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Rubén Lopez:
“42 anos en el CIB”

ueridos comparieros:

“...la investigacion biologica es quiza la activi-
dad mas costosa de la ciencia actual y uno de los
lujos mas caros del presupuesto de los Estados
modernos. El capital que estos Estados dedican en
todas partes a la investigacion, no produce divi-
dendos regulares, es decir, hallazgos fijos y nor-
males; tal vez, ninguno, durante largo tiempo. Pero
todo esto es aparente, digo, porque la verdadera
caracteristica de los estudios biologicos, es, que el
tiempo que parecia perdido, resulta que se ha
ganado en cuanto pasan algunos afnos...”

Estas palabras que acabo de leeros las pronun-
ci6 hace casi 48 afios D. Gregorio Mararfiéon en el
discurso inaugural del antiguo CIB de la calle de
Velazquez que hemos abandonado hace apenas 2
afnos y medio. Su vigencia permanece intacta por-
que creo que dificilmente se encontrard un mejor
pensamiento para encuadrar la dedicacion que se
precisa en biologia para encarar el dia a dia del
laboratorio y, ademas, encierran las razones mas
poderosas para premiar los muchos esfuerzos que
se realizan a diario en la poyata. Hoy, hago mios
los esclarecedores pensamientos del maestro para
agradecer a los ponentes de estas jornadas que
nos hagan participes de sus esfuerzos y de sus
logros, que, sin duda, iluminaran una vez mas
sobre la irrenunciable vocacién investigadora que
ha marcado la trayectoria cientifica del Centro de
Investigaciones Bioldgicas durante medio siglo.

Apenas, cinco afios después de ese 8 de febre-
ro de 1958 cuando don Gregorio aleccionara,
como solia hacerlo, a sus oyentes, el que os habla
se incorporaba como becario en el Instituto “Jaime
Ferran” de Microbiologia, uno de los pilares fun-
dacionales del CIB. Hoy, el grupo de amigos encar-
gado de organizar estas jornadas, me ha pedido
que haga una breve presentacion para agradecer,
como acabo de manifestar, a los conferenciantes,
por compartir con nosotros su ciencia y su sabi-
duria y a los asistentes, por arroparnos con su
interés por la ciencia.

Una reflexién serena me ha llevado a pensar
que la deferencia que me han concedido los orga-
nizadores al invitarme a participar hoy en este foro
podria reunir como Unico mérito personal el hecho
de haberse difundido la noticia de que el préoximo

10 de enero
pongo un punto y
final a mis 42
afos de trabajo
en el CIB, sélo |
interrumpidos |,
por mis 4 afios de |-
estancias en cen- |
tros extranjeros.
Pero, ante el jubi-
leo solo nos
queda aceptar, al
menos con cierta
dignidad, ese
designio implaca-
ble al que nos
condiciona la
biologia e insistir
exclusivamente sobre este argumento solo me lle-
varia a situaciones que recordarian las coplas de
un Jorge Manrique a la muerte de su padre, y ese
sesgo literario, en tono menor, no encontraria una
sintonia adecuada en esta sala. Es por eso, que un
cierto toque de vanidad profesional me ha llevado
al convencimiento de que el afan investigador que,
durante tantos afios, he desarrollado en esta mi
casa, me facultan para hacer hoy algunas consi-
deraciones sobre las referencias que han marcado
mi trayectoria cientifica. Quiero pensar que esas
referencias han propiciado los fundamentos para
que fuera capaz de mantener trabajando de forma
cohesionada y durante largo tiempo a un grupo de
4 6 5 investigadores en plantilla en torno a un
patégeno humano tan conocido como neumococo.
Asimismo, albergo una cauta esperanza de que
esta introspeccion pueda tener para vosotros un
cierto interés instructivo.

Puedo resumir en tres los “mantras” que han
servido, a lo largo del tiempo, para dar consisten-
cia a nuestro grupo. Se trata de meditaciones
materializadas como resultado de practicar una
Etica situacional mas que un plan rigidamente
preestablecido:

1. El primero ha sido el saber rodearme de
cientificos que compartieran mi pasion por la bio-
logia. Esta es la tercera oportunidad a lo largo del
ultimo mes en que hago referencia, por diversas
circunstancias, a una cita de Ernst Mayn quien
nos iluminé al decir que “ser bidlogos, mas que
una profesién es elegir un estilo de vida”. Al leerla
por vez primera comprendi el por qué socialmente
se nos suele ver en demasiadas oportunidades
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como individuos algo indiferentes frente a los con-
ductas que otras profesiones suelen marcar como
socialmente correctas. No creo que esto sea cierto
y mucho menos lo es la caricatura del cientifico
que, con demasiada frecuencia, nos muestra el
cine. Sucede simplemente que esa pasién por la
biologia nos lleva a incorporar entre nuestras nor-
mas de conducta el anteponer en nuestras vidas
las virtudes sobre los bienes y esto marca un cédi-
go de comportamiento que, con demasiada fre-
cuencia, produce, una cierta incomprensién
social. Sin embargo, siempre me ha preocupado la
lectura negativa que los jovenes licenciados pue-
den hacer, con razén, de ésta exigente norma de
conducta cuando se incardina dentro de una
sociedad cientificamente inculta y soportando a
una clase politica que, tradicionalmente, s6lo nos
ofrece migajas para que le devolvamos milagros.
Todo ello provoca deserciones entre los nuevos
doctorandos que ven cédmo aquellos compafieros
que les precedieron unos afios antes, con la razo-
nable aspiracién de adquirir el perfil de un profe-
sional de la Ciencia y no el de un sacrificado
misionero, después de afios de doctorado y espe-
cializacién fuera de nuestras fronteras, enfilando
ya los 40 afos, se ven obligados a apostatar de la
investigacién en medio de la indiferencia de nues-
tras autoridades. Mientras no se subsane esta ver-
glenza institucional seguiremos dando vigencia al
aserto de que “Investigar en Espafa es llorar”,
parafraseando a Larra una vez mas.

2. La segunda referencia de nuestro trabajo ha
sido los patrones que nos hemos marcado en el
grupo sobre la orientacion y la valoracion de la
produccidn cientifica. Volviendo nuevamente al
citado discurso de Marafion, en su frase final ya
advertia entonces sobre la necesidad de “habituar
al hombre de ciencia espafiol a trabajar en equipo
porque nada hay mas anticientifico que el indivi-
dualismo”. Solo ahora, con el regreso de algunos
destacados investigadores parece que se quiere
poner en practica este consejo del maestro. En
este sentido os recomiendo repasar las recientes
declaraciones de Massagué o de Fuster donde
hablan de la imperiosa necesidad de tener grupos
grandes y cohesionados. Mas aun, esta obviedad
ha sido incorporada apenas hace unos dias al
BOE, como formulacion prioritaria, en la nueva
convocatoria de Planes Nacionales.

Por eso apelo nuevamente a ese aserto impla-
cable de Diremant que nos recuerda: “Dificiles
tiempos los nuestros en que hay que explicar lo evi-
dente”, porque es un hecho histéricamente con-
trastable que de acuerdo con las politicas cientifi-
cas al uso (propiciadas tanto por las autoridades
de turno como, en demasiadas ocasiones, por

nuestros propios comparfieros) los grupos de mas
de 2 personas han sido considerados durante
demasiado tiempo, como algo “poco recomenda-
ble”. Ocurria que el tener que compartir firmas en
las publicaciones imponia una seria limitacién
para progresar profesionalmente seglin los patro-
nes que han instruido durante demasiado tiempo
aquellos que prefieren ignorar lo que debe ser la
razén que impulse el progreso cientifico: la calidad
del trabajo en si mismo. Y, asi, olvidan con dema-
siada frecuencia que: “el arte es el yo, la ciencia el
nosotros” como nos dejara dicho Claude Bernard.
No obstante, el tesén a la hora de perseverar en lo
que creiamos mas apropiado para nuestro traba-
jo, no ha impedido que esos compafieros que me
han arropado durante tanto tiempo sean hoy cien-
tificos con excelentes curricula que han promocio-
nado sus carreras de forma envidiable. Incluso,
envidiable para mi por aquello de Discipuli procter
magister, es decir los discipulos han superado con
creces al maestro que nunca fui. Esta limitacion
funcional que he sefialado debe ser corregida y va
en paralelo con otro problema valorativo no menos
grave y muy actual como es: la sacralizacién de los
indices de impacto.

Resulta cansado y hasta insultante, recordar
lo que realmente significan esos indices: valorar
revistas, no trabajos. Uno de los totem para aque-
llos que pontifican con el impacto, la revista
Nature, denunciaba, mejor que nadie, en un
reciente editorial la falacia de emplear estos méto-
dos estadisticos como bien supremo: “Comparar
los IF de las revistas no tiene sentido (es inatil), por
ejemplo, si sirven para cotejar disciplinas diferen-
tes, sobre las cuales prevalecen desiguales practi-
cas de valoracion. Pero mientras tanto tales com-
paraciones son alun usadas para juzgar el trabajo
de los cientificos” y afiadia: “... cuando estos indi-
ces caen en las manos de analistas no expertos en
bibliometria el rigor en su uso se esfuma” (fin de la
cita).

Para mi tengo que los mufidores de estas edi-
toriales de Nature tienen ahora muy en cuenta los
agravios de un pasado no muy lejano. En este sen-
tido, la Microbiologia nos proporciona un ejemplo
paradigmatico como ningun otro para ilustrar
como los llamados policy-shappers and decission
makers, por emplear los términos barbarizantes
que tanto gusta, pueden hacernos caer en peligro-
sos errores conceptuales de consecuencias impre-
decibles. Asi, se dijo, vy, lo que es peor se practico,
por parte de un influyente sector de cientificos que
en los afios 60 del pasado siglo XX marcaban las
reglas del juego, que al disponer, desde los afios
50, de esas “balas magicas” que han sido los anti-
bidticos, a la Microbiologia solo le quedaria, en
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adelante, el ocupar una pagina en la historia de la
Biologia. Hoy, los microorganismos, décadas des-
pués de que se predicara en esos foros la inutili-
dad de trabajar con ellos, no sélo continGan sien-
do la primera causa de muerte en el mundo sino
que se han convertido en una novedosa fuente de
conocimientos y en un caudal inagotable de apli-
caciones técnicas y practicas.

Si pese a los graves errores cometidos en el
pasado, convertimos a los indices de citacién en el
nuevo vellocino de oro de la ciencia me temo que
areas como la microbiologia, las ciencias agrarias
y un largo etcétera correran, una vez mas, el peli-
gro de despoblarse de buenos cientificos y beca-
rios al ser victimas del empleo de criterios con-
trastados solo en apariencia, al medir, ademas,
solo las citaciones de los 2 Ultimos afos de nues-
tro trabajo. Pero la verdad cientifica, como no
podia ser menos, es testaruda y por ello invita a
una seria reflexion el hecho de que este afio el pre-
mio Nobel de “Medicina y Fisiologia” lo compartan
dos microbidélogos a los que a tenor del impacto de
la mayoria de las revistas en que se vieron obliga-
dos a publicar sus hallazgos sobre Helicobacter
pylori, nunca les hubieran otorgado en nuestro
pais ni proyecto ni becario, si se insiste en aplicar
esta nueva forma de semiética pseudocientifica en
perjuicio de una perspectiva cientifica que alimen-
te un valor duradero. Recordemos, con U. Eco,
que: “Lo que (se publica) no se ha hecho para que
creamos lo que dice, sino para que lo analicemos” y
eso es lo que se espera de los cientificos honestos:
que sepan arbitrar sus propios criterios de valor.

3. Finalmente, y este es nuestro ultimo “man-
tra”, siempre he reclamado para nuestro trabajo la
complicidad de la Sociedad y éste ha sido y sera,
ya jubilado, mi tercer caballo de batalla: Insistir
en la obligacion que como cientificos tenemos
contraida hacia el hombre de la calle. En el tan
citado discurso de Marafién, del que he hecho,
como no podia ser menos, el leit motif de esta pre-
sentacién, el maestro terminaba su parlamento
llamando a la ciencia “la religién de la verdad”. No
es el momento de analizar esta contundente afir-

macioén pero creo que por razones que estan en la
mente de los presentes, tenemos que desarrollar
nuestro trabajo dentro de una sociedad que arras-
tra siglos de ignorancia cientifica. Y, es por ello,
que resulta imperativo el que hagamos un esfuer-
zo intelectual para incorporar la ciencia a los
nobles, pero aun limitados, logros del pensamien-
to humano. Reconozcamos, con pensadores como
mi maestro el profesor Mayor Zaragoza, que es
plausible, por vez primera, enfrentarse a los gran-
des problemas de la humanidad con una vision
cientifica. Creamos, una vez mas, en la utopia, y
confiemos en que esa aportacién integradora de la
Ciencia contribuya con nuevos elementos a esta-
blecer barreras culturales que eviten que los arte-
ros intereses de unos pocos sigan fundamentan-
dose en la esclavitud intelectual y material del
resto de los seres humanos. La ciencia necesita
ser divulgada, aunque su comprensién requiera,
sin duda, un esfuerzo de inspiracién que nos lleve
a usarla como bandera de agitacion social y qui-
zas ese empefio lo haya actualizado mejor que
nadie, con su agresivo optimismo, Lynn Margulis
al afirmar que: “Hoy, sélo la ciencia es noticia, lo
demas es cotilleo”. Estoy convencido de que el
conocimiento cientifico aportaria prudencia a la
vida publica, al menos en aquellos paises ya capa-
citados intelectualmente, merced a la herencia
que les legd la llustracién, para incorporar a la
Historia de la Humanidad las experiencias gene-
radas por la Biologia Evolutiva, y asi, saber dis-
cernir “lo que es bueno o malo para seguirlo o huir
de ello”. Tal vez, en este planteamiento esté la
base del disefio del nuevo orden mundial que se
precisa construir. En cualquier caso, para iniciar-
nos en este novedoso, y sin duda dificil, objetivo
hagamos complices del mismo al ciudadano medio
llevando a su mente, con la tenacidad que carac-
teriza a los buenos cientificos, que deben integrar
en sus vidas ese imperecedero consejo de Kant
que reza: Sapere aude, es decir, “atrévete a pensar
(¢, saber?)”.

Rubén Loépez
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Caracteristicas de levaduras y hongos filamentosos de interés en
agroalimentacién. ¢(Adaptacion al ambiente?

Tahia Benitez*, Miguel Angel Moreno-Mateos, Ana M2 Rincén y Antonio C. Codén
Departamento de Genética, Facultad de Biologia, Universidad de Sevilla.
Apartado 1095, E-41080 Sevilla.
*E-mail: thaia@us.es

Las levaduras y los hongos
filamentosos

as levaduras se definen como hongos unicelu-

lares que crecen y se dividen asexualmente, la
mayoria por gemacion (Fig. 1A). A pesar de esta
definicion, las levaduras representan con frecuen-
cia solo la fase unicelular del ciclo de vida de los
hongos filamentosos. Bajo el punto de vista taxo-
némico se agrupan en diferentes géneros de asco-
micetos, basidiomicetos y deuteromicetos, y esta
diversidad apunta a que las levaduras son estruc-
turas morfologicas favorecidas por la seleccion y
que han aparecido de forma recurrente a lo largo
de la evolucidn. De hecho, existen levaduras con
ciclo sexual o asexual, haplonte o diplonte, con
caracteristicas metabodlicas muy diferentes o con
un complemento cromosémico que varia desde 3 a
mas de 20 cromosomas. El proceso de seleccion
ha sido tal que se pueden encontrar tantas dife-
rencias a nivel molecular o metabdlico entre cepas
de la misma especie que entre especies distintas,
lo cual resulta de enorme interés bajo el punto de
vista de la aplicacién industrial.

Es posible que tanto los estados levaduriformes
como los miceliales respondan a un dimorfismo
que originalmente formaba parte del ciclo de vida
de todos los hongos, y que las especies que hoy
definimos exclusivamente como levaduras o como
hongos filamentosos sean simplemente mutantes
que han perdido la capacidad dimdrfica o que el
dimorfismo ocurra bajo unas condiciones que aun
no se han establecido. En cualquier caso, sor-
prenden las diferencias estructurales y metabdli-
cas que separan a las levaduras de los hongos fila-
mentosos, incluso para una misma especie, y que
son fundamentalmente intrinsecas del propio
caracter levaduriforme o micelial. Quizas, porque
el dimorfismo consiste basicamente en adoptar
una morfologia y una pauta de comportamiento
gue encaje de forma 6ptima con unas condiciones
precisas, diferentes para la forma levaduriforme y
la micelial. Salvando las diferencias que puedan
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Figura 1. A. Células gemando, ovoides, casi redondas
de una cepa de levadura de S. cerevisiae al microsco-
pio electréonico. B. Micelio, conidi6foros y conidios de
la cepa T. harzianum CECT 2413 al microscopio elec-
tronico. (Citado en Benitez et al., 2004).

derivarse del hecho de ser especies distintas, aqui
vamos a comparar el comportamiento de dos orga-
nismos de gran interés en agroalimentacion. Por
una parte Saccharomyces cerevisiae como modelo
de hongo levaduriforme (Fig. 1A) y por otra
Trichoderma harzianum como modelo de hongo
filamentoso (Fig. 1B). Sus caracteristicas morfolo-
gicas, genéticas y metabdlicas parecen responder
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en muchos casos a un proceso de adaptacién épti-
mo a las condiciones ambientales en las que se
encuentran habitualmente las cepas pertenecien-
tes a estas especies, mientras que otras veces no
existe una explicaciéon clara que justifique dichas
caracteristicas.

Ecologia de S. cerevisiae y
T. harzianum

Los hongos filamentosos como T. harzianum son
organismos del suelo donde los nutrientes de
facil asimilacion son muy escasos, la competencia
con otros organismos es feroz y los sustratos se
encuentran en su mayoria formando polimeros de
alto peso molecular. Estos hongos filamentosos
poseen una gama extraordinaria de enzimas liti-
cas que excretan al exterior por el apice de las
hifas y que les permite hidrolizar y asimilar sus-
tratos tan diversos como la celulosa, hemicelulo-
sa, quitina, glucano, pectina, proteinas y otros.
Este metabolismo es oxidativo, con preferencia
por la respiracion y un crecimiento lento pero con
un alto rendimiento en ATP. En estas condiciones

sin Trichoderma

muchos de los transportadores presentes en la
membrana plasmatica son de alta afinidad, posi-
blemente por la baja concentracion de sustrato
transportable existente en el medio natural. En el
caso especifico de cepas de T. harzianum, muchas
de ellas utilizadas como biofertilizantes y biopesti-
cidas, éstas han desarrollado ademas una capaci-
dad asombrosa de interaccionar de forma parasi-
tica y simbidéntica con microorganismos y plantas
(Figs. 2A 'y 2B), y de utilizar y degradar polisacari-
dos, pesticidas xenobiéticos, hidrocarburos, cloro-
fenoles y derivados cianogénicos. De ahi que estas
cepas se empleen en agricultura, en la produccion
de enzimas, en biocontrol como biopesticidas, bio-
protectores, bioestimultantes de plantas y biofer-
tilizantes, y se comercialicen mas de 50 productos
diferentes basados en ellas (Kubicek y Harman,
1998; Harman et al., 2004).

Por su parte, las levaduras como las pertene-
cientes al género Saccharomyces son fundamen-
talmente fermentativas, utilizan sobre todo moné-
meros como glucosa, fructosa o galactosa, practi-
camente no secretan hidrolasas ni ninguna otra
enzima o metabolito y por lo tanto son incapaces
de utilizar polimeros o compuestos de alto peso

con Trichoderma

Figura 2. T. harzianum CECT 2413 es capaz de micoparasitar otros hongos, actuando como biofungicida.
Sobrecrecimiento de una cepa del hongo fitopatégeno Phytophthora cactorum (parte inferior) por T. harzianum
CECT 2413 (parte superior) a lo largo del tiempo. Fig. 2B. T. harzianum CECT 2413 estimula el crecimiento de las
plantas, actuando como biofertilizante. Aspectos de plantulas de tabaco germinadas en agar-agua (sin
Trichoderma) o en estas condiciones y un inoculo de esporas de T. harzianum CECT 2413 (con Trichoderma).

(Citado en Benitez et al., 2004).
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molecular. Como resultado de su metabolismo
acumulan las fuentes de carbono como glucosa o
fructosa en forma de intermediarios energéticos
como etanol, consiguiendo con ello convertir un
sustrato facilmente asimilable por la mayoria de la
flora con la que compite, en otro sustrato que
pocas especies pueden utilizar. Ademas el etanol
es altamente téxico a concentraciones a las que
Saccharomyces es muy tolerante. EI metabolismo
fermentativo y la produccién de etanol correlacio-
nan perfectamente con la disponibilidad de altas
concentraciones de glucosa o fructosa presentes
en las uvas y otros frutos en cuya piel se encuen-
tra Saccharomyces. El género Saccharomyces
(sensu stricto) incluye las cepas de levadura mas
utilizadas en agroalimentacién, responsables de la
produccidon de vino, cerveza, sidra, sake o pan.
Comprende especies adaptadas durante milenios
a ambientes creados por el hombre, especies de
ambientes naturales, de las que S. paradoxus
parece ser el ancestro de la especie doméstica S.
cerevisiae, e hibridos de las anteriores encontra-
dos sobre todo en cerveza y sidra. De ahi que las
cepas de S. cerevisiae sean altamente fermentati-
vas y se encuentren exclusivamente en ambientes
antrépicos (vifiedos, bodegas). Reordenaciones
cromosdmicas y la acumulaciéon de mutaciones
han propiciado el aislamiento reproductivo entre
el ancestro S. paradoxus y la especie doméstica S.
cerevisiae (Benitez y Codén, 2002, 2005).

Caracteristicas genéticas de
S. cerevisiae y T. harzianum

L as cepas haploides de S. cerevisiae vienen defi-
nidas por un patron de 16 cromosomas de
entre 0,25 a 2,5 megabases. Las cepas de labora-
torio son heterotalicas, con fases haploide o diploi-
de estables y con una alta frecuencia de recombi-
nacioén entre secuencias homadlogas tanto en meio-
Sis como en mitosis.

Se ha detectado un alto grado de polimorfismo
cromosOmico, tanto en nUmero como en tamafo
de los cromosomas, y este polimorfismo es mayor
en cepas industriales que en cepas de laboratorio.
Ademas, las cepas industriales son en su mayoria
aneuploides, no conjugan, no esporulan o lo
hacen pobremente y en estos casos la viabilidad
de los productos meidticos es muy baja. Estas
caracteristicas se han asociado a un proceso de
seleccién artificial que ha favorecido los genotipos
estables que permiten producciones de compues-
tos de interés con las mismas propiedades desea-
bles, y que resulta de la falta de recombinacion y
por lo tanto de meiosis y de manifestacion de
mutaciones recesivas en cepas poliploides. Es

decir, la estabilidad genética garantiza la reprodu-
cibilidad de las propiedades deseables de los pro-
ductos finales (Benitez y Codbén, 2002, 2005;
Randez-Gil et al., 2003). EI hombre selecciona
caracteristicas deseables en las levaduras y las
mantiene favoreciendo los genotipos deficientes en
reproduccién sexual como aneuploidias, homota-
lismo o apomixia. Las aneuploidias favorecen los
problemas de no disyuncion en meiosis y la letali-
dad de los productos meidticos; el homotalismo
hace que sélo la fase diploide de las cepas sea
estable y por lo tanto imposibilita los crucen con
otras cepas; la apomixia hace que los cromosomas
no se separen en la primera profase meiética, de
manera que los productos finales son dos esporas
idénticas a la cepa parental. En este ultimo caso,
la esporulacién permite a las células una mayor
resistencia a condiciones hostiles, y la esporula-
cion apomictica, menos dependiente de condicio-
nes externas que la esporulacién meiética, puede
tener lugar siempre que las condiciones no sean
favorables. Al mismo tiempo, si se ha alcanzado
un genotipo 6ptimo tras muchas reorganizaciones
cromosomicas y aneuploidias, la esporulacion
apomictica impide la recombinacion y la pérdida
de ese genotipo 6ptimo (Castrejon et al., 2004). De
hecho, la frecuencia de apomixia en cepas indus-
triales es relativamente alta; normalmente las
cepas han acumulado varias mutaciones y todas
se localizan en el cromosoma VIll, de forma que
ninguna reversion puede conducir a la recupera-
cibn de la capacidad de hacer meiosis.
Simultaneamente el hombre selecciona genomios
mitocondriales que proporcionen una excelente
capacidad respiratoria que aumenten los rendi-
mientos —como ocurre con la produccién de leva-
dura panadera, lo que se traduce en un patrén de
restriccion del DNA mitocondrial idéntico en dis-
tintas cepas— y que aumenten la resistencia a con-
diciones hostiles como altas concentraciones de
etanol o acetaldehido que tienen lugar en los
medio donde se desenvuelven las levaduras vini-
cas. Al final y como consecuencia de esta adapta-
cion a un ambiente doméstico, la levadura va des-
arrollando una serie de mecanismos que le permi-
tan mantener el genotipo 6ptimo y necesario en
las condiciones ambientales a las que normal-
mente estd expuesta. Las translocaciones y reor-
ganizaciones cromosémicas dan estabilidad a las
duplicaciones génicas y las amplificaciones que,
en tandem, no se mantendrian debido a la pérdi-
da de material genético por recombinacion entre
secuencias repetidas. Los mecanismos responsa-
bles de las reorganizaciones génicas no se cono-
cen, pero podrian estar mediados por recombina-
cion homologa entre regiones subteloméricas Y’
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Figura 3. Presencia de elementos Tyl (A) y del gen SUC que codifica la enzima invertasa (B) en los cro-
mosomas de distintas cepas industriales (B, panaderas; W, vinicas; Br, cerveceras; D, de destileria) y
de cepas de laboratorio (G) de S. cerevisiae. La invertasa hidroliza la sacarosa, y las cepas panaderas
que se cultivan habitualmente en melazas donde la principal fuente de carbono es sacarosa, parecen
poseer un alto numero de copias de este gen (Citado en Benitez y Codén, 2002).

y/0 transposicion de elementos Ty muy abundan-
tes en cepas industriales (Figs. 3A y 3B), sobre
todo Tyl en cepas panaderas y Ty2 en cepas vini-
cas. El polimorfismo cromosémico por tanto intro-
duce variabilidad y depende de, al menos, ele-
mentos Ty. Si tiene lugar la meiosis en alguna
cepa, la frecuencia de translocaciones intercromo-
somicas, amplificaciones y recombinaciones
homadlogas, asimétricas y ectdpicas es espectacu-
larmente alta.

El polimorfismo cromosémico se ha asociado al
hecho de que los genomios nuclear y mitocondrial
de las levaduras codifican funciones génicas
requeridas para una adaptaciéon 6ptima a las con-
diciones industriales en las que se encuentran los
distintos tipos de levaduras, lo que implica que
obedezca a una fuerte presion selectiva. La ampli-
ficacion de los genes SUC, responsables del meta-
bolismo de la sacarosa, y su translocacion a otros
cromosomas en levaduras panaderas y de destile-
ria cultivadas en melazas (Fig. 3), sugieren un
mecanismo de adaptacion que ha seleccionado las
cepas que crecen mejor en medios donde la saca-
rosa es la principal fuente de carbono (Randez-Gil
et al., 2003). Es interesante el hecho de que que la
mayoria de las cepas de T. harzianum no utilizan
la sacarosa, posiblemente porque es un azUcar
que raramente se encuentra en su entorno natu-

ral. De hecho el gen SUC se ha utilizado como
marcador de seleccion en algunos experimentos
de transformacion con estas cepas. La seleccion
de levaduras vinicas en bodegas con altas concen-
traciones de etanol y/o acetaldehido ha favorecido
la seleccion de aneuploides con polisomia del cro-
mosoma XIlIl donde se encuentra genes como
ADH2 y ADH3 que codifican isoenzimas de la alco-
hol deshidrogenasa, implicadas en el metabolismo
oxidativo del etanol durante las fases de madura-
cion de los vinos con crianza bioldgica (Benitez y
Codoén, 2005).

Las cepas industriales comparten caracteristi-
cas tales como una utilizacién eficiente del azUcar,
alta tolerancia y produccion de etanol, buenas
propiedades organolepticas, altas tasas de fer-
mentacion, buen rendimiento y estabilidad genéti-
ca. Las pertenecientes a grupos especificos tienen
a su vez caracteristicas comunes como utilizacion
de trisacaridos, dextrinas o almidén, en el caso de
las cepas panaderas, capacidad de flocular, baja
produccion de compuestos sulfurados, alto poten-
cial glicolitico o capacidad de fermentar maltosa
en el caso de las cerveceras o resistencia a la con-
gelacion, al almacenamiento o a la desecaciéon en
el caso de inoculantes comerciales para panade-
ria, vino, cerveza o destilados (Benitez y Coddn,
2002, 2005; Randez-Gil et al., 2003). Las levadu-
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ras de flor son cepas vinicas que estan presentes
en los vinos de crianza bioldgica durante la madu-
racion. Se dividen en razas con caracteristicas
metabdlicas diferentes, un fuerte aislamiento
sexual, a pesar de que son de la misma especie, y
pérdida de capacidades metabdlicas correlaciona-
das con una mayor capacidad de formar velo y
una mayor tolerancia a etanol y acetaldehido. Por
ejemplo, la raza montuliensis, algunas de cuyas
cepas toleran 800 mg/| de aceltaldehido, utilizan
y fermentan glucosa pero han perdido la capaci-
dad de utilizar galactosa, sacarosa, rafinosa, tre-
halosa 0 maltosa, mientras que la raza cheresien-
sis sélo tolera unos 300 6 400 mg/| de acetaldehi-
do pero las cepas pueden utilizar glucosa, sacaro-
sa, maltosa y rafinosa (Martinez et al., 1998;
Benitez y Coddén, 2002, 2005). No sabemos si
estas pérdidas obedecen a mutaciones puntuales
o deleciones, pero en levaduras panaderas la inca-
pacidad de utilizar melibiosa se debe a la ausencia
del gen MEL, presente en otras cepas industriales
(Randez-Gil et al., 2003)

Aungue las cepas industriales de S. cerevisiae
han perdido en gran medida la capacidad de espo-
rular y hacer meiosis, el alto polimorfismo en
tamafio y nimero de cromosomas y las amplifica-
ciones, translocaciones y deleciones de genes indi-
can reorganizaciones génicas durante los ciclos
mitoéticos que introducen variabilidad. Las reorga-
nizaciones cromosomicas durante las mitosis son
frecuentes entre organismos en los que no se
conoce una fase sexual, probablemente como una
alternativa para introducir variacion a pesar de la
ausencia de meiosis. Y esto podria estar ocurrien-
do en las cepas de T. harzianum, pero con una
diferencia fundamental, y es la existencia de siste-
mas de recombinacién homologa poco eficientes.
En S. cerevisiae aunque no haya meiosis, las
recombinaciones siempre tienen lugar entre
secuencias repetidas homologas, incluso en cepas
haploides, ya sea entre elementos Ty o entre regio-

nes subteloméricas Y'. En T. harzianum el nimero
de cromosomas varia de 4 a 7, y el tamafio de 3 a
7 megabases, con enormes diferencias entre cepas
tanto en tamafo, namero y localizacion de genes,
por ejemplo los correspondientes al ARN ribosémi-
co (Kubicek y Harman, 1998). Parece que las reor-
ganizaciones cromosdmicas son tan abundantes
que han favorecido el aislamiento sexual y la
reproduccion asexual de las cepas. No parece que
haya secuencias repetidas. Todos los genes des-
critos hasta ahora estan en copia Unica. Por ejem-
plo, se han encontrado hasta 50 quitinasas distin-
tas y todas estan codificadas por genes con un
grado de similitud relativamente bajo, no se trata
por lo tanto de familias génicas. Lo mismo ocurre
con otras hidrolasas (Benitez et al., 2004; Kubicek
y Harman, 1998). Curiosamente S. cerevisiae
posee un solo gen que codifica una quitinasa
implicada en morfogénesis. Cuando se transforma
una cepa de T. harzianum con copias de genes de
la propia cepa, intactas o con inserciones para
interrumpir la copia enddgena, practicamente
todas las integraciones son ectopicas, la frecuen-
cia de recombinacion homaéloga esta por debajo de
1%, y se dan reorganizaciones durante varios
ciclos de crecimiento/esporulaciéon hasta que se
estabilizan algunos transformantes que mantie-
nen una o varias de las copias del gen de interés
(Benitez et al., 2004; Kubicek y Harman, 1998).
Probablemente el propio proceso de transforma-
cion sea mutagénico y active mecanismos de repa-
racion por recombinacion, pero no cabe duda de la
poca eficiencia del sistema de recombinacion
homoéloga —dada la escasez de transformantes con
integraciones en la copia endégena-y el rechazo a
la presencia de copias repetidas de genes —dada la
inestabilidad y pérdida de muchas de estas copias
durante sucesivas generaciones—-. Ademas, la
entrada de ADN exd6geno parece activar mecanis-
mos de proteccién de la integridad gendmica que
incluye la degradacion masiva del ADN exbégeno

Tabla 1. Caracteristicas fisiolégicas de la cepa vinica IFI1256.

Caracteristicas Medio de cultivo Valor Referencia*
Tasa méaxima de crecimiento (u) YPD 0,42 1
Tasa méaxima de crecimiento (u) YPF 0,41 1
Produccion de etanol a 22 °C (%) YPD + 50% sacarosa 13,6-14 2
Produccion de etanol a 37 °C (%) YPD + 50% sacarosa 11,8 2
Mutantes "petite" (%) YPD 0,5 3
Mutantes "petite" (%) YPDES8 2,9 3
T2 maxima de crecimiento (°C) YPD 40,5 1
T2 maxima de crecimiento (°C) YPDE10 27,7 1

*Citado en: (1) Benitez y Codoén, 2002; (2) Benitez y Codoén, 2005; (3) Castrejon et al., 2004.
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introducido, de manera que las integraciones de
copias completas de genes son bajisimas y casi
inexistentes si se transforma con un plasmido
lineal. Esto marca una diferencia importante con
S. cerevisiae donde, incluso en cepas industriales,
la recombinacion homoéloga tiene lugar en la
mayoria de los casos en los que el fragmento que
se introduce va flanquedado por 50 pares de bases
de homologia.

El entorno en que se encuentran las cepas de
Trichoderma y Saccharomyces es claramente hos-
til. En el caso de Trichoderma, el suelo posee pocos
nutrientes, hay mucha competencia con otras
especies y con frecuencia la concentracién de
compuestos toxicos como pesticidas y herbicidas
es alta. En el caso de Saccharomyces, durante la
fermentacién los mostos poseen altas concentra-
ciones de azucar -lo que crea un fuerte estrés
esmatico- o de etanol -altamente téxico- (Tabla 1)
hay mucha competencia con otras especies y/0
hay falta de nutrientes y bajas temperaturas,
incluida la congelacién, como ocurre durante el
almacenamiento de cepas panaderas o de cepas
inoculantes.

Uno de los mecanismos que comparten las
cepas de Trichoderma y Saccharomyces para con-
trarestar y sobrevivir en condiciones hostiles con-
siste en la sintesis de proteinas estructurales loca-
lizadas en la superficie celular. Muchos de los
genes de estas proteinas comparten elementos
comunes como es la presencia de dominios alta-
mente conservados entre si y entre distintas espe-
cies, repetidos un numero variable de veces, que
se traducen en proteinas de alto peso molecular.
Este es el caso de la proteina Qid74 y otras simi-
lares de distintas especies de Trichoderma locali-
zadas en micelio o en conidios, o las floculinas de
levaduras. Otras veces las proteinas se procesan
en péptidos que se corresponden con los dominios
repetidos, como los repelentes de Ustilago, que se
insertan en la pared de manera estratégica. Otro
grupo de genes codifica para proteinas de bajo
peso molecular como las hidrofobinas de hongos
filamentosos o las aglutininas y florinas de leva-
duras (Rey et al., 1998; Benitez et al., 2004).

Los genes de estas proteinas generalmente res-
ponden a hambre de carbono o nitrégeno (Fig. 4) o
a distintos tipos de sefiales como presencia de
hospedadores, de patdgenos, de metales, de eta-
nol, estrés oxidativo o estrés hidrico. El elemento
comun de todas estas proteinas es un incremento
espectacular de la hidrofobicidad celular que con-
fiere a las células una mayor capacidad de adhe-
sion o de reconocimiento y/o una mayor resisten-
cia a la sequedad, a la traccion mecanica, a la lisis
enzimatica o a agentes desnaturalizantes como el
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Figura 4. En condiciones de falta de nutrientes o
—como ocurre en los vinos fortificados- la presen-
cia de fuentes pobres de carbono y nitrégeno como
el etanol y la prolina, S. cerevisiae aumenta la
hidrofobicidad, se induce la filamentacion y/o la
formacion de velo, y se desreprime la expresion de
genes que codifican floculinas como MUC1
(FLO11) (Citado en Benitez y Codon, 2005).

pH extremo, el etanol o las altas temperaturas
(Reynolds y Fink, 2001; Halme et al., 2004).

Estas proteinas han sido esenciales para la
colonizacion de la superficie terrestre por especies
acuaticas y son determinantes en procesos espe-
cificos tan distintos como la capacidad de infec-
cion de hongos fitopatdégenos (debido a su funciéon
en el proceso de adhesién o como fitotoxina) o de
formacion de velo en levaduras vinicas (Figs. 5A 'y
5B) (Martinez et al., 1998; Benitez y Coddn, 2002,
2005). La complementacién de genes heterdlogos
gue codifican este tipo de proteinas estructurales
en organismos tan alejados taxondémicamente
como hongos filamentosos y bacterias o levaduras
y la enorme diversidad de condiciones estresantes
contra las que protegen estas proteinas las con-
vierten en un blanco interesante para estudiar
mecanismos de proteccién y para el aislamiento
de cepas altamente tolerantes a condiciones
adversas.

En este sentido es fascinante el comportamien-
to de las levaduras vinicas de flor, que siendo
cepas de la especie S. cerevisiae, marcan en los
vinos finos un rasgo diferenciador debido a su
metabolismo. Estas levaduras, como se ha indica-
do, crecen en la superficie de vinos fortificados
que poseen 16% de etanol y carecen de fuente de
carbono fermentable (Figs. 5A y 5B). La fuente de
nitrégeno es prolina y el metabolismo en estas
condiciones es oxidativo. La falta de amonio y glu-
cosa activa en las células un mecanismo de
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Figura 5. (A) Aspecto del velo de flor formado por
la cepa de S. cerevisiae B16, en un matraz conte-
niendo mosto fermentado y fortificado. (B) La
hidrofobicidad celular aumenta con la concentra-
cion de etanol, y parece venir determinada por la
presencia de proteinas de superficie, puesto que el
tratamiento con proteasas va acompafiado de un
descenso de la hidrofobicidad.

seudo-filamentacion, con incremento de la hidro-
fobicidad, como ocurre en las formas miceliales
(Fig. 4), un metabolismo exclusivamente respira-
torio, un aumento de la resistencia a condiciones
de estrés oxidativo, a desecacién y a condiciones
hostiles como altas concentraciones de acetaldehi-
do y etanol y un aumento considerable de la adhe-
rencia célula-célula que concluye en la formacion
de un velo en la superficie del vino (Fig. 5). El
aumento de la hidrofobicidad y la capacidad de
adherencia se deben, entre otros factores, a la
fuerte induccion del gen que codifica la proteina
Mucl, también llamada Flo11, una floculina posi-
blemente responsable de la formacion del velo y de
filamentacion (Fig. 4) (Martinez et al., 1998;
Benitez y Codon, 2002, 2005; Halme et al., 2004;
Reynolds y Fink, 2001). Se han descrito cepas de
Saccharomyces que en condiciones de hambre

activan simultaneamente la filamentacion y la
expresion de genes que codifican amilasas, lo que
refleja problablemente la situacion en la naturale-
za donde la falta de nutrientes conduce a un cre-
cimiento invasivo y a la activaciéon de genes que
permitan la utilizaciéon de fuentes de carbono
alternativas. En el caso de las levaduras de flor, la
formacién de seudo-filamentos, el metabolismo
oxidativo, la resistencia a condiciones hostiles y
compuestos toxicos, el aumento de la hidrofobici-
dad, el aislamiento sexual y la homogeneidad de
los patrones cromosémicos de diferentes cepas,
gue indica pocas reorganizaciones cromosémicas,
las aproxima a un tipo de comportamiento mas
parecido al de hongos filamentosos como T. har-
zianum. Sin embargo no hay que olvidar que el
entorno de las levaduras de flor son las botas de
vino fino, mientras que T. harzianum es un hongo
del suelo, donde la mayoria de los nutrientes los
obtiene por degradacién de polimeros de alto peso
molecular con hidrolasas extracelulares y donde
la resistencia a herbicidas, fungicidas o sustan-
cias toxicas producidas por otros organismos va
asociada a un alto numero de transportadores
ABC.

Asimilacion de nutrientes en
S. cerevisiae y T. harzianum

rente a cepas de S. cerevisiae, sobre todo leva-

duras de flor que parecen haber sufrido pérdi-
da de capacidades metabolicas relacionadas con
una mayor tolerancia a etanol, una de las venta-
jas de la mayoria de las cepas de T. harzianum es
su versatilidad metabdlica, que las capacita para
colonizar el entorno de forma eficaz evitando la
proliferacion de otros organismos. Esta capacidad
de captar nutrientes a muy baja concentracion o
dificilmente asimilables ha resultado ser uno de
los principales mecanismos de control bioldgico,
por ejemplo, el hierro que se encuentra a concen-
traciones por debajo de 10-8 M y que algunas
cepas capturan gracias a sideréforos de alta afini-
dad, inhibiendo el desarrollo de otros hongos,
entre ellos cepas patdgenas. El carbono y el nitré-
geno lo obtienen las cepas tras la hidrolisis de
polimeros de alto peso molecular —como celulosa,
hemicelulosa o pectina— presentes en las paredes
celulares de los restos vegetales, o quitina o glu-
cano presentes en las paredes de los hongos a los
que ataca. La expresion de los genes de enzimas
hidroliticas esta controlada por la fuente de car-
bono, de modo que la transcripcion se reprime en
presencia de fuentes de carbono facilmente asimi-
lables como glucosa. A veces la ausencia de gluco-
sa es suficiente para la expresién de muchos de
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los genes, mientras que en otros casos es necesa-
ria una induccién especifica, generalmente por
quitina (Benitez et al., 2004). La molécula que
especificamente induce la expresién no se conoce,
pero se especula con oligosacaridos de bajo peso
molecular como di o trisacaridos de quitina, posi-
blemente unidos a un aminoacido. En T. harzia-
num se ha identificado un gen que codifica un fac-
tor de transcripcién, Crel, que media la represion
por glucosa. La proteina Crel posee dos dedos de
zinc que se unen a secuencias especificas que, en
los promotores en los que es funcional, se encuen-
tran en pareja, separadas unos pares de bases. En
muchos promotores de hidrolasas no existen
secuencias conservadas de unién a Crel, lo que
apunta a la existencia de otros factores que con-
trolen la represién por fuente de carbono (Kubicek
y Harman, 1998; Harman et al., 2004). Un factor
de transcripcion que media la represion por glu-
cosa en S. cerevisiae es Migl, que reprime simul-
taneamente la expresion de genes implicados en la
utilizacion de fuentes alternativas de carbono
—como ocurre en T. harzianum- en la acumulacioén
de trehalosa, en gluconeogénesis y en respiracion.
Mientras que la represion de la gluconeogénesis,
la sintesis de trehalosa o la utilizacion de otras
fuentes de carbono en presencia de glucosa hace
que dichos mecanismos se activen sélo cuando
son necesarios, la represion del metabolismo res-
piratorio sélo puede tener una interpretacion de
competencia ecolégica. La glucosa a través del fac-
tor de transcripcion Migl impide su metabolismo
hasta CO2 y agua via respiracién, con formacién
de biomasa y con la ganancia de 36 moles de ATP
por mol de glucosa. Incluso en presencia de oxige-
no el metabolismo es fermentativo, de forma que
mas del 95% de la glucosa se metaboliza hasta
etanol como intermediario metabdlico, que en
ausencia de dicho azucar puede ser utilizado
como fuente de carbono en detrimento de otras
especies que no pueden utilizarlo. El rendimiento
es en este caso de 2 moles de ATP por mol de glu-
cosa, respirandose sélo un 5% o menos del azu-
car. Finalmente y como ocurre en los promotores
de genes de hidrolasas de T. harzianum, algunos
promotores de genes S. cerevisiae requieren solo la
falta de glucosa para su expresion, por ejemplo los
genes SUC, mientras que otros precisan de induc-
tores especificos como los genes MAL (Randez-Gil
et al., 2003; Benitez y Coddn, 2002, 2005).

Como ocurre con la fuente de carbono, la trans-
cripcidon de genes implicados en la utilizacion de
fuentes de nitrégeno de dificil asimilacion se repri-
me en presencia de otras fuentes facilmente asi-
milables como el amonio o la glutamina tanto en
T. harzianum como en S. cerevisiae. Este control

estd mediado en T. harzianum posiblemente por
un factor de transcripcién ortélogo al de AreA en
Aspergillus, que se une a secuencias especificas
mediante un motivo de dedos de zinc, y un siste-
ma especifico de inducciéon mediado por sustratos
concretos. Muchos genes de T. harzianum tienen
secuencias de unién a AreA y se expresan especi-
ficamente en fuentes pobres de nitrégeno, por
ejemplo los que codifican algunas proteasas y glu-
canasas, mientras que la presencia de quitina
incrementa la expresién. La induccién generaliza-
da de genes por quitina y la presencia de este poli-
mero en la pared de la mayoria de los hongos fila-
mentosos ha sugerido la existencia de una expre-
sion coordinada de genes de antagonismo de T.
harzianum desencadenada por oligbmeros de qui-
tina.

Ademas de la falta de carbono y nitrégeno,
muchos genes de hidrolasas de T. harzianum
parecen inducirse ante sefiales de estrés general.
Se ha aislado en T. harzianum una proteina deno-
minada Sebl, capaz de unirse a secuencias de
promotores relacionadas con las que en S. cerevi-
siae responden a los factores de transcripcion
Msn2 y Msn4, que median la respuesta génica
ante varios tipos de estrés.

Metabolismo del carbono y el nitrégeno
en S. cerevisiae y T. harzianum

. cerevisiae se encuentra habitualmente en las

bodegas o sobre pieles de uvas y otros frutos
que al romperse permiten el contacto de las leva-
duras con sustratos muy ricos en azuUcar, del
orden del 20 al 30% (p/v) (Tabla 1). La actividad
fermentativa de las células convierte progresiva-
mente el azlcar en etanol, hasta alcanzar concen-
traciones de entre 10 y 15% (v/v) dado que casi
todo el azucar se transforma en etanol (Tabla 1).
Bajo un punto de vista aplicado, interesa que las
cepas vinicas conviertan todo el azucar en etanol
y no dejen azucar residual. Entre otras razones, el
consumo total de azucar evita posibles contami-
naciones del vino con organismos no deseados. El
papel determinante en el metabolismo de azlcares
lo tienen los transportadores. Los transportadores
de hexosa de S. cerevisiae pertenecen a una
superfamilia de la que se han identificado 20
genes (HXT), todos de secuencia muy parecida, se
han clonado y caracterizado y se sabe que estan
implicados en el transporte de glucosa, manosa y
fructosa. De estos transportadores se generan
basicamente dos sistemas de transporte, uno
constitutivo de baja afinidad, con Km de 15 a 20
mM, y otro reprimible por glucosa de alta afinidad,
con Km de 1 mM (Perez et al., 2005). En hongos
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filamentosos del suelo los transportadores de glu-
cosa de baja afinidad tienen Kmde 1 a5 mMy los
de alta afinidad de 1 a 15 uM, lo que refleja la dife-
rente disponibilidad de glucosa en el medio.
Ademas el transporte de glucosa en S. cerevisiae
es por difusion facilitada, mientras que en hongos
filamentosos el proceso requiere gasto de ATP.
Concretamente en T. harzianum se ha aislado un
gen que codifica un transportador de glucosa de
alta afinidad, gttl, con Km de 10 a 15 uM y que
aparece en el genomio en copia Unica (Delgado-
Jarana et al., 2003). El incremento del transporte
de glucosa en un transformante que expresa una
segunda copia del gen apoyan que gttl sea el
Unico gen que codifica un transportador de gluco-
sa de alta afinidad y le confiere un papel impor-
tante o esencial en el metabolismo del carbono en
T. harzianum, puesto que la celulosa, los glucanos
y la mayoria de los polimeros que hidroliza dan

glucosa como producto final de hidrdlisis. El pro-
motor de este gen tiene varias secuencias de
union a Crel y el patrén de expresion sugiere que
estas secuencias son funcionales. Ademéas en éste
y otros transportadores de hexosas de hongos fila-
mentosos parece que juega un papel importante la
regulacion por pH. Estos resultados apoyan que el
transportador de glucosa codificado por gttl esta
asociado al simporte de protones, dado que la dis-
ponibilidad de este i6n es un factor esencial en la
regulacion por pH en este tipo de sistemas. Es
posible que T. harzianum bajo un metabolismo
respiratorio, alto rendimiento energético, creci-
miento lento y con poca disponibilidad de glucosa
en el medio, necesite s6lo dos transportadores de
glucosa, uno de alta y otro de baja afinidad.
Ademas, las situaciones de antagonismo combina-
das con la presencia de un transportador de glu-
cosa de alta afinidad permitirian obtener energia
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de los polimeros hidrolizados de las paredes celu-
lares incorporando rapidamente las moléculas de
azucar en el interior celular, potenciando la capa-
cidad antagonista con la competicion por los
nutrientes (Delgado-Jarana et al., 2002). En S.
cerevisiae es posible que, el hecho de que la fer-
mentacién rinda poco ATP obligue a un flujo alti-
simo de glucosa -mediado por numerosos trans-
portadores- que habitualmente esta presente a
altas concentraciones pero cuya concentracion
cambia continuamente durante la fermentacion.
Estos transportadores también estan regulados
por la concentracién de glucosa, de modo que los
de alta afinidad como HXT2, HXT4. HXT6 y HXT7
se expresan a concentraciones bajas de sustrato
(Perez et al., 2005). Cuando se sobreexpresa en
levaduras HXT2 se acorta sensiblemente el perio-
do de latencia previo a la fermentacién de mostos.
La sobreexpresion en levaduras de un transporta-
dor de alta afinidad de hongos filamentosos como
Gttl permitiria ademas agotar completamente la
fuente de carbono y evitaria la presencia de azu-
car residual en los mostos fermentados. La inte-
rrupciéon de otros genes como NGR1 y GID7 da
lugar a una mejora del catabolismo de azUcares en
cepas vinicas. Los mutantes durante la fermenta-
cion de los mostos catabolizan mas azucar por
fuente nitrogenada, que suele ser limitante en
estos medios y causa comun de dificultades en la
fermentaciéon. NGR1 est4 ligado a la respuesta a
estrés por altas concentraciones de azUcar, mien-
tras que GID7 interacciona con el transportador
de hexosas de alta afinidad HXT7. Es posible que
las deleciones de estos genes reduzcan la deman-
da de nitrégeno y/o eviten la inactivacién de HXT7
(Perez et al., 2005).

Por otra parte, la degradacion de polimeros
organicos por T. harzianum da lugar fundamental-
mente a glucosa, pero también N-acetil-glucosa-
mina, galactosa y manosa. De hecho, junto a la
glucosa el otro mondémero abundante resultante
de la hidrdlisis de paredes celulares de hongos es
la N-acetil-glucosamina, que T. harzianum puede
utilizar como fuente de carbono y nitrégeno. EI
transportador Gttl no transporta ni xilosa ni
galactosa, ni N-acetilglucosamina, aunque este
ultimo azlcar parece ser un inductor especifico de
su expresién en condiciones en las que la N-ace-
tilglucosamina es fuente de carbono y de nitroge-
no. Es posible que haya numerosos transportado-
res en hongos filamentosos especializados en
transportar casi exclusivamente un azucar, dada
la enorme variedad de azUcares que estos hongos
pueden metabolizar. En S. cerevisiae en cambio
casi todos los transportadores se centran en el
transporte preferente de glucosa, aunque se pue-

den transportar otros azlcares, como maltosa,
fructosa y otras hexosas, con mucha menos afini-
dad. Puede que la induccién de Gttl por N-acetil-
glucosamina, como mondmero resultante de la
hidrélisis de quitina, sea el resultado de una res-
puesta generalizada, derivada de una situacién de
antagonismo que pretende hidrolizar y asimilar al
mismo tiempo, de manera que los hidrolizados de
quitina activan simultdneamente toda una bateria
de genes implicados en T. harzianum en distintos
procesos y no necesariamente relacionados con el
metabolismo de la quitina.

Por otra parte, tanto S. cerevisiae como T. har-
zianum son hongos acidéfilos moderados, y que
bajan el pH por debajo de 2,0 cuando crecen acti-
vamente en medios con glucosa y amonio. La
expresion de genes en funcion del pH externo esta
modulada en hongos por factores de transcripcion
como PacC en T. harzianum y otros hongos fila-
mentosos y RIM101 en S. cerevisiae y otras leva-
duras. Ambos factores de transcripcién presentan
similitudes en los dedos de zinc, y controlan la
expresion de numerosos genes, entre ellos genes
de hidrolasas, de transportadores de azUcares,
genes de proteinas integrantes de la pared celular
y fendmenos como la filamentacion en algunos
hongos dimoérficos. Ademas controlan la resisten-
cia a estrés osmatico y salino y la produccion y
resistencia a algunos antibiéticos (Pefialva y Arst,
2004).

La incapacidad de S. cerevisiae y de T. harzia-
num de crecer a pH alcalino se ha asociado a la
necesidad de un ambiente acido para transportar
azlcares y aminoacidos mediante un simporte de
protones, o a la toxicidad del amonio, si es ésta la
fuente de nitrégeno, cuando aumenta el pH, ya
que en estas condiciones se favorece la entrada de
NHs por difusiéon frente a la entrada activa de
NHa4". En S. cerevisiae y otras levaduras se ha pro-
puesto que la deficiencia de hierro y otros elemen-
tos es uno de los factores que dificulta el creci-
miento a pH alcalino. Cuando se inocula T. har-
zianum en medios con glucosa y amonio, se pro-
duce una acidificacion asociada al consumo de
amonio, puesto que ocurre tanto a altas como a
bajas concentraciones de glucosa o con otras
fuentes de carbono como glicerol, y no ocurre
cuando la fuente de nitrégeno es peptona o casei-
na. La acidificacidon no resulta de la liberacion de
acidos organicos sino posiblemente de H+, como
ocurre durante la fermentacién con S. cerevisiae.
Esta acidificacion no ocurre en presencia de quiti-
na, lo que le asigna un papel tamponador y per-
mite sugerir que en la naturaleza las enzimas
hidroliticas de T. harzianum funcionan a interva-
los de pH o6ptimos, entre 4 y 6, propiciados por la
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presencia de quitina en las paredes celulares de la
mayoria de los hongos y que son degradadas por
T. harzianum. Como ocurre en T. harzianum, en
levaduras la fuente de nitrégeno es también un
factor importante con influencia en la acidifica-
cion del medio. De este modo, cuando es amonio
la fuente de nitrégeno se produce un grado de aci-
dificacion que no tiene lugar cuando la levadura
crece con urea u otras fuentes alternativas al
amonio.

Conclusiones

arece que el ambiente en el que se desarrollan

los hongos filamentosos y las levaduras ha
condicionado de forma sustancial sus caracteristi-
cas morfologicas y metabdlicas. Las formas fila-
mentosas favorecen los crecimientos invasivos,
como hace T. harzianum cuando antagoniza un
hongo o coloniza una superficie vegetal. La pre-
sencia de buenos sistemas de secrecion de enzi-
mas extracelulares permite crecer sobre estos sus-
tratos y justifican la enorme versatilidad metabo-
lica, acompafiada de sistemas muy especificos de
transporte de alta afinidad. Las formas unicelula-
res se ven favorecidas en medios liquidos como le
ocurre a S. cerevisiae en las destilerias, las cerve-
cerias o las bodegas, o cuando coloniza un fruto y
fermenta el zumo. De esta forma lo que en T. har-
zianum (micelio) y S. cerevisae (levadura) era solo
la fase de un ciclo se convierte en la condicién
natural de la especie.

El metabolismo del carbono en S. cerevisiae se
ha especializado en monosacéaridos, sobre todo
glucosa, que convierte en etanol, al que tolera
hasta concentraciones de mas del 15% y que
puede utilizar como fuente de carbono, lo que le
confiere ventajas frente a otros organismos.
Ademas, las funciones metabdlicas y de creci-
miento de ambos tipos de microorganismos inter-
accionan con otros factores ambientales como el
pH. Por un lado, como resultado del metabolismo
se modifica el pH y por otro, el pH condiciona el
tipo de respuesta metabdlica. Bajo el punto de
vista genético, sistemas poco eficaces de recombi-
nacion homdloga en hongos filamentosos se ven
compensados con grandes reorganizaciones de los
cromosomas, que aumentan la variabilidad gené-
tica.

En S. cerevisiae la meiosis y la recombinacion
homoéloga son muy importantes, pero las cepas
industriales han seleccionado otras caracteristi-
cas como la apomixia o los genomios aneuploides,
que les permiten protegerse y al mismo tiempo
mantener la constitucion genética idénea para el
ambiente en el que se encuentran.
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la hora de reco-
mendar libros
que ayuden al alum-
no en la preparacion
de una asignatura,
muchas veces nos
encontramos ante la
necesidad de utilizar
tratados en inglés,
debido a la carencia
de libros originales
en espafiol o bien de
traducciones de esas
referencias anglo-
sajonas.
Personalmente, creo que nuestros alumnos
consultan esos libros en inglés en muy pocas oca-
siones. Existe, por regla general, una laguna nota-
ble de textos cientificos en nuestro propio idioma.
El caso que nos ocupa hoy viene a "desecar” un
poco esa laguna. Por eso es de alabar que autores,
editores y patrocinadores hayan decidido llevar
esta monografia a la imprenta. La elaboracion de
estos materiales de una forma instructiva es algo
costoso aun cuando entren dentro de nuestro
campo de investigacion. Y esto es lo que han
hecho en este libro un buen nimero de autores,
referentes nacionales e internacionales en sus
respectivos campos. La diversa procedencia de
éstos muestra también la diversidad de temas,
puntos de vista y aproximaciones técnicas en la
resolucion de diversos problemas medioambienta-
les que permiten que el lector tome conciencia del
vasto campo que se le introduce en tan pocas
paginas.
Esta obra consta de 15 capitulos, un glosario y

un indice de términos. Al comienzo del libro se
desglosa el contenido de cada uno de los capitulos
en forma de indice (ocupando 15 paginas), pero no
existe un indice comun abreviado que dirigiera a
los lectores directamente al capitulo de su interés
y, asi, deben hojear varias paginas observando los
contenidos de cada uno de los capitulos hasta dar
con aquel en el que estan interesados. De estos 15
capitulos, los tres primeros recogen aspectos
generales de la tecnologia utilizada en la resolu-
cion de problemas medioambientales mediante la
biotecnologia y por si solos constituyen un fabulo-
so bloque introductorio: el primero es un resumen
de lo que se nos explica en el libro, mientras que
el segundo muestra la metodologia molecular
basica utilizada y el tercero explica los conceptos
béasicos y tecnicismos de la biorremediacién. A
partir de ahi en cada uno de los capitulos se abor-
da un problema ambiental concreto solucionado
mediante diversas estrategias que involucran a
seres vivos 0 bien una metodologia especifica. Asi,
se muestra la biodegradacion del petréleo, la de
compuestos arométicos o polimeros dificiles de
degradar o el secuestro de metales, pero también
el tratamiento de aguas residuales, el compostaje
o la fitoremediacidon. El dltimo capitulo se reserva
a un tema importante desde el punto de vista de
la aplicacion de los conocimientos bésicos que
podemos obtener en el laboratorio: la solicitud de
patentes a partir de microorganismos, siendo
especialmente esclarecedor y claro acerca de los
pasos a seguir para la obtencién de una patente
de este tipo. Todos los capitulos comienzan con
una muy acertada revision de su campo en la
introduccioén pero el desarrollo posterior, en algu-
nos casos, se convierte en una aplicacion del
meétodo del caso, en el cual se muestra un solo
ejemplo de la metodologia a la que esta dedicada
el capitulo. A pesar de la cuidada seleccién de la
tematica incluida existen aspectos que no son
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suficientemente cubiertos y que quiza pudieran
ser afiadidos en una segunda edicion de esta obra,
como son la bioextraccion de metales con fines
industriales o la biodescontaminacién de suelos o
metodologias muy novedosas como la utilizacién
del proceso de anammox en la eliminacion del
amonio de las aguas residuales.

Si bien en algunas ocasiones la informacion
facilitada es excesiva para alumnos de Primer y
Segundo Ciclo de nuestras licenciaturas, es posi-
ble utilizar este libro como base de diversos temas
de un curso de Microbiologia Ambiental o de
Ecologia Microbiana, y nuestros alumnos de
Tercer Ciclo apreciaran esa informacion adicional
que, en algunos capitulos, incluye protocolos para
su desarrollo en el laboratorio de investigacion.
Los esquemas incluidos son de facil comprension
y apoyan en todo momento el desarrollo del texto.
Es de destacar el precio del libro, especialmente
asequible para los estudiantes.

Para acabar, la elaboracion de manuales como
este deberia servir de acicate para la publicacién
en espafiol de otros en diversas areas de la
Microbiologia de los cuales nos encontramos
huérfanos no so6lo en Espafa, sino en Hispano-
ameérica. La razon no sélo es el idioma, sino la pre-
sentacion de datos y experiencias esparfiolas,
europeas e hispanoamericanas.

Federico Navarro

PraTs G. Microbiologia Clinica. Editorial Médica
Panamericana, Madrid, 2006. ISBN 84-7903-
971-X. 366 pp. 49 €.

Este libro llena
un hueco im-
portante en la for-
macién de microbio-
logos clinicos. En la
ensefianza de esta
materia es necesario
| alternar entre volu-
minosos tratados de
enfermedades infec-
ciosas, tratados ge-
nerales de Microbio-
logia que resultan
insufientes en los
aspectos clinicos, y
manuales de labora-
torio, demasiado
exahustivos en el tratamiento de protocolos y de
microorganismos muy raros. El libro del Profesor
Guillem Prats consigue mantener ese dificil equili-
bro, resultando una obra excelente para la ense-
fanza de esta disciplina en las distintas licencia-

G. Prats

Microbiologia
Clinica

turas biosanitarias, asi como en la formacion de
técnicos de laboratorio.

El contenido se divide en tres partes. La prime-
ra se reduce a un capitulo que resumen los prin-
cipales conceptos basicos sobre microorganismos,
infeccién, enfermedad, transmision, diagnostico y
tratamiento.

Sigue la parte mas importante, dedicada a una
cuidadosa descripcion de la técnicas empleadas
en bacteriologia, micologia, virologia y parasitolo-
gia, y que incluye capitulos sobre ensayos de sen-
sibilidad a antimicrobianos, técnicas inmunolégi-
cas, genéticas, epidemiologia y seguridad en el
laboratorio. Mientras que en virologia se sigue la
taxonomia aceptada, no ocurre lo mismo en bac-
teriologia, donde prima una clasificacion estricta-
mente practica, basada en la forma de cultivo. Es
adecuada para la finalidad del libro, pero se agra-
deceria algiin comentario sobre taxonomia bacte-
riana y una referencia al Manual de Bergey. A este
respecto, el autor ya advierte que no va a introdu-
cir la clasificacion filogenética de Woese y mantie-
ne una de dos reinos (como defiende Ernst Mayr).

En la tercera parte se estudian los principales
sindromes infecciosos, describiendo la etiologia, la
toma de muestras y el diagnéstico de laboratorio.
En el capitulo de Infecciones oportunistas se
incluye una descripcion de los mecanismos de
defensa que posiblemente hubiese sido mas util
en la primera parte del libro. No se ha incluido en
estos capitulos ningdn aspecto relacionado con el
tratamiento; aunque es muy loable limitar las
dimensiones del volumen, maxime considerando
que existen buenos manuales de quimioterapia
antiinfecciosa, se echa en falta alguna informa-
cion sobre los antimicrobianos frente a los que
debe ensayarse la sensibilidad de los microorga-
nismos aislados, y sobre los problemas de resis-
tencia que pueden plantear algunos de ellos.

Un apéndice recoge los protocolos detallados
agrupados por capitulos, incluyendo algunos
comerciales; ni siquiera el flameado del asa de
siembra escapa a la descripcion.

A lo largo de toda la obra destaca la calidad y
oportunidad de las iméagenes, y sobre todo la exce-
lente redaccién. El Profesor Prats consigue hacer
amenas la técnicas mas tediosas y mantiene en
todo momento un tono didactico que hace honor a
su experiencia docente. El idioma esta perfecta-
mente cuidado, evitando los usuales anglicismos y
formas coloquiales a los que nos tienen acostum-
brados muchas traducciones. Y la editorial
Panamericana ha estado a la altura del autor en
su presentacion, ofreciendo ademas un precio tan
ajustado que no puede ser motivo de disculpa por
parte de los alumnos.
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En conjunto, una magnifica obra que no debe
faltar en facultades, escuelas ni laboratorios.

STRUTHERS JK, WESTRAN RP. Bacteriologia Clinica.
Editorial Masson, Barcelona, 2005. ISBN 84-
458-1449-4. 192 pp. 40 €.

S un pequefio y

bien ilustrado
volumen que recoge
aspectos basicos de
la etiologia, patogé-
nesis, diagnostico y
tratamiento de las
enfermedades infec-
ciosas. Esta organi-
zado en torno a una
multitud de esque-
mas y tablas que a
veces remachan vy
otras amplian las
descripciones  del
texto. Por ejemplo,
cada microorganismo esta representado por un
icono (morfologia y tincion en el caso de las bacte-
rias) que se repite cada vez que la especie es cita-
da, de modo que el alumno debe acabar incons-
cientemente familiarizado con esas caracteristicas
basicas. Aunque el texto puede parecer muy
breve, hay que tener en cuenta que la tipografia es
mas bien pequefia (10 pt).

Tras una breve introduccion a la bacteriologia,
sigue un buen capitulo sobre la patogénesis de las
enfermedades infecciosas, otro en el que se des-
criben la técnicas de identificacion (microbiologi-
cas, inmunolégicas y moleculares) y un cuarto
dedicado a los antibidticos, mientras que el Gltimo
capitulo trata del control de las infecciones. EIl
grueso del libro esta dedicado a describir los prin-
cipales sindromes infecciosos, y en ellos se descri-
be de forma muy equilibrada la etiologia, la pato-
génesis y el diagnéstico, con un apartado final de
“cuestiones sanitarias” con interesantes aspectos
epidemioldgicos.

El titulo sefiala que se trata de un manual de
bacteriologia; es asi en lo capitulos generales, pero
en los capitulos dedicados a las enfermedades
infecciosas existe mas bien una falta de criterio:
en algunos se incluyen los virus con bastante
detalle, en otros se citan de pasada y en algunos
no se mencionan en absoluto (por ejemplo, en
infecciones del sistema nervioso central). Esta es
la principal critica que puede hacerse, ya que las
ausencias pueden engafar al estudiante no adver-
tido. Es una verdadera lastima que no se haya
hecho el esfuerzo de convertirlo en un verdadero
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manual de Microbiologia, que podia haberse con-
seguido con pocas paginas mas.

Un error bastante llamativo es el de utilizar en
todo el texto el término “coliformes” como sindni-
mo de Enterobacteriaceae, cuando en realidad
esta limitado a las enterobacterias fermentadoras
de lactosa y su uso concierne al analisis de indi-
cadores de contaminacién, pero no es habitual en
microbiologia clinica. De hecho, al definir “colifor-
mes” (pag. 42) da como principales ejemplos
Salmonella y Shigella, que obviamente no lo son.
Especies de Clostridium, como C. tetani, aparecen
clasificadas como aerobias/facultativas, cuando
son anaerobias estrictas (Pag. 32). También es
falso que el virus de la rubéola —-un Togavirus-
pertenezca a la familia Flaviviridae (pag. 147) o
que actualmente Coxiella burnetii “pertenece a la
familia bacteriana de las rickettsiosis (sic)” (pag.
95). La vacuna BCG y la prueba de la tuberculina
se presentan como “Otros tratamientos de la
tuberculosis” (pag. 112), y como actividad de la
DNA girasa se da la “separacion de una molécula
de ADN”, en lugar del corte de una cadena (Fig.
14a). Hay algunos otras afirmaciones discutibles,
como el tratamiento recomendado para las gono-
cocias, pese a que en otros muchos casos la infor-
macion terapéutica es muy amplia y actualizada.

La traduccién de las abreviaturas es siempre
objeto de discusién, y no parece acertado haberlo
hecho con algunas muy conocidas, como MHC
—que aparece como “CPH”-, o TCR —como “RCT"-,
maxime cuando se mantienen acertadamente
TNF, PCR 0 MRSA (pero no MDRT para referirse a
tuberculosis multirresistente, sino “TRMF”). Y el
uso de la abreviatura “ANO2” para anaerobiosis no
es realmente clarificador (pag. 36). Explicar las
siglas TPHA como “hemoaglutinacién de Trepo-
nema pallidum” o TPPA como “aglutinacion de par-
ticulas de T. pallidum” es poco exacto y puede
inducir a error. Las carbapenemas aparecen como
“carbapenems” y los cultivos de enriquecimiento
se convierten en “cultivos enriquecidos”.

Si lo comparamos con la obra de G. Prats arri-
ba resefiada, el enfoque de éste es mas el de un
texto de facil comprensién, y carece de la amplitud
del libro de Prats en la descripcion de las técnicas
de diagnéstico de laboratorio, pero incorpora info-
racion sobre el tratamiento, por lo parece mas
dirigido a los alumnos de medicina que a futuros
microbidlogos clinicos. Esperamos que la préxima
edicibn aparezca mas completa, ya como
Microbiologia Clinica. En su presentacién actual,
el principal inconveniente es el precio, claramente
excesivo para el niumero de paginas y la encua-

dernacion.
Rafael Rotger



