R) y Golgi (G).

Cc y d)Protoplastos con signos de degeneracidn que no
es extensiva a la bacteria.

Las barras representan en a, b y c 0.583um y en
1.59um.
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FIGURA 15.-PROTOPLASTOS DE Saccharomyces cerevisiae
INCUBADOS EN MEDIO LIQUIDO DE REGENERACION
(OCM)
a y b)Imagenes tomadas tras 3 horas de incubacién.

c vy d)Imagenes tomadas tras 24 horas de incubacion.

Las barras representan 0.699um.
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FIGURA 16.-IMAGENES OBTENIDAS DURANTE LA INCUBACION EN
OMM-2 LIQUIDO CARENTE DE HISTIDINA

a, b, ¢c y d)Protoplastos que presentan signhos
evidentes de degradacidn.

y ¢c: Tras 15 minutos de incubacidn
Detalle de a

Q T o

:Tras 30 minutos de incubacidén

:mitocondrias
‘nucleo

:vesiculas

0D < Z2 <

:bacteria

Las barras representan en a, c y d 1ium vy en b 0.583um.
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FIGURA 17.-IMAGENES OBTENIDAS DURANTE LA INCUBACION EN
MEDIO OMM-2 LIQUIDO CARENTE CE HISTIDINA.

Incrementc de la frecuencia en 1la aparicidn de
protoplastos con signos de vesiculizacidn en funcidn
del tiempo de incubacidn.

ay b)A los 15 minutos

c ¥y d)A Tos 30 minutos

e vy f)A Tos 60 minutos

V:vesiculas

Z:zonas citoplasmaticas de menor electrodensidad

Las barras representan 0.583um.
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FIGURA 18.-IMAGENES OBTENIDAS DURANTE LA INCUBACION EN
OMM=2 LIQUIDO CARCNTE DE HISTIDINA

a)Protoplasto degenerado tras 120 minutos de
incubacidén.

b)Protoplasto que contiene a la bacteria rodeada por
una membrana que se cine a la pared celular de Tla
misma, tras 180 minutos de incubacidn.

c)Detalle de b.

d)Protoplasto que contiene a la bacteria en repliegues

de la membrana, tras 21 horas de incubacidn.

B:bacteria
M:mitocondria

Las barras representan en a y ¢ 0.583um vy en b y d 1um.
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FIGURA 19.-IMAGENES OBTENIDAS DURANTE LA INCUBACION

OMM-2 LIQUIDO ADICIONADO DE HISTIDINA

a)Protoplasto que contiene a la bacteria tras

minutos de incubacidn.

b vy c)Protoplastos degenerados tras 30 minutos
incubaci1dén en los que puede observarse

sistema membranoso intacto.

d)Protoplasto que contiene a la bacteria tras

minutos de incubacidn.

R: reticulo
V: vesicula

Las barras representan 0.583um.
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FIGURA 20.-IMAGENES OBTENIDAS DURANTE LA INCUBACION EN

OMM-2 LIQUIDO ADICIONADO DE HISTIDINA

a)Protoplasto que contiene a Tla bacteria en una
pequena vesicula tras 180 minutos de incubacidn.

b)Protoplasto que contiene a la bacteria alojada en
una vesicula de gran tamano tras 180 minutos de

incubacidén.

c)Detalle de b.

M:mitocondria

Las barras representan en a y ¢ 0.583um y en b 1um.
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FIGURA 21.-IMAGENES OBTENIDAS TRAS
INCUBACION EN TCS

ay b)Protoplastos que contienen
alojadas en vesiculas.

c Yy d)Protoplastos con bacterias
citoplasma.

M:mitocondria
R:reticulo

V:vesicula

Las barras representan en a 0.583um,
en d 0.140um.
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FIGURA 22.-IMAGENES OBTENIDAS TRAS DOS HORAS DE

INCUBACION EN TCS

a, b, ¢c y d)Protoplastos que contienen a la bacteria.
En ellos se observa una gran
vesiculizacién (V), reticulo (R) y zonas
de menor electrodensidad (Z).

N:nucleo

Las barras representan en a tum en b y ¢ 0,583um y en d
0.350um.









FIGURA 23.-IMAGENES OBTENIDAS TRAS DOS HORAS DE
INCUBACION EN SORBITOL 0O.8M

ay b)Protoplastos que contienen a las bacterias
alojadas en vesiculas.

c)Protoplasto que contiene al menos 2 bacterias
alojadas en vesiculas.

R:reticulo

Las barras representan en a y ¢ 0.350um y en b 0.583um.
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FIGURA 24.-IMAGENES OBTENIDAS DURANTE LA INCUBACION EN MEDIO
OMM-2 MODIFICADO CARENTE DE HISTIDINA (TRAS 30 MINUTOS

DE INCUBACION)

a)Protoplasto que contiene a 1la bacteria alojada en una

vesicula.

b y c)Protoplastos que contienen a la bacteria, presentando
distintos grados de cohesidén entre la membrana de la

vesicula que la rodea y la membrana externa de la pared

celular.

d)Protoplasto que contiene a una bacteria alojada en e

citoplasma. Es Tmposible reconocer una membrana propia de]

hospedador gque rodee al procariota.

Nn:nucleoide

Las flechas 1ndican puntos de cohesidén entre las membranas

Las barras representan en a, ¢ y d 0.350um y en b 0.140um.
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FIGURA 25.-IMAGENES OBTENIDAS DURANTE LA INCUBACION EN MEDIO
OMM-2 MODIFICADO CARENTE DE HISTIDINA.

a)Protoplasto que contiene a la bacteria 1inmersa en el
citoplasma tras 30 minutos de incubacidn.

b)Protoplasto que contiene a una bacteria en su interior tras

dos horas y media de incubacidn.

c)Detalle de protoplasto gque contiene a una bacteria con signos

evidentes de divisidn, tras cinco horas de incubacidn.

d y e)Protoplastos con signos de crecimientc gue contienen dos

bacterias.

P:protoplasto
B:bacteria

Las barras representan en a, by ¢ 0.350um v en d y e 0.583um.






FIGURA 25.-IMAGENES OBTENIDAS DURANTE LA INCUBACION EN MEDIO
OMM-2 MODIFICADO CARENTE DE HISTIDINA TRAS 21 HORAS DE
INCUBACION
f)Protoplasto que contiene tres bacterias.
g)Detalle de f.

h e i)Protoplastos que contienen numerosas bacterias.

B:bacteria
P:protoplasto

Las flechas indican formacidén del septo de divisidn bacteriana.

Las barras representan en f 1tum y en g, h e 1 0.583um.
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FIGURA 25.-IMAGENES OBTENIDAS DURANTE LA INCUBACION EN MEDIO
OMM-2 MODIFICADO CARENTE DE HISTIDINA TRAS 21 HORAS
DE INCUBACION PROCEDENTES DE ALGINATO.

j, k, 1, m, n y o)Protoplastos que contienen numerosas
bacterias notablemente degenerados.

Las flechas indican bacterias en divisién.

Las barras representan 1um.
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FIGURA 26.-IMAGENES OBTENIDAS DURANTE LA INCUBACION EN MEDIO
OMM-2 MODIFICADO CARENTE DE HISTIDINA.

a)Protoplasto que contiene una bacteria alojada en una
vesicula, tras 30 minutos de incubacidn.

b, ¢ vy d)Protoplastos que contienen a la bacteria alojada en
una vesicula membranosa que emite prolongaciones que
se adentran en el citoplasma, tras 2.30 horas de

incubacidn.
B:bacteria
P:protoplasto

p:prolongaciones membranosas

Las barras representan en a, b y d 0.350um y en ¢ 0.583um.
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FIGURA 26.-IMAGENES OBTENIDAS DURANTE LA INCUBACION EN MEDIO
OMM-2 MODIFICADC CARENTE DE HISTIDINA.

e y f)Protoplastos que contienen bacterias alojadas en
vesiculas en las gue pueden reconocerse 1slotes de

citoplasma, tras 5 horas de incubacidn.

g)Protoplasto que contiene una célula bacteriana, con signos de

divisién, en una vesicula. Tras 5 horas de 1ncubacidédn en

medio con alginato.

h)Bacteria qgue se aloja en un repliegue membranoso de]

protoplasto, tras 5 horas de incubacidn.

i)La misma situacidn gque en h, tras 21 horas de incubacién.
B:bacteria

P:protoplasto

1:1slotes de citoplasma.

La flecha indica bacteria en division.

Las barras reprentan en e, f y h 0.583um, en g 0.233um y en 1

THm.
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FIGURA 27.-IMAGENES OBTENIDAS DURANTE LA INCUBACION EN MEDIO
OMM-2 MODIFICADO CARENTE DE HISTIDINA.

a)Protoplasto que contiene a la bacteria en una vesicula a 1la
que se fusionan otras de menor tamano, tras 30 minutos de

incubacion

b)Protoplasto que contiene a la bacteria en una vesicula. E]I
procariota presenta una pared celular ligeramente alterada,

tras 30 minutos de 1ncubacidén.

c)Protoplastos que contienen restos de 5ared celular bacteriana

en una vesicula.

d)Vesicula que vierte su contenido al exterior.

B:bacteria

V:vesicula

Las barras representan en a 0.082um y en b, ¢ y d 0.140um.
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fIGURA 28.-IMAGENES OCBTENIDAS DURANTE LA INCUBACION EN MEDIO

OMM-2 MODIFICADO ADICIONADO DE HISTIDINA.,

a)Protoplasto que contiene a la bacteria tras 30 minutos de

incubaci1dn.

by c)Igual situacién que en a tras 5 horas de incubacién.
d, e y f)Protoplastos gque contienen un gran numero de
bacterias, tras 21 horas de incubacidn. d y e

proceden de alginato.

En ningun caso es posible observar una membrana que aisle a la

bacteria.

P:protoplasto

B:bacteria
Las flechas indican bacterias en divisidn.

Las barras representan en a 0.350um y en b,c,d,e y f 0.583um.
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FIGURA 29.-IMAGENES OBTENIDAS DURANTE LA INCUBACION EN MEDIO

OMM-2 MODIFICADO ADICIONADO DE HISTIDINA.

a)Protoplasto que contiene dos bacterias, tras 30 minutos de

incubacidn.

b vy c)Protoplastos gue contienen a la bacteria en una vesicula,

tras 2,30 horas incubacidn.

d v e)Igual situaciéon a 1la anterior tras 5 horas de i1ncubacién.

f)Detalle de e. Puede observarse un islote citoplasmatico en la

vesicula que aloja al procariota.

1:1slote de citoplasma

Las barras representan en a 0.350um, en b,c,d vy e 0.583um y en
f 0.233um
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FIGURA 30.-IMAGENES OBTENIDAS TRAS 4.30 HORAS DE INCUBACION EN

TCS

a)Protoplasto que contiene a la bacteria; presenta elevado
nimero de vesiculas (V) y patente reticulo (R) y Golgi (G).

b)Protoplasto que <contiene a la bacteria 1nmersa en el

citoplasma.

c)Protoplasto que presenta estructuras semejantes a bacterias

pero gque carecen de pared celular.

B:bacteria

P:protoplasto

Las barras representan en a y ¢ 0.350um y en b 0.583um.
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FIGURA 31.-IMAGENES OBTENIDAS TRAS 23 HORAS DE INCUBACION EN TCS.

a)Protoplasto que aloja a una bacteria en una vesicula.

b y c)Protoplastos que contienen a la bacteria presentando
zonas citoplasmaticas de menor electrodensidad (Z), vy
vesiculas (V).

B:bacteria

Las barras representan ean a y b 0.350um vy en ¢ 0.233um.
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FIGURA 32.-MICROFOTOGRAFIAS CORRESPONDIENTES A CELULAS AISLADAS

DE COLONIAS APARECIDAS EN MEDIO OMM-2 MODIFICADO
CARENTE DE HISTIDINA TRAS 20 DIAS DE INCUBACION

a)Imagen de las células con aspecto miceliar mas marcado.

b)Detalle de a.

c Yy d)Imagenes de células con aspecto miceliar menos marcado.
La bacteria se aloja en una vesicula.

P:protoplasto N
B:bacteria 'I
pc: restos de pared celular 8

Las barras representan en a y d 0.350um, en b 0.140um y en c
0.583um.






FIGURA 33.-MICROFOTOGRAFIAS DE
MARCADO TRAS SER

CELULAS CON ASPECTO MICELIAR
SUBCULTIVADAS EN MEDIO OMM-2

LIQUIDO MODIFICADO CARENTE DE HISTIDINA.

P:protoplasto
B:bacteria
VA:vacuola

Las barras representan en a 0.583um, en b 0.140um, en C

0.223um ¥ en d 0.350um.
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FIGURA 33.-MICROFOTOGRAFIAS DE CELULAS CON ASPECTO MICELIAR

MARCADO TRAS SER SUBCULTIVADAS EN MEDIO OMM-2
LIQUIDO MODIFICADO CARENTE DE HISTIDINA.

P:protoplasto
B:bacteria
VA:vacuola

Las barras representan en todos los casos 0.583um.







FIGURA 33.-MICROFOTOGRAFIAS DE CELULAS CON ASPECTO MICELIAR
MARCADO TRAS SER SUBCULTIVADAS EN MEDIO OMM-2

LIQUIDO MODIFICADO CARENTE DE HISTIDINA.

P:protoplasto
B:bacteria
VA:vacuola

Las barras representan en j y 1 0.583um y en K y m 0.233um.






FIGURA 34.-MICROFOTOGRAFIAS TOMADAS TRAS INDUCIR LA CAPTACION DE
Escherichia coli POR PROTOPLASTOS DE Aspergillus

nidulans

a, by c)La bacteria se aloja en una vesicula.

d) Bacteria alojada en una gran vacuola.

e)Protoplasto degenerado gue contiene dos bacterias.

P:protoplasto
B:bacteria
M:mitocondria
L:gota lipidica

Las barras representan en a 0.350um, en b, d y e 0.583um y en
c 0.233um.
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