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IN M EM O RI AM 

DR. DOMINGO RODRIGUEZ SANCHEZ (1929-1982) 

Domingo Rodriguez Sánchez nació en San Mateo, pueblecito situado en 
una ubérrima vega de Gran Canaria. De sus estudios de Bachillerato en 
Las Palmas pasó a los universitarios en la Complutense madrileña, termi­
nados los cuales e impulsado por su fuerte vocación investigadora, se incor­
poraba en calidad de Becario al Instituto «Jaime Ferrán», de Microbiología. 
Su sólida formación en Bioquímica Microbiana se completó en diversos cen­
tros extranjeros : estancias de varios años en el Departamento de Microbio­
logía de la Universidad de Sheffield y en el Departamento de Bioquímica 
de la Universidad de Bangor (ambos en Gran Bretaña) —donde estuvo pen­
sionado por el CSIC, la Fundación Ramsay y la Fundación March— le per­
mitieron alcanzar una sólida preparación científica básica que le capacitó 
para dirigir un grupo de investigación. Se doctoró cum laude en Ciencias 
Químicas por la Universidad Complutense de Madrid, en 1962 y, desde en-

M i c r o b i o l . E s p a ñ ,35(1982), 1. 
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tonces, comenzó su seguro caminar por los senderos de la Bioquímica Bac­
teriana, consiguiendo una personalidad científica destacada en la resolución 
de problemas relacionados con el metabolismo microbiano de compuestos 
orgánicos de naturaleza aromática. 

En 1976, pasó a formar parte del entonces recién creado Instituto de In­
munología y Biología Microbiana, donde —como reconocimiento a su capa­
cidad organizadora—• fue designado Secretario de dicho Instituto. Los di­
versos cargos directivos y comisiones científicas en los que actuó avalaron 
su bien hacer y profesionalidad. Nombrado Tesorero de la Sociedad Espa­
ñola de Microbiología, en 1971, y reelegido dos años más tarde, tuvo ocasión 
de colaborar eficazmente en la creación de la Federación Española de So­
ciedades de Biología Experimental y en la organización de su Primera 
Reunión Nacional. Participó activamente con ponencias y comunicaciones 
en medio centenar de reuniones científicas nacionales e internacionales, 
siendo varias las personas en cuya formación intervino destacadamente, 
dirigiendo sus Tesis Doctorales y Tesinas. 

Sus resultados aparecen publicados en una treintena larga de revistas na­
cionales y extranjeras. Como anécdota señalaré que, en 1961, sus datos con­
tribuyeron a definir científicamente las milagrosas propiedades del tan famo­
so «hongo del té» de aquella época. La biosíntesis de ácidos grasos en Pep-
tostreptococcus elsdenii (especie anaerobia muy vinculada a las investig'acio-
nes de uno de sus profesores ingleses) y diversas actividades enzimáticas de 
especies microbianas tan distintas como Vibrio, Pseudomonas, Aeromonas, 
Candida y Debaryomices recibieron su personal atención científica durante 
bastantes años. Cabe destacar su labor en el descubrimiento, purificación y 
ensayo de un péptido con marcada actividad antimicótica : la de bario cidina. 

Con su equipo de investigación desarrolló una gran labor en el campo 
de la Ecología Microbiana, particularmente en lo relativo al estudio de bio-
cenosis naturales, llegando a definir —mediante cultivos continuos de pobla­
ciones mixtas— algunas interacciones «depredador-presa» entre bacterias y 
protozoos. Estudios de este tipo han permitido corregir contaminaciones flu­
viales y agrícolas ocasionadas por diversos efluentes industriales del sector 
petroquímico. En los dos últimos años, su preocupación científica se centra 
ba muy particularmente en problemas de inmunogénesis bacteriana y su> 
posibles aplicaciones al campo de la Inmunoterapia. 

De su perfil humano destacaba su gesto amable, era cordial y buen com­
pañero de todos. Los que le trataron de cerca saben de su voluntad de tra­
bajo y la ilusión que ponía en que las cosas del Instituto respondieran a lo 
previsto. Pocas horas antes de su muerte, cuando la noción del calendario 



Dr. Domingo Rodrigues Sánchez (1929-1982) 

empezaba a desdibujarse en su cerebro, me comunicaba su preocupación por 
unas facturas .... ten cuidado que no se pasen de fecha .... Una vez más, 
de su espíritu afloraba la parábola de los talentos, tan recordada por él como 
un modelo de entrega al máximo en las situaciones limites. 

Domingo Rodríguez vivió la alegría de una labor bien hecha en el Con­
greso Chileno de Microbiología. El éxito de sus resultados sobre la proble­
mática de contaminaciones microbiológicas del medio hidrico y sus esfuerzos 
por iniciar una labor conjunta hispano-chilena, en el estudio inmunoquímico 
de exopolímeros bacterianos de interés ecológico, le animaban y estimulaban 
a su vuelta de aquella gratificante, pero agotadora, misión de servicio. Es­
taba seguro de poder realizar aquello que tanto le ilusionaba ; su ligera in­
disposición gástrica de última hora no le afectaba .... al igual que mi padre y 
soy como los relojes antiguos.... decía en el avión de regreso, mientras nos 
vapuleaba una fuerte tormenta..., siempre marcho bien y en punto, sin pro­
blemas, pero si un día se me estropease la cuerda no tendría arreglo.... 
j Triste profecía la suya !, pocos días más tarde salía de esta vida como había 
vivido, serenamente, tranquilo, sin querer molestar, ni pedir ayuda, inten­
tando luchar en solitario contra aquella fuerza superior que había estropea­
do «su cuerda». En la memoria anual de 1982, correspondiente al Instituto 
de Inmunología y Biología Microbiana, aparecerá oficialmente una inespe­
rada baja por fallecimiento del Secretario del Instituto, pero los compañeros 
seguirán recordando su sonriente energía al reclamar puntualmente unos 
«torturantes papeles» o brom.eando con algún justificante de pagaduría. 

Domingo Rodríguez Sánchez, Investigador Científico, buen compañero, 
amigo, se fué hacia la otra vida, sin despedirse, pero llevaba en sus m.anos 
toda una labor bien hecha. 

A. PORTÓLES 
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INFLUENCIA DE LA DENSIDAD DEL INOCULO Y DE 
LA CONCENTRACIÓN DE CASITONE SOBRE LA AUTO-

LISIS DE MYXOCOCCUS CORALLOIDES D 

J. M. ARIAS y E. MONTOYA 

RESUMEN 

Cuando Myxococcus coralloides D crece vegetativamente de manera dis­
persa, tiene lugar una rápida y pronunciada autólisis al final de la fase expo­
nencial de crecimiento. Al aumentar, tanto la concentración de casitone en 
<el medio, como la densidad del inoculo, factores ambos que permiten alcan­
zar más rápidamente altas densidades celulares, los cultivos entran más tem­
pranamente en fase de autólisis. Se considera que la autólisis es consecuencia 
de un fenómeno de cooperatividad celular, que sólo se ejerce cuando en los 
•cultivos se supera una concentración critica de células. 

SUMMARY 

Inoculum density and casitone concentration influence on the autolvsis of 
Myxococcus coralloides D 

The strain Myxococcus, coralloides D is able to grow vegetatively in a 
dispersed manner, exhibiting a strong autolytic process at the end of the 
exponential phase. Higher amounts of casitone in the culture medium, as 
well as denser inoculum are factors that allow the cultures to reach high cell 
numbers more quickly and so the time needed to rise the autolytic step is 
also shortened. It is considered that the autolytic process is a phenomenon 
of cellular cooperation, which is only excercised when a critical cell number 
is reached. 

INTRODUCCIÓN 

Las mixobacterias son bacilos gram-negativos, que se caracterizan por 
las siguientes propiedades : I) producen gran cantidad de un polisacárido 
viscoso, en el cual quedan embebidas las células (21) ; II) muestran un mo-

Jlicroblol . Españ., 35 (1982), 5 
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vimiento deslizante lento sobre las superficies sólidas o en la interfase ¿lire-
agua, cuyo mecanismo íntimo no se conoce por el momento (10-11) ; I I I ) 
son capaces de hidrolizar macromoléculas variadas y complejas, utilizando 
los productos para su crecimiento, gracias a la producción de enzimas líticai^ 
apropiadas (6-8, 12, 14, 17, 19, 22-23), y IV) exhiben ciclos de vida comple­
jos, únicos entre los procariotas, consistentes en la intercomunicación celu­
lar, agregación, fructificación y germinación (4, 18, 24). 

De acuerdo con Dworkin (4), estas propiedades están estrechamente re­
lacionadas, y así, el ciclo de vida está dirigido a potenciar la existencia de 
las agrupaciones celulares con objeto de preservar a la comunidad. La utili­
zación de macromoléculas sólidas, más o menos complejas, que la bacteria, 
ha de buscar, condiciona, de una parte, su alimentación como comunidad,-
es decir, un mínimo de densidad de población para asegurar una degrada­
ción rápida de partículas sólidas (24). Pero esta determinada densidad celular 
no sólo es necesaria para la formación de cuerpos fructificantes, sino tam­
bién para cuando crecen vegetativamente (20). 

Estudios previos llevados a cabo en nuestro laboratorio indican que cuan­
do Myxococcus coralloides D crece de forma dispersa, muestra una intensa 
actividad autolítica, de manera que, tras la fase de crecimiento exponencial,, 
los cultivos entran en una rápida autólisis, que lleva al aclaramiento de los-
mismos. La lisis no es debida a un fenómeno osmótico y se descarta la po­
sibilidad de que sea debido a un agotamiento de nutrientes (1). 

En este trabajo se estudia la influencia del inoculo y del casitone, como-
única fuente de C y N, sobre la autólisis, llegándose a la conclusión de que 
ésta es una consecuencia de un fenómeno de cooperatividad celular, que sólo-
se ejerce cuando en los cultivos se alcanzan altas densidades celulares. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Bacterias y condiciones de cultivo 

En todas las experiencias se ha usado My^vococcus coralloides D, capaz 
de crecer de forma dispersa en medio líquido. Esta estirpe fue obtenida en 
nuestro laboratorio mediante transferencias sucesivas en medio hquido ade­
cuado (1). 

El crecimiento vegetativo fue mantenido por transferencias diarias en 
medio CT de la siguiente composición: casitone (Difco) al 0,5 %, en tam­
pon de fosfato 0,01 M, pH 6,5, con sulfato magnésico 0,1 %. El casitone 
es un hidrolizado enzimático de la caseína. 
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Todas las experiencias fueron llevadas a cabo a 28 ""C y en agitación^ 

(200 rpm). 

Determinacion del erecímiento 

Tanto para el recuento del número de células como para las medidas tur-
bidimétricas, Myxococcus coralloides D fue cultivado en matraces de Erlen-
meyer de 100 mi conteniendo 20 mi de medio CT. Estos matraces están pro­
vistos de un tubo lateral que puede ser introducido directamente en el espec-
trofotóm.etro. 

La masa celular fue determinada turbidimétricamente siguiendo los cam­
bios en la absorbancia a 650 nm en un spectronic 20, y el número de células-
mediante recuento con cámara de Petroff-Hausser. 

RESULTADOS 

Influencia del casitone como fuente de C y N 

Se han empleado concentraciones de casitone comprendidas entre 0,5 ŷ  
2 %. Los resultados obtenidos, que se muestran en la figura 1, indican que 

12 24 36 48 60 72 84 96 12 24 36 48 60 72 84 96 108 h-

Inofu^ación 

Figttra 1. Crecimiento de M. coralloides D, referido al número de célulasJml. A) 
en función de la concentración de casitone. • m, 0,5 %; Q Q, 1 %; 
^ ^^ 2 %. B) en función de la concentración celular inicial. • -9, 5 x 

Í06 cel./ml; 0~ - O , 1,5 X 10^ cel./ml; A - -A. 3 X 10^ cel./ml 
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al aumentar la concentración del hidrolizado enzimático de la caseína, los 
valores máximos en el número de células son superiores y se alcanzan más 
rápidamente y, por tanto, la autólisis de los cultivos es más temprana. Cuan­
do la concentración de casitone es del 0,5 %, la máxima densidad celular 
(1 X 10^ cel./ml) se alcanza sobre las 70 h, mientras que con casitone al 
1 %, es sobre las 54 h cuando se alcanza el máximo número de células 
-(2,7,X 10^ cel./ml). Con casitone al 2 %, el máximo (3,8 x 10^ cel./ml) se 
obtiene transcurridas 48 h. Por tanto, al duplicarse y cuatriplicarse la con-
<'entración de casitone, se duplica y cuatriplica el número de células. Estos 
mismos resultados fueron obtenidos por medidas de la densidad óptica. 

Influencia del inoculo 

Se emplearon distintas concentraciones celulares (5 x 10^, 1,5 x 10^ y 
S X 10^ cel./ml), de cultivos en fase exponencial de crecimiento, mantenién­
dose constante, en estas experiencias, la concentración de casitone (1 %). 
Los resultados obtenidos se muestran en la figura 1 y revelan que el pro­

ceso autolítico se dispara rápidamente cuando se alcanza un determinado 
rxúmero de células. Así, cuando el cultivo se inicia con 5 x 10^ cel./ml, han 
de transcurrir 72 h para alcanzar una concentración celular máxima (1 x 10^ 
cel./ml) ; a partir de este momento se dispara la autólisis, que finaliza a las 
108 h. Cuando la concentración inicial de células es de 1,5 x 10^ cel./ml, el 
máximo (2,5 x 10^ cel./ml) se alcanza a las 60 h ; la autólisis, en este caso 
finaliza a las 84 h. Por último, para inóculos de 3 x 10^ cel./ml, la máxima 
concentración celular (5,5 x 10^ cel./ml) se alcanza a las 54 h y la autólisis 
finaliza a las 76 h. De estas experiencias se deduce la existencia de una rela­
ción entre la concentración del inoculo y el número de células obtenido. Es­
tos resultados se correlacionan con los obtenidos por lectura de la densidad 
•óptica. 

Autólisis y agotamiento de la fuente de C y N 

La no dependencia de la autólisis con el agotamiento de nutrientes del 
medio fue determinada de una forma indirecta. Células procedentes de un 
cultivo en fase de pre-lisis fueron resuspendidas en igual volumen de solu­
ción salina. En estas condiciones de ausencia total de nutrientes no se detec­
tó autólisis, manteniéndose estable la suspensión durante 30 h. Estos resul­
tados están de acuerdo con los obtenidos anteriormente (1) e indican que la 
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autolisis que tiene lugar en los cultivos de Myxococcus coralloides D no es 
^debida a un agotamiento de la fuente de C y N. 

Viabilidad de los cultivos autolisados 

Para la determinación de la viabilidad de los cultivos autolisados, mues­
tras de los mismos fueron centrifugadas ; el sedimento fue resuspendido en 
1/10 del volumen inicial de solución salina y con la suspensión se inoculó 
masivamente medio frasco de CT 1 % liquido y sólido. En ningún caso se 

-obtuvo crecimiento (turbidez o aparición de colonias). Estos resultados indi­
can que las células de los cultivos autolisados no son viables. 

DISCUSIÓN 

La autólisis observada en los cultivos dispersos de mixobacterias en medio 
líquido ha sido estudiada únicamente desde un punto de vista descripti­
vo (3, 13, 15), permaneciendo muy oscuros los pasos implicados en dicho 
-proceso. Nuestros resultados ponen de manifiesto que el momento de apa­
rición y posterior desarrollo del proceso autohtico en My^x'ococcus coralloi­
des D, está influido por la concentración de casitone y la cantidad de inoculo 
•empleado. 

En cuanto al inoculo, es conocido desde antiguo la influencia que éste 
tiene en la evolución de los cultivos, ya que, inóculos en estadios anteriores 
o posteriores a la fase exponencial de crecimiento, pueden dar lugar a cul­
tivos con fases de latencia de longitud indefinida (16). Además existen mu­
chos ejemplos en los que la cantidad de inoculo está en relación inversa con 
la extensión de la fase de latencia. En Pasteurella tularensis (9) y en varias 
líneas de cultivos de células de mamíferos (5), es necesario una densidad 
-crítica de células para observar crecimiento. Rosenberg (20) encuentra que 
el crecimiento de Myxo coccus xanthus sobre caseína es dependiente de la 
densidad celular. 

En relación con Myxo coccus coralloides D, en todas las experiencias se 
emplearon inóculos provenientes de cultivos en fase exponencial de creci­
miento ; es por ello por lo que en ninguna de las gráficas se observa fase 
d̂e latencia. Cuanto mayor es el inoculo empleado, los m.áximos en el nú-

m.ero de células /mi son más altos y se alcanzan antes. Una vez alcanzados 
•estos máximos sigue un descenso rápido en la densidad celular. 
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Estos resultados están en consonancia con los obtenidos para concentra­
ciones crecientes de casitone en el medio y corroboran la hipótesis de un. 
fenómeno de cooperatividad celular en el proceso de autólisis, ya que ambos 
factores, al permitir que se alcance más pronto un nivel mínimo de densidad, 
celular, hacen que la autólisis se dispare más rápidamente. Por el contrario, 
aquellos otros que retrasan el crecimiento, como es el caso de la glucosa (2),. 
dan lugar a un retraso en el inicio de la autólisis. 

En relación con el papel biológico de la autólisis descrita, es evidente 
que, contemplado desde el punto de vista del ciclo vegetativo de esta mixo-
bacteria tiene un significado totalmente negativo, ya que ocasiona la muerte 
y destrucción de todas las células. Muy diferente, sin embargo, seria con­
templado desde el punto de vista del ciclo normal de vida que llevan a cabo 
estas bacterias en la naturaleza, ya que, en este caso, el proceso de autólisis 
está íntimamente relacionado con los de diferenciación celular, que dan como 
resultado la formación de cuerpos fructificantes, y que de acuerdo con Wire-
man y Dworkin (24), representan un fenóm.eno de cooperatividad celular, en. 
donde una fracción de la población provee mediante lisis : I) algún requeri­
miento esencial para la supervivencia del resto de la comunidad ; II) energía 
para la formación de mixosporas, y III) una señal química para la inducción 
de mixosporas. 
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RESUMEN 

La luz tiene una marcada influencia sobre los ciclos de vida vegetativo y 
de desarrollo en Myxococcus coralloides. Cuando esta mixobacteria crece 
vegetativamente en presencia de luz tiende a formar dos tipos de colonias 
morfológicamente diferentes, hecho que no se observa en los cultivos cre­
cidos en la oscuridad. Durante el ciclo de desarrollo la luz afecta al proceso-
de diferenciación, de manera que en los cultivos iluminados se detectan muy 
pocos cuerpos fructificantes, que por el contrario, sí se observan en los cul­
tivos mantenidos en la oscuridad. En ambos ciclos de vida la luz induce la. 
síntesis de pigmentos. 

SUMMARY 

Light influence on the life cicles of Myxococcus coralloides 

Illumination has a marked influence on both vegetative and differentiation-
cycle of Myxococcus coralloides. When this myxobacterium grows vegeta-
tively in the light develops two morphologically distinguishable colonies ; on 
the contrary, only cellular agregates are formed when the incubation is carried' 
out in darkness. During the developmental cycle, light affects the differen­
tiation process, since very scarce fruiting bodies arise under illumination with 
respect to cultures grown in the dark. In the two life cycles, light induces^ 
pigment production. 

INTRODUCCIÓN 

La característica más llamativa y diferenciable de las mixobacterias es 
que exhiben ciclos de vida y modelos de com_portamiento únicos entre los-
procariotas. Así, las mixobacterias presentan dos ciclos de vida fuertemente-

M i c r o b i o l . H s p a ñ . , 35 (1982), 1?, 
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-entrelazados. De una parte, las células de mixobacterias pueden crecer vege­
tativamente por sucesivas divisiones binarias, dando lugar al ciclo vegetativo. 
Pero, además, las mixobacterias, por su propio estimulo, pueden entrar en 

•el ciclo de desarrollo, teniendo lugar una serie de estadios secuenciales que 
van desde un estado de agregación celular hasta la formación de unas estruc­
turas macroscópicas, de muy diversos colores —dependiendo del tipo de mi-
xobacteria—, conocidas como cuerpos fructificantes, en cuyo interior muchas 
células se convierten en mixósporas. 

La influencia de la luz sobre los procesos de morfogénesis y diferencia­
ción ha sido poco estudiada en mixobacterias : Sorangium compositum (7) 
y Stigmatella aurantiaca (10) ; en ambos casos el efecto de la luz se traduce 
en una estimulación de la fructificación. 

En nuestro laboratorio se aisló una mixobacteria pigmentada, rojo-tosta­
do, a partir de la cual se ha obtenido una raza, referida como Myxococciis 
coralloides D, capaz de crecer de forma dispersa en medio liquido (1). En 

d presente trabajo se estudia la influencia de la luz sobre los ciclos vegeta­
tivo y de desarrollo en M. coralloides. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Bacteria 

Myxococcus coralloides D fue obtenida en nuestro laboratorio por suce­
sivas transferencias en medios líquidos adecuados, capaz de crecer de forma 
•<iipersa en medio hquido y que retiene su capacidad de fructificación cuando 
•ocurre un agotamiento de nutrientes en el medio de cultivo (1). 

Medios y condiciones de cultivo 

Para el mantenimiento y conservación de esta mixobacteria se ha emplea­
do medio CT, con la siguiente composición: casitone (Difco) 0,5 %, en 
tampon de fosfato 0,01 M, pH 6,5 + sulfato magnésico 0,1 %. Para el aná­
lisis de los pigmentos durante el crecimiento vegetativo se ha utilizado medio 
CTA, de composición idéntica al anterior, pero adicionado de agar 1,8 %. 
Para los ensayos de fructificación se ha empleado agar-levadura : levadura 
prensada de panadería 1 %, agar 2 %, pH 7,2. 

Temperatura de incubación: 28 ""C. Los cultivos hquidos fueron llevados 
a cabo en agitación continua a 150 rpm. 
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Formación de cuerpos fructificantes 

Cultivos en fase exponencial de crecimiento, a una densidad aproximada 
<ie 1 ! X 10^ cel./ml, fueron centrifugados y las células, lavadas en solución 
salina, resuspendidas en dicha solución a una concentración final de 5 x 10^ 
cel./ml, y mantenidas en baño de hielo. Muestra de 10 \ú fueron depositadas 
sobre el medio de fructificación y las cajas de Petri se incubaron a 28 °C, 
en la oscuridad (protegidas con papel de aluminio) o en la luz, siendo ésta 
.suministrada por una batería de tubos fluorescentes con una intensidad de 
1 J.s~^ a una distancia de 150 cm. 

Actividades bioquímicas 

Las pruebas de la oxidasa, amilasa e hidrólisis de la esculina se han rea­
lizado de acuerdo con las técnicas usuales, por adición de reactivos específi­
cos o cambio directo de coloración, respectivamente. La producción de anti­
biótico se ha comprobado adicionando una capa de agar blando previamente 
inoculado con Staphylococcus aureus ATCC 8, a cajas de Petri conteniendo 
colonias de 4 d de Myxococcus coralloides D ; el halo de inhibición se midió 
a las 24 h. 

Extracción de los pigmentos 

Las células fueron recogidas por raspado de los medios de cultivo y so­
metidas a tres tratamientos con acetona, con lo que quedaron prácticamente 
decoloradas. El extracto acetónico fue concentrado en el rotavapor a 40 °C 
y desecado al vacío. El residuo seco fue finalmente extraído con metanol. 
Para el análisis y cuantificación de las fracciones mayoritarias se ha empleado 
la cromatografía en capa fina, en gel de sílice. Como eluyente se ha emplea­
do cloruro de metileno : acetato de etilo (2:1). 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Nuestros resultados indican que la luz tiene tuia influencia decisiva sobre 
los ciclos de vida vegetativo y de desarrollo de Myxococcus coralloides. 

En relación con el primer ciclo, cuando Myxococcus coralloides crece 
-vegetativamente en presencia de la luz tiende a formar dos tipos de colonias 
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morfológicamente diferentes : unas, puntuales, pequeñas y de borde liso, y 
otras, de mayor tamaño, muy mucosas y de bordes rugosos (figuras 1-2)^ 
Ambas colonias responden de idéntica manera a diferentes pruebas bioquí­
micas realizadas : oxidasa, negativo ; hidrólisis de la esculina, negativo ; 
hidrólisis del almidón, positivo. Asimismo, la autólisis (1) de los cultivos 
y la producción de una sustancia química en particular (antibiótico) no revela 
diferencia alguna en los dos estados coloniales. Ambas colonias son colo­
readas (rojas) Por sucesivos subcultivos, a partir de una sola colonia gran­
de, éstas van desapareciendo, hasta quedar una población residual del 5-10 %^ 
correspondiendo el resto a colonias puntuales. La variación colonial no eŝ  
exclusiva de M, coralloides ; asi, también ha sido descrita en M. xanthusr 
(3-4, 14), en donde aparecen dos tipos de colonias YS (yellov^ swarmer) j 
TNS (tan nonswarmer) ; la conversión de YS en TNS^ puede ser inducida 
por diversos tratamientos (13). 

Por el contrario, en la oscuridad, el crecimiento de Myxococcus cora­
lloides consiste en la formación de agregados celulares, pero sin llegar a 
formar colonias típicas. 

Por lo que respecta a la pigmentación, por cromatografía en capa fina^. 
se han obtenido cinco fracciones mayoritarias, caracterizadas por el color 
y el Rf. Aunque la luz no influye sobre el número de fracciones mayori­
tarias obtenidas, sí tiene un efecto importante en cuanto a su intensidad,, 
de manera que los cultivos que crecen en presencia de la luz presentan una 
coloración más intensa que los mantenidos en la oscuridad. 

Por lo que respecta al ciclo de desarrollo, cuando Myxococcus coralloides 
crece sobre agar-levadura protegido de la luz, a los 2-3 d puede observarse 
la formación de unos agregados celulares, que posteriormente se desarro­
llan dando lugar a los correspondientes cuerpos fructificantes (figura S). Por 
el contrario, los cultivos crecidos en presencia de luz exhiben modelos de 
comportamiento diferentes : aparecen acúmulos de células, con aspecto de 
crestas u ondulaciones que se entrelazan unas con otras y muy pocos cuer­
pos fructificantes (figura Jf). Cuando los cultivos de M. coralloides son so­
metidos a ciclos alternantes de iluminación y oscuridad se obtienen los mis­
mos resultados que cuando crecen ininterrumpidamente en la oscuridad. 

Estos resultados difieren totalmente de los obtenidos en otras mixobaç-
terias, Sorangium compositum (7) y S. aurantiaca (9, 11-12), en donde la 
luz favorece la formación de cuerpos fructificantes. Sin embargo, es cono­
cido que en otros casos, las mixobacterias responden de manera diferente a 
la luz ; así, Aschner y Chorin-Kirsk (2) encuentran que Myxococcus fulvus 
y Nannocystis sp. responden negativamente a la luz. Sin embargo, hay que 



Figura 1. Colonias de M. coralloides desarrolladas en 
presencia de lus en medio CT. Colonias pequeñas y pun­

tuales. X 40 

Figura 2. Colonias de M. coralloides desarrolladas em 
presencia de lus en medio CT. Colomas grandes y mu­

cosas. X W 



Figura 3. Desarrollo de M. coralloides ew la oscuridad. A los 5 d de incubación, en un 
microscopio Zeiss, de lus reflejada. Cuerpos fructificantes individualizados y una maraña 

de mucosidad viscosa. Area de 2,3 x 2,5 mm 

Figura 1}. Desarrollo de M. coralloides en la lus. A los 5 d de incubación, en un micros-
€Opio Zeiss, de lus reflejada. Acmnulos de agregados celulares embebidos en mucílago, 

sin diferenciación en cuerpos fructificantes. Area de 2,3 x 2,5 mm 
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hacer la salvedad de que estos estudios estaban orientados al movimiento^ 
bien como simples células, bien como enjambres, y no desde el punto de vista 
del desarrollo. 

Por lo que respecta al análisis de pigmentos durante el ciclo de desarro­
llo, los resultados obtenidos fueron idénticos a los indicados en el caso del 
ciclo de vida vegetativo. La luz incrementa notablemente la producción de 
pigmentos en todas las mixobacterias ensayadas (5-6, 8, 12). Este efecto in­
ductor de la luz sobre la biosíntesis de los pigmentos puede estar relacionado 
con el papel fotoprotector de los mismos. En ausencia de luz, la célula no 
necesita protegerse del efecto nocivo de la misma y el nivel de la síntesis 
de pigmentos es muy bajo. En presencia de luz, la célula dispone de meca­
nismos que inducen (o desreprimen) la biosíntesis de los pigmentos protec­
tores. 

Los resultados obtenidos nos llevan a la conclusión de que la raza de 
My^rococcus coralloides empleada en este trabajo responde negativamente en 
la formación de cuerpos fructificantes a estímulos luminosos continuados 
y únicos. Ahora bien, estos resultados distan bastante de lo que debe ocurrir 
en el habitat natural de esta mixobacteria, las superficies del suelo y restos 
veg'etales en putrefacción, en donde se desarrollan abundantes cuerpos, sien­
do ésta una de las maneras de facilitar su diseminación. Sin embargo, como 
ya se indicó, M. coralloides desarrolla cuerpos fructificantes cuando es so­
metida a ciclos alternantes de luz y oscuridad, que son las condiciones a las 
que se encuentra sometido en el suelo, y, por tanto, nuestros resultados son 
congruentes con la realidad. 
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RESUMEN 

En este trabajo se clasifican en biotipos, según el esquema de Hajek y 
Marsalek, 38 cepas de estafilococos coagulasa-positivas. Estas cepas habían 
sido aisladas a partir de abscesos observados en el matadero en canales y 
visceras de ganado vacuno, ovino y caprino. 

De los resultados obtenidos es posible concluir que el esquema utilizado 
plantea problemas para la adscripción de las cepas del mencionado origen 
a biotipos concretos. De las 38 cepas estudiadas, sólo 18 pudieron ser cla­
sificadas, mostrando las restantes caracteres intermedios entre dos biotipos 
o próximos a alguno de ellos. 

De las cepas de Staphylococcus aureus de origen ovino, en total ¿5, 16 
fueron adscritas al biotipo C, siendo sus caracteres muy uniformes y diferen­
tes de los presentados por las cepas de origen vacuno, incluidas también en 
•este biotipo. Esta uniformidad de caracteres se refiere no sólo a las propie­
dades constantes o fijas del referido biotipo, sino también a las variables, 
entre las que destacan la producción de hemolisina alfa por parte de todas 
las cepas y el tipo negativo de crecimiento en agar-cristal violeta por el 87,5 %. 

SUMMARY 

Biotyping of coagulase positive staphylococci from animal origin 

A total of 38 strains of coagulase positive staphylococci classed as Sta-
loco ecus aureus (30), S. interme dius (2) and unclassified (6) were biotyped 

according to the scheme devised by Hajek and Marsalek. These strains were 
isolated from abscesses in slaughtered animals (cows, ewes and goats). 

Of the total number of strains studied, only 18 could be assigned to any 
of the biotypes described. The remaining 20 strains shared properties of 
two byotipes (intermediate) or failed one or more characteristics to be included 
in one biotype. Our findings indicate that the used scheme, although widely 

M i c r o b i o l . B s p a ñ . , 35 (1982), 21. 
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accepted, has a limited value for the biotyping of strains isolated from animals 
abscesses. 

Of the 25 Staphylococcus aureus cultures obtained from sheep, 16 were 
classified as C biotype. These 16 cultures showed to a great extent analogous 
properties and formed a very homogeneous group different from bovine 
strains also belonging to biotype C. All our ovine strains classed as C 
biotype produced alpha haemolysin and 87.5 % gave the negative type of 
growth on crystal violet agar. These two properties are variable in Hajek 
and Marsalek's scheme. These results indicate that S. aureus from sheeps 
constitutes an ecological group which can be considered separately withirt 
the C biotype. 

INTRODUCCIÓN 

El estudio detallado de cepas de estafilococos de origen animal realizado-
en los últimos años, principalmente en cuanto a sus propiedades fisiológicas-
y bioquímicas, ha llevado al convencimiento de que especies como Staphylo­
coccus aureus presentan tal grado de diversificación en sus caracteres que 
aconsejan su subdivisión. 

Las cepas de Staphylococcus aureus de origen humano y animal difieren^ 
en ciertas propiedades, al igual que las procedentes de especies animales dis­
tintas entre sí, lo que hace pensar que se debe a que desarrollan característi­
cas que son reflejo de su habitat particular (1). 

La primera propuesta para dividir la especie Staphylococcus aureus en laŝ  
variedades humana, bovina y canina, de Meyer (15), fue seguida por la de 
Shimizu (21) que hace una división en cinco tipos, y la de Hajek y Marsa­
lek (13), que a su vez establece seis biotipos. Para la realización de estas 
clasificaciones, los autores mencionados se basaron en el estudio de deter­
minadas propiedades fisiológicas y bioquímicas, como son la capacidad de 
producción de fibrinolisina (14), la coagulación de diferentes plasmas anima­
les (15), la producción de hemolisinas alfa y beta (12), la producción de-
pigmentos y el tipo de crecimiento en agar-cristal violeta (16), junto a otras 
como son la diferente sensibilidad a los bacteriófagos humanos y bovinos (16Y 
y la distinta estructura antigénica y de la pared celular (18, 20). 

De los esquemas hasta el momento propuestos para la división de Staphy­
lococcus aureus en biotipos, èl más utilizado es el de Hajek y Marsalek (13) 
que incluía nueve caracteres, junto con la sensibilidad a los bacteriófagos 
humanos y bovinos, y que en 1976 (11) fue reformado, quedando con siete-
caracteres fundamentales y la tipificación por bacteriófagos. Los seis bioti-
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pos que en él se presentan, A a F, están referidos al hombre y a nueve espe­
cies animales que se agrupan en los diferentes biotipos : aves de corral-cerdos,, 
ovejas-vacas, liebres, perros-caballos-visones y palomas-zorros. 

Es indudable el valor práctico presentado por la división en biotipos o 
ecotipos, ya que con frecuencia el microbiólogo de los alimentos está inte­
resado en conocer el origen de una determinada cepa de Staphylococcus 
aureus aislada de un alimento (1). También es interesante conocer, a nivel 
epidemiológico, si un determinado proceso ha sido producido por cepas ya 
adaptadas a la especie animal en la que se encuentran o bien han sido trans­
feridas por el hombre o por otros animales (18). Con vistas a su utilidad 
epidemiológica en microbiología de los alimentos, en este trabajo se presenta 
la clasificación en biotipos, según el esquema de Hajek y Marsalek, de 38 
cepas de estafilococos coagulasa-positivos de origen animal. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Cepas 

Las cepas de estafilococos estudiadas fueron aisladas por nosotros a par­
tir de abscesos encontrados en inspección de carnes en ganado vacuno, ovino-
y caprino. De estas cepas, 30 correspondían a Staphylococcus aureus, 2 a 
S, interinedius y las 6 cepas restantes no pudieron ser clasificadas. 

Esquema de clasificación en biotipos 

Para la adscripción de nuestras cepas a biotipos se utilizó el esquema 
propuesto por Hajek y Harsalek (11), esquema que se recoge en el cuadro 1. 

Producción de fibrinolisina 

La puesta en evidencia de la actividad fibrinolítica se llevó a cabo según 
el método descrito por Christie y Wilson (3). 

Producción de pigmentos 

El color de las colonias se estudió en agar BHI (Difco), con incubación 
durante 5 d, a 35 '°C. Se consideraron productoras de pigmento las cepas 
cuyas colonias mostraban color naranja, amarillo o crema, y no pigmentadas^ 
las de color blanco. 
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Cuadro 1. Esquema utilizado para la subdivisión de S. aureus en biotipos (^) 

Propiedades 

Fib riño Usina 
Pigmentos 
Coagulación plasma humano 
Coagulación plasma bovino 
Hemolisina alfa 
Hemolisina beta 
Tipo de crecimiento en agar-cristal 
irioleta 
Sensibilidad a los bacteriófagos 
Hospedador más frecuente 

A 

+ 
+ 
+ 
— 

+ 
V — 

— 
H 

Hombre 

B 

— 

+ 
+ 
— 

v + 
v + 

+ 
H/B 

Pollos, 
cerdos 

Bi 

C 

_ 

+ 
+ 
+ 
V 

+ 
V 

H/B 
Vacas, 
ovejas 

otipos 

D 

— 
V 

+ 
— 
— 

+ 
— 

H/B 
Liebres 

E 

— 
— 

+ 
— 

+ 
+ 
— 

Perros, 
caballos, 
visones 

F 

— 

+ 
+ 

V — 

+ 
+ 
— 

Palomas, 
zorros 

{*) Según HAJEK y MARSALEK (11). 

V = variable (V + y V — indican predominio de las cepas positivas o negativas, res-
j)ectivamente). H = bacteriófagos del conjunto humano. B = bacteriófagos del conjunto 
bovino. 

Coagulación de los plasmas humano y bovino 

La producción de coagulasa se investigó en la forma previamente des­
crita por nosotros (6), utilizando plasma conteniendo 0,1 % de EDTA. Úni­
camente las reacciones 2+ y superiores fueron consideradas como evidencia 
positiva de la producción de la enzima. 

Producción de hemolisinas alfa y beta 

Para la detección e identificación de las hemolisinas alfa y beta se empleó 
la técnica en placa, también descrita ya por nosotros (6). 

Prueba de crecimiento en agar-cristal violeta 

Esta prueba se realizó siguiendo la técnica descrita por Meyer (16). Se 
consideraron como cristal violeta-positivas las cepas de los tipos A (colonias 
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amarillas o amarillo-azuladas) y E (blancas), y como negativas las del tipo C 
(azul-violeta). 

Tipificación por bacteriófagos 

Se llevó a cabo según el método de Blair y Williams (2), teniendo en 
•cuenta las modificaciones propuestas por Parker (19) y utilizando los con­
juntos o juegos básicos de bacteriófagos para la tipificación de cepas de 
Staphylococcus aureus de origen humano (22) y bovino (24). En los casos 
<€n que las cepas no se tipificaban con los bacteriófagos diluidos a su RTD, 
se repitió el proceso con los bacteriófagos a 100 x RTD. 

RESULTADOS 

Los resultados obtenidos al someter las cepas de estafilococos coagulasa-
positivas a las ocho pruebas utilizadas para su clasificación en biotipos se 
presentan en el cuadro 2. El número de cepas con actividad fibrinolítica fue 
de 12. De ellas, 10 habían sido clasificadas como Staphylococcus aureus y 
:2 como S. întermedius. La producción de pigmentos fue un carácter presen­
tado por las 30 cepas de S. aureus, por las 2 de S. intennedius y por 5 de las 6 

-no clasificadas. También la totalidad de las cepas de S. aureus y S. intermedius 
coagulaban el plasma humano y sólo una de las no clasificadas carecía de 
esta propiedad. Únicamente 4 de las 38 cepas incluidas en este- estudio no 
presentaban actividad coagulasa en plasma bovino. De ellas, 2 eran vS. inter­
medius y 2 no clasificadas. La capacidad de producir hemolisinas alfa y/o 

"beta fue exclusiva de las cepas de 6̂ . aureus : de las 26 cepas productoras de 
estas hemolisinas, 24 producían ambas y 2 sólo hemolisina alfa. Por lo que 
se refiere al tipo de crecimiento en agar-cristal violeta, 25 de las cepas de 

S. aureus, las 2 de S. intermedius y 5 de las no clasificadas eran cristal violeta-
negativas (tipo C). De las 6 cepas restantes, 5 S. aureus eran del tipo A y 
una no clasificada, del E. 

La sensibilidad a los bacteriófagos de las cepas adscritas a la especie Sta­
phylococcus aureus muy muy elevada: 10 cepas se tipificaron por bacterió­
fagos humanos, 16 por bacteriófagos bovinos y una por bacteriófagos de 
ambos conjuntos. También 3 de las cepas no clasificadas pudieron ser tipifi­
cadas : una de ellas por bacteriófagos humanos y 2 por bovinos. Como era 
<le esperar, no fue posible tipificar las 2 cepas de S. intermedius. 

Las diferentes combinaciones de propiedades encontradas, el número de 



Cuadro 2. Resultados de las pruebas utilizadas bara clasificar en biotipos 38 cepas de estafilococos coagulasa-
positivas (*) 

Pruebas 

S. aureus 

Número de 

(30) (**) 

cepas 

positivas 

10 
30 
30 
30 
26 
24 

5 

25 

10 
16 

1 

Porcentaje 

33,33 
100,00 
100,00 
100,00 
86,67 
80,00 

16,67 

83,33 

33,33 
53,33 

3,33 

S. intermedius (2) (**; 

Número de cepas 

positivas 

2 
2 
2 

2 

Porcentaje 

100 
100 
100 

100 

No clasificadas (6) (**) 

Número de cepas 
positivas 

Porcentaje 

'̂  

Fibrinolisina 
Pigmentos 
Coagulación plasma humano 
Coagulación plasma bovino 
Hemolisina alfa 
Hemolisina beta 
Tipo de crecimiento en agar-cristal violeta: 

Tipo A 
Tipo E 
Tipo C 

Tipificación por bacteriófagos: 
conjunto humano 
conjunto bovino 
ambos conjuntos 

83.33 
83,33 
66,67 

16,67 
83,33 

16,67 
33,33 

KS^ 

.̂  
Ĉ  
Si 

Ŝ  
â 
b3 

(*) Tres de estas cepas no coagulaban el plasma de conejo,aunque sí el humano (2 cepas) y el bovino (1 cepa). 
(**) El número corresponde al de cepas incluidas en la especie. 
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^cepas que las presentaban, el biotipo al que fueron adscritas y la especie 
-animal de la que se habían aislado se dan en los cuadros 3-4-

DISCUSIÓN 

De los datos recogidos en el cuadro S, destaca el que un elevado por­
centaje de cepas de Staphylococcus aureus (43,3 %) no pudieron ser adscri­
tas a ninguno de los biotipos de Hajek y Marsalek (13) y el que la totalidad 
de las adscritas presentaban caracteres del biotipo C. 

La actividad fibrinolitica es una propiedad exclusiva de las cepas de Sta­
phylococcus aureus de origen humano, mientras que la capacidad de coagular 
el plasma bovino lo es de algunas de las de origen animal. Por ser positivas 
en las dos pruebas y por compartir propiedades de los biotipos A y C, las 
7 cepas incluidas en los grupos I y II {cuadro S) fueron clasificadas como 
intermedias entre ambos biotipos. La existencia de cepas de estas caracte­
rísticas ha sido descrita por varios autores (5, 8, 12). La cepa del grupo III 
era muy semejante a las anteriores, aunque su incapacidad para producir 
hemolisina beta y el ser sensible sólo a los bacteriófagos humanos la sitúan 
más próxima al biotipo A. La adscripción al biotipo C de las 17 cepas de 
los grupos IV, V, VI, VII y VIII no presentó ningún problema, ya que 
las combinaciones de sus propiedades correspondían a las del mencionado bio­
tipo. Con excepción de la sensibilidad a los bacteriófagos, estas cepas for­
maban un grupo muy homogéneo : todas ellas eran fibrinolisina-negativas, 
producían pigmentos y hemolisinas alfa y beta, coagulaban los plasmas hu­
mano y bovino y, excepto 2, eran cristal violeta-negativas. Las cepas inclui­
das en los grupos IX, X y XI fueron incapaces de producir hemolisina beta, 
por lo que no fue posible adscribirlas al biotipo C. Finalmente, las propie­
dades presentadas por las 2 cepas del grupo XII diferían tanto de las de los 
biotipos propuestos por Hajek y Marsalek (13) que no pudieron ser clasifi­
cadas ni siquiera de forma aproximada. 

Por lo que se refiere a las 2 cepas de Staphylococcus intennedius (cua­
dro Jf) es importante destacar que, en contra de lo que cabría esperar, no 
pudieron ser incluidas en los biotipos E ni F (9, 11). La combinación de sus 
propiedades estaba mucho más próxima al biotipo A. La no inclusión en este 
biotipo se debió a la incapacidad de estas cepas de producir hemolisina alfa. 

De las 6 cepas no clasificadas en especie (cuadro Jj) 3 (grupos 1 y 2) mos­
traban gran similitud con el biotipo C, una (grupo 3) fue adscrita al biotipo 
D, otra (grupo 4) estaba próxima al B y la última (grupo 5) al E. La no 



Cuadro 3. Grupos o combinaciones de propiedades establecidos con 30 cepas de S. aureus, bio tip os a los que 
se han adscrito y número de cepas incluidas en cada uno 

Pruebas 

Fibrinolisina 
Pigmentos 
Coagulación plasma humano 
Coagulación plasma bovino 
Hemolisina alfa 
Hemolisina beta 
Tipo de crecimiento en agar-cristal violeta 
Bacteriófagos humanos 
Bacteriófagos bovinos 

Biotipo 

Número de cepas 

Aisladas de 

Ç =; cristal viqleta-ne^ativo. A = cristal 

I 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
C 

+ 
— 

Int. 

6 

5 0v, 

violeta-

II 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
C 

— 
— 

A y C 

1 

2V 

positiv 

III 

+ 
+ 
+ 
+ 
-+-
— 
C 

+ 
— 

Próx. A 

1 

Ov 

IV 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
C 

— 

+ 
C 

13 

Grupos de S 

V 

-+• 
+ 
+ 
+ 
+ 
C 

+ 
— 

c 

1 

VI 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
c 
— 
— 

c 

1 

16 Ov, 

0. No = no clarificada. Ov = 

'. aureus 

VII 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
A 

— 

+ 
c 

1 

VIII 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
A 

+ 
+ 
c 

1 

I V 

oveja. 

IX 

+ 
+ 
+ 
+ 
— 
A 

+ 
— 

1 

lOv, 

V = vacuno. 

X 

+ 
+ 
+ 
— 
— 
c 
— 

+ 
Próx. C 

1 

I V , 

Ca = 

XI 

+ 
+ 
+ 
— 
— 
c 
— 
__ 

1 

I C a 

cabra. 

XII 

+ 
+ 
+ 
+ 
— 
— 
A 

— 
— 

Nc 

2 

1 Ov 

«ti 

jo 

;-N 

^ 
5̂  
8 

to 

O 

.̂  
.̂  

•̂  
^ 

00 
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producción de hemolisina beta hizo imposible la clasificación de las cepas 
de los grupos 1 y 2 en el biotipo C. La cepa tipificada como perteneciente 
al biotipo B mostraba el tipo E de crecimiento en agar-cristal violeta y no­
el A, como encuentran Hajek y Marsalek para cepas de este biotipo. La 
ñinica discrepancia entre la cepa del grupo 4 y el biotipo B fue su tipo de 
crecimiento en agar-cristal violeta. También esta propiedad y la no elabora­
ción de hemolisina beta impidieron que la cepa del grupo 5 se adscribiera 
al biotipo E. 

En los cuadros 3-4 se señala también el origen de las cepas. Como era 
de esperar, dadas las especies animales de las que se aislaron, la mayoría 
de ellas presentaban propiedades características del biotipo C o muy próxi­
mas. Un hecho destacable es el hallazgo, entre las cepas no clasificadas, de 
una cepa perteneciente al biotipo B y de otra considerada como próxima al/ 
mismo. En este biotipo se incluyen cepas de Staphylococcus aureus aisladas-
de pollos y cerdos, que carecen de algunos de los caracteres propios de esta. 

Cuadro 4- Grupos o combinaciones de propiedades establecidos con 2 
cepas de S. intermedins y 6 no clasificadas, biotipos a los que se han 

adscrito y números de cepas incluidas en cada uno 

Pruebas S. intermedius 

Grupos de cepas no clasificadas 

Fibrinolisina 
Pigmentos 
Coagulación plasma humano 
Coagulación plasma bovino 
Hemolisina alfa 
Hemolisina beta 
Tipo de crecimiento en agar-
cristal violeto 
Bacteriófagos humanos 
Bacteriófagos bovinos 

+ 
+ 
+ 
-^ 
— 
— 

C 
— 
— 

+ 
+ 
+ 
— 

C 

-> 

+ 

+ 
+ 
+ 
— 

C 

+ 
— 

+ 
+ 
— 
— 

£ 

— 
— 

+ 
+ 
— 
__ 

C 

__ 
— 

— 
— 

+ 
_ 

C 

_ 
— 

Biotipo 

Número de cepas 

Aisladas de 

Próx.A 

Ov 

Próx. C 

2 Ov, I V 

B 

1 

V 

Próx.B 

1 

Ov 

Próx. E 

Ov 

C = cristal violeta-negativo. E = cristal violeta-positivo. Ov = oveja. V = vacunoa-
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«Specie de estafilococos (4, 7), lo que podría explicar las dificultades halladas 
para su clasificación a nivel de especie. 

Destaca asimismo en el cuadro S la uniformidad de resultados de las 16 
-cepas de Staphylococcus aureus de origen ovino, incluidas en el biotipo C, 
especialmente en lo que se refiere a la producción de hemolisina alfa y al 
tipo de crecimiento en agar-cristal violeta, caracteres ambos que se dan como 
variables en el esquema de Hajek y Marsalek (11). Las 16 cepas producían 
hemolisina alfa y 14 eran cristal violeta-negativas. Al comparar estos datos 
con los obtenidos también por nosotros al clasificar en biotipos cepas de 
S. aureus aisladas de leche mamítica de oveja (8), se observa una gran coin­
cidencia, ya que de las 52 cepas del biotipo C estudiadas, el 100 % producía 
toxina alfa y el 94,2 % mostraba el tipo C de crecimiento en agar-cristal 
violeta. Este último carácter parece propio de las cepas de origen ovino, 
incluidas en el biotipo C. Así, el 97,4 % de las 77 cepas de .S. aureus de este 
biotipo aisladas de fosas nasales de ovejas sanas y de mamitis purulentas a 
que se refieren otros trabajos (10-11, 18) eran cristal violeta-negativas. Tam­
bién mostraban esta propiedad las 47 cepas de S. aureus agentes de mamitis 
ovinas estudiadas por Szulga y colaboradores (23) y el 91,9 % de las 37 
cepas de esta especie aisladas de quesos elaborados con leche de oveja e 
incluidas en el biotipo C por Hajek (10). A la luz de la escasa bibliografía 
sobre estafilococos de origen ovino, resulta más difícil en el momento actual 
establecer conclusiones sobre la capacidad de las cepas de este origen para 
producir hemolisina alfa. Es sorprendente constatar el hecho de que todas 
nuestras cepas del biotipo C producían esta toxina, lo mismo que todas las 
estudiadas por Gutiérrez (8) en nuestro propio laboratorio, mientras que nin­
guna de las cepas a las que se refieren los autores antes mencionados presen­
taba este carácter. 

De los resultados obtenidos en este trabajo parece posible concluir que 
la mayor parte de las cepas de estafilococos coagulasa-positivas aisladas de 
abscesos en inspección de carnes poseen propiedades características de los 
biotipos de origen animal y que las obtenidas de ovejas constituyen un grupo 
homogéneo con caracteres propios. La particularidad de estos caracteres, 
junto a la sensibilidad al bacteriófago 78 del conjunto bovino y a la produc­
ción de enterotoxina C (datos no publicados), son propiedades que presentan 
de forma mayoritaria las cepas de Staphylococcus aureus de origen ovino. 
Todo ello permite afirmar que estas cepas constituyen un grupo independien­
te, diferenciable de las aisladas de otras especies animales e incluso de las 
•de ganado vacuno, situadas también en el biotipo C. Esta afirmación coincide 
con la de Szulga y colaboradores (23), quienes al aplicar la taxonomía numé-
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rica a cepas de S. aureus de diversos orígenes observan que las de oveja 
forman un grupo claramente diferenciado. 
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RESUMEN 

Se cultivan las especies Staphylococcus aureus y Pseudomonas aerugino-
sa en un medio semisintético. Se estudian diferentes tipos de cultivo mixto 
en los que las proporciones iniciales de las mencionadas especies varían desde 
S. aureus/P, aeruginosa (S/P) : 1/8 hasta 4 /1 . En dichos cultivos S. aureus 
presenta diferentes niveles de inhibición, mientras que el crecimiento de P. 
aeruginosa permanece invariable. Se estudian las inhibiciones observadas en 
la población de S. aureus : se preparan diferentes cultivos de S, aureus en 
los sobrenadantes de P. aeruginosa, recuperados en nutrientes. Se encuentra 
que existe correlación entre los niveles de inhibición de S. aureus y el período 
previo de cultivo de P, aeruginosa. 

SUMMARY 

A study of the interaction between Staphylococcus aureus and Pseudomonas 
aeruginosa during mixed culture in a semi-synthetic m^edium 

The species Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa were 
cultivated in a semisynthetic medium. Different mixed cultures were studied 
in which the initial proportion of the mentioned species was varied from 
S. aureus/P. aeruginosa (S/P) : 1/8 to 4 /1 . Different levels of inhibitions 
were observed in the populations of S. aureus when grown in the sterile 
supernatant of cultures of P . aeruginosa in which nutrients were added. It 
was noted that a correlation existed between the level of inhibition of 
S. aureus and the previous period of culture of P. aeruginosa. 

Microbio l . Bspañ . ,35 (1982),33. 
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INTRODUCCIÓN 

Las interacciones microbianas constituyen un tema al que actualmente 
se le presta gran atención, pues aunque el estudio de los microorganismos 
aislados supone la base de la microbiología actual, hoy ésta se enfrenta a 
la noción de comunidad microbiana natural (1). 

Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa son dos bacterias pió-
^"enas que con frecuencia aparecen asociadas en infecciones. Cuando se las 
cultiva juntas, se manifiestan interacciones, que han sido estudiadas por di­
ferentes autores. 

De Repentigny y colaboradores (5) encontraron que Staphylococcus 
^aureus crecía normalmente cuando se cultivaba junto con Pseudomonas 
aeruginosa siendo esta especie la que aparecía perjudicada ; por el contrario 
Light y colaboradores (7) demostraron una relación inversa específica entre 
S. aureus y P . aeruginosa en infecciones de recién nacido ; Seminiano y Fra-
zier (9) pusieron de manifiesto cómo el crecimiento de S. aureus se inhibía 
cuando crecía en presencia de P. aeruginosa. 

El objeto de nuestro trabajo ha sido esclarecer el tipo de interacción que 
se establece entre ambas bacterias cuando crecen juntas y buscar las condi­
ciones óptimas para dicha interacción. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Cepas 

Utilizamos las cepas de Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Pseudomo­
nas aeruginosa ATCC 14210. Ambas fueron cedidas por la Colección Espa­
ñola de Cultivos Tipo, de la Facultad de Ciencias de Bilbao. 

Medios de cultivo 

Hemos empleado para el cultivo de las cepas en fermentador, el medio 
dado por De Repentigny y que se denomina SNI, consta de : PO4HK2, 2 g ; 
S 0 , M g . 7 H , 0 , 90 m.g; CUCa.2H20, 10 mi; SO.Fe.T H , 0 , 10 mg ; tampon 
tris (Sigma) pH 7,9, 24,2 g ; tiamina, 0,02 mg ; ácido nicotínico, 0,02 mg : 
casamino acids (Difco), 15 g, y FI2O, hasta 1.000 mi. Se ajusta el pH a 7,3 
con CIH concentrado. Después de esterilización en autoclave se añade glu­
cosa al 0,5 %. 
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El recuento de microorganismos en medio sólido se realizó en diferentes-
medios selectivos y nutritivos. Como medios selectivos, utilizamos mannitoi 
salt agar (M.S.A., de Difco) y Pseudonionas isolations agar (P.I.A., de Dif-
co). Los medios nutritivos que empleamos fueron: brain heart agar (B.H.A.,. 
de Difco) y nutrient agar (N.A., de Difco). 

Técnicas de cultivo 

Las especies se cultivaron en un fermentador modelo Ultroferm (60) de-
L.K.B., con control automático de temperatura, agitación y aireación. Las. 
condiciones de cultivo fueron de 37 °C de temperatura, 200 rpm de agitación. 
y aireación de 2 1/min. 

El inoculo se preparaba en un matraz de Erlenmeyer de 250 mi de capa­
cidad, que contenía 100 mi de medio SNI, en el que se sembraba un asa de 
masa microbiana obtenida de una placa con 24 h de incubación. Tras 12 li 
de crecimiento, se tomaba un volumen de dicho matraz y se inoculaba en el 
ferm_entador hasta alcanzar una densidad óptica inicial de 0,1. 

Los cultivos mixtos se iniciaron utilizando inóculos contenidos en matra­
ces de Erlenmeyer de 250 mi de capacidad y donde crecían por separado las. 
especies con las que posteriormente se iba a trabajar en el cultivo mixto. A 
partir de estos matraces, se inoculaban en el fermentador distintos volúme­
nes, que contenían cada uno de ellos un determinado número de microorga­
nismos, consiguiéndose de esta forma empezar el cultivo mixto con diferentes 
proporciones, entre las que hemos utilizado : Staphylococcus aureus/P s eu-
domonas aeruginosa : S/P : 1/1 ; S/P : 4/1 ; y S/P : 1/8. 

Realizamos cultivos de cada una de las cepas en el sobrenadante estéril 
de la otra, utilizando el filtrado obtenido después del crecimiento de cada 
una de ellas en el medio SNI, hasta fase estacionaria máxima. Después de 
centrifugarlo a 7.000 g en centrífuga Sorvall SS-3 automática, el sobre­
nadante se esterilizaba por filtración y se complementaba con las proporcio­
nes originales de glucosa y vitaminas. Se realizaba posteriormente la siembi'a 
de la otra cepa, estudiándose de nuevo los parámetros que esta especie pre­
sentaba : tasa específica de crecimiento, número máximo de células que al­
canza el cultivo, tiempo que tarda en alcanzar dicho número de células, etc. 

Pro duct o s extra c e lu la res 

Investigamos la presencia de sustancias estafiloliticas en el sobrenadante^ 
siguiendo la técnica de Zyskind y colaboradores (12) : se precipita el sobre-
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nadante con acetona gota a gota hasta un 80 %, se resuspende el precipi­
tado en un tampon de acetato 0,01 M, de pH 8,5, enfrentándose a una sus-
pensión de Staphylococcus aureus. 

RESULTADOS 

Realizamos cultivos puros de los microorganismos que nos dieron los va­
lores patrón (figura Ï). 

1.000 

100 

1 2 5 ^ 5 6 7 8 h 

Figura 1. Crecimiento de S. 

aureus (O) y P- aeruginosa {%) 

en el medio SNI, en condicio­

nes óptimas 

1.000 

100 

3 4 5 1 2 5 4 5 

Figura 2. Crecimiento de S. aureus (Q) y P- aerugi­
nosa ( 0 ) en cultivo 'tnixto, co^nensando con diferen­
tes proporciones: A) S. aureus/P. aeruginosa, IJl; 
B) S. aureus/P. aeruginosa Jf/1; C) S. aureu&/P. 

aeruginosa, 1/8 

Una vez conocidos los parámetros del crecimiento en condiciones ópti­
mas, iniciamos nuestras experiencias con el cultivo mixto, donde observaría­
mos las posibles variaciones respecto a los valores patrón, en la cinética de 
crecimiento de ambas poblaciones, cuando crecían juntas en un mismo medio. 



Interacción entire S. aureus y P. aeruginosa en medio semisintético 3 7 

Cultivo mixto de los mero organismos 

Planificamos tres tipos de cultivo dependiendo del inoculo utilizado 
{figura 2) : cultivo mixto que comenzaba con inoculo s idénticos, S/P : 1/1 ; 
cultivo mixto que se iniciaba con predominio de la población de Pseudomo-
nas aeruginosa, S/P : 1/8 ; cultivo mixto en el que la población de Staphy­
lococcus aureus era la dominante, S / P : 4/1. 

El crecimiento de Pseudomonas aeruginosa no se alteraba en ninguno de 
los tres tipos de cultivo mixto. La inhibición que en el crecimiento de esta 
especie observaban De Repentigny y colaboradores (4) cuando se cultivaba 
conjuntamente con Staphylococcus aureus, era debido a la acidificación del 
medio por S. aureus. Estando nuestro medio fuertemente tamponado, dicho 
'efecto inhibitorio no se manifestó. 

Por otra parte, encontramos una inhibición en el crecimiento de la pobla-
ción estafilocócica, que varía según el tipo de inoculo utilizado en cada cul­
tivo. 

Cuando dichos inóculos eran idénticos para las dos poblaciones, apareció 
tma fuerte inhibición de Staphylococcus aureus desarrollándose sólo desde 
36.10^ hasta 66.10^ UV (unidad viable)/ml. Esta inhibición que aparece desde 
los primeros momentos, en los que las concentraciones de nutrientes son las 
adecuadas para el desarrollo normal de ambas especies, nos induce a pensar 
que dicho fenómeno no se debe a una competición por los nutrientes del 
medio, que según algunos autores (10) es una de las causas por las que 
:S. aureus ve afectado su crecimiento en presencia de otras bacterias. 

Cuando Pseudomonas aeruginosa predominaba en el inoculo (S/P : 1/8) 
aparecía la población estafilocócica fuertemente inhibida, alcanzando solamen­
te un total de 48.10^ UV/ml. Este valor está muy por debajo del que esta 
•misma población alcanza cuando se cultiva en ausencia de P. aeruginosa, que 
•es de 1016.10^ UV/ml. En el cultivo mixto realizado con inóculos en los 
que domina la población de Staphylococcus aureus ( S / P : 4/1) aparece una 
inhibición en la población estafilocócica que se manifiesta después de 5 h del 
comienzo del cultivo. Hasta ese momento, S. aureus crecía del mismo modo 
•que en un cultivo puro. 

Después de estas experiencias realizadas en cultivos mixtos, pensamos 
que las condiciones del medio juegan un importante papel para que se desa­
rrolle un determinado tipo de interacción entre esa pareja de microorganis­
mos. Asimismo, las concentraciones iniciales de células con las que se inician 
los cultivos (proporción : microorganismo afector/microorganismo afectado) 
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son fundamentales para que dicha interacción se manifieste en mayor o me­
nor grado. 

Cultivos en los sobrenadantes estériles 

Para eliminar la posibilidad de una competición por los nutrientes y con­
firmar la hipótesis de un fenómeno de amensalismo, realizamos cultivos en 
los sobrenadantes obtenidos de cultivos de Pseudomonas aeruginosa, a los-
que añadíamos los nutrientes agotados después de esterilizarlos por filtra­
ción. Utilizamos tres tipos de sobrenadantes, dependiendo del tiempo de cul­
tivo de P. aeruginosa : aquél en que sólo había desarrollado la fase exponen­
cial de crecimiento (cultivo de 6 h de crecimiento) ; sobrenadante obtenido 
después de 24 h de cultivo de P. aeruginosa, es decir, cuando está en fase 
estacionaria ; sobrenadante obtenido después de 48 h de cultivo de P. aeru­
ginosa. 

En la figura S se expresan los datos obtenidos cuando crece Staphylo­
coccus aureus en los diferentes tipos de sobrenadantes. 

J i . o 

Figura ¿i Crecimiento de S. aureus (unidades 
viables) en el sobrenadante de P. aicruginosa 
obtenido después de : 6 h (Q), tl¡ h (%) y JfS 
h de cultivo (\Z\)- Incremento de turbides del 

medio en los tres tipos de cultivo (B ) 
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Cuando crece Staphylococcus aureus en el filtrado obtenido después de 
O h de cultivo de Pseudomonas aeruginosa, presenta una tasa de creci-
.miento de 0,42 h~^, calculada por el incremento de la densidad óptica, idén-̂  
tica a la del cultivo patrón. El recuento de viables da un resultado de carac­
terísticas totalmente diferentes, ya que encontramos inhibición en las célulasv 
viables desde las primeras horas de cultivo, semejante a la que aparece en. 
los cultivos mixtos. Esta discordancia del crecimiento en medio sólido y me­
dio líquido nos indica que los productos vertidos al medio por P. aeruginosa 
dañan a las células de S. aureus, impidiendo su crecimiento en los medios 
sólidos habituales, confirmando la teoría de Burke y Pattee (2) de que sus­
tancias aisladas de P. aeruginosa producirían formas de pared dañada de 
S. aureus en medio líquido. 

Un fenómeno similar ha sido descrito por Lorian (8) que define como-
concentración mínima antibiótica (CMA) a la menor concentración de anti­
biótico capaz de producir una reducción significativa en las UV/ml de culti­
vo, aunque en éste aparezca crecimiento. La CMA es siempre menor o igual: 
que la concentración mínima inhibitoria (CMI) y da lugar a alteraciones 
morfológicas y posiblemente bioquímicas de las células, observadas al mi­
croscopio electrónico. 

En el sobrenadante obtenido después de cultivar durante 24 h Pseudomo­
nas aeruginosa, habiendo añadido los nutrientes agotados, se obtenía un* 
crecimiento en medio líquido idéntico al del cultivo patrón, con una tasa 
de crecimiento de 0,42 h~\ El crecimiento en medio sólido también presenta 
una inhibición en los recuentos celulares realizados cada hora, aunque en-
este caso la inhibición es menor, llegándose a alcanzar hasta 93 x 10® U V / 
mi de Staphylococcus aureus. Esto nos indica que los productos se han de­
gradado o bien han sido reutihzados. 

En el crecimiento logrado cuando se cultiva Staphylococcus aureus en el" 
sobrenadante obtenido de un cultivo de 48 h de Pseudomonas aeruginosa,. 
podemos observar cómo los recuentos realizados cada hora coinciden cort-
los valores patrón. 

El crecimiento de Pseudomonas aeruginosa en el sobrenadante de Sta­
phylococcus aureus nos da unos datos idénticos a los del cultivo patrón^, 
confirmándonos que nuestro medio fuertemente tamponado no da lugar à 
la aparición de los fenómenos inhibitorios que se han mencionado anterior­
mente. 
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Productos extra celular es 

Cuando a una suspensión de Staphylococcus aureus añadimos los pro-
'ductos extracelulares obtenidos del sobrenadante de Pseudomonas aerugi­
nosa por la técnica de Zyskind, observamos una rápida reducción de la tur-
bidez. Esto confirma que el sobrenadante contiene sustancias con actividad 
lítica frente a S. aureus diferentes de las piocinas, que sólo actúan frente 
a bacterias relacionadas (6) y de la piocianina que no actúa como factor 
litico (3). 

DISCUSIÓN 

Los resultados presentados en este trabajo aportan mía serie de datos 
-para el mejor conocimiento del comportamiento de las poblaciones de Sta­
phylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa cuando crecen juntos en un 
medio de cultivo semisintético. 

En el cultivo mixto de Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa 
en medio SNI, se establecen interacciones entre ambos microorganismos, 
con efectos negativos para S. aureus e indiferentes para P. aeruginosa. Se 
demuestra la importancia de la proporción de los inóculos, en la inhibición 
de S. aureus en el cultivo mixto : con inóculos iguales o mayores de P. 
aeruginosa queda totalmente inhibido y sólo cuando las concentraciones 
^on menores se aprecia crecimiento de KS. aureus. Los recuentos de P. aeru­
ginosa en todos los casos de cultivo mixto, independientemente del inoculo, 
alcanzan valores idénticos a los del cultivo patrón. 

La inhibición que aparece en los recuentos celulares de Staphylococcus 
aureus cuando crece en el sobrenadante de Pseudomonas aeruginosa varía 
según el tiempo de crecimiento de esta especie, siendo mayor dicha inhibi­
ción cuando el sobrenadante procede de un cultivo que sólo se ha desarro­
llado hasta el comienzo de la fase estacionaria máxima, lo que parece indicar 
-que los productos solubles vertidos al medio por P. aeruginosa se producen 
durante la fase exponencial, siendo posteriormente degradados o reutili-
^ados y actúan sobre .9. aureus, en mayor o menor grado dependiendo de 
-su concentración, pudiendo llegar a producir la lisis de las células. 
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ESTUDIO DE LA FLORA BACTERIANA Y LEVADURAS 
DE DOS LIGNITOS ESPAÑOLES 

P. CHAVARR]A v C RüIZ-ALARES 

RESUMEN 

Se aislan e identifican cepas de bacterias y levaduras a partir de dos mués-
Iras de carbón de la cuenca de Teruel y de un abono orgánico comercial 
xDbtenido a partir de carbón. 

SUMMARY 

A study about two Spanish coals microflora (bacteria and yeasts) 

Pure cultures of yeasts and bacteria were obtained and identified from 
Iwo coal samples and one humic commercial fertilizer. 

INTRODUCCIÓN 

Desde finales del siglo pasado (21, 22) se han realizado investigaciones 
-sobre la posibilidad de que determinados microorganismos fuesen capaces 
d̂e utilizar el carbón como fuente de carbono. Los primeros intentos efectua­
dos en este tema (10, 27), al introducir fuentes de error en los tratamientos, 
dieron unos resultados positivos que no pudieron considerarse dignos de 
confianza y fueron rebatidos. De ciertos trabajos de Fischer y Fuchs (8) se 
pudo deducir con alguna seguridad que existía un crecimiento muy lento de 
un Pénicillium a expensas del carbón en presencia de sales minerales. Pos­

teriormente, se llevaron a cabo investigaciones rigurosas (23, 24) y se obser­
varon crecimientos positivos de hongos tipo Penicillimn y Trich o derma y de 
Actinomicetos en lignitos cuando había sales minerales y fuentes solubles 
de nitrógeno en el medio. 

Asimismo, se han cultivado bacterias tipo Azotobacter (28) y de los géne-
Tos Bacillus y Pseudomonas, entre otros (19), en extractos acuosos de car-

M l c r o b i o l . E s p a . , 35 (1982), i ' í . 
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bones (26) y productos de oxidación de los mismos, así como en ácidos hú­
micos (6, 9), bitúmenes (2, 29), extractos ácidos de nitración de antracitas^ 
turbas (31), etc. 

El estudio del ataque o crecimiento de microorganismos en el carbón tiene 
como fines primordiales los siguientes : obtención de proteina microbiana,, 
aislamiento de sustancias antisépticas, conseguir un mejor conocimiento del 
origen del carbón, lograr la licuefacción del carbón en condiciones menos-
drásticas que las empleadas en los procedimientos químicos convenciona­
les (18, 20), etc. 

Todavía es dudoso, tanto la existencia de un ataque de los microorganis­
mos a los carbones, quizás por su estructura físico-química, insolubilidad^ 
impedimento estérico, presencia de antibióticos, etc., como el que la microflora 
encontrada en ellos sea indígena (13). 

En el Instituto de Carboquímica se comenzó a trabajar sobre la microflo­
ra de carbones españoles con el objetivo final de obtener del carbón por 
medios microbiológicos proteína celular y/o productos que pudieran apro­
vecharse como fertilizantes orgánicos. Estos últimos se suponía que po­
drían obtenerse por oxidación del carbón, actuando como agentes oxidan­
tes microorganismos descritos ya como tales y/o los aislados de los propios 
carbones. Los productos resultantes de la oxidación serían en gran parte, 
como ocurre en los procesos de oxidación por vía química, sustancias hú­
micas, cuya acción beneficiosa como mejoradoras y fertilizantes de suelos-
es sobradamente conocida (14, 17). 

Se comenzó por el aislamiento e identificación de los posibles microorga­
nismos : levaduras y bacterias presentes en lignitos españoles y en un ferti­
lizante orgánico comercial fabricado a partir de carbón. Los mohos no se-
consideran en principio por presentar su estudio y manipulación problemas 
difíciles de superar. 

Dada la índole de microbiología aplicada del trabajo tampoco se ha en­
trado en la polémica del posible carácter autóctono de las cepas aisladas. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Muestras analizadas 

Un carbón procedente de la cuenca de Utrillas (Teruel) (II), otro de la 
de Calanda (Teruel) (I) y un abono orgánico comercial obtenido a partir de 
carbón (Mo 80). En el cuadro 1 se expresan sus características principales. 
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Muestra 

H 
I 
M 

Cuadro 1 

Humedad 

8,67 
25,00 
22,6H 

. Análisis de las muestras utilizadas 

Cenizas Volátiles C H N 

33,08 25,39 40,85 4,11 0,79 
12,94 30,29 44,19 5,73 0,57 
10,87 35,63 39,82 3,26 4,30 

S 

1,94 
3,75 
0.55 

Las muestras no fueron tomadas en condiciones estériles y estaban pre­
paradas previamente para efectuar en las mismas los análisis correspondien­
tes ( 0 part. < 0,25 mm y estabilizadas al aire). 

Medios de aislamiento 

La complejidad del substrato hizo necesario utilizar medios específicos^ 
para el aislamiento de los distintos microorganismos existentes en los car-^ 
bones, adoptándose los a, b, d y e descritos por Jaschhof y Schwartz (12) y: 
el plate count agar (11). 

Aislam^ientos 

Se siguieron las técnicas de expansión y agotamiento en placa. Como" 
inoculo se emplearon suspensiones 1/100 de carbón en agua estéril. 

Las placas sembradas se incubaron a 28 °C durante 48 h. 

Obtención de cultivos puros 

Las colonias se seleccionaron, según su morfología, por observación em 
lupa estereoscópica, de modo que en la colección estuvieran representadas 
las diferentes especies según su abundancia en las placas. 

La conservación de los cultivos se realizó en el mismo medio en que se 
aislaron. La nomenclatura de las cepas se estableció: la primera letra indica 
la muestra de carbón de la que proceden y si proviene de una contaminación 
se utiliza la letra c ; la segunda, el medio en que se han aislado, y el dígito y. 
el número de orden que ocupan en la selección proporcional. 
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ESTUDIO TAXONÓMICO 

Se realizaron las necesarias pruebas morfológicas y fisiológicas. 
En el estudio morfológico se consideraron los caracteres macro y micros­

cópicos (cuadros 2-3). Se realizaron tinciones Gram y de esporas. 

Cuadro 2 

Colonia Características microscópicas 

Ha5 

Hbl 
Hb2 
« b 3 

.Hb4 

Ha3 
Mai 

Ma6 

A ~ 2 * 

Me7 
Me9 
MelO 

-cd4* 
.cd5* 
-cd6* 
cd7* 

B - i * 
B-2* 

•C-2* 

D ~ 2 * 

ild9 

IdlO 

H a l l 

Hal2 

Rosa, brillante, opaca, abultada, puptual 

Blanco hueso, 2— 4 mm 

Como corona seca o forma volcánica rugosa, 1 mm 0 

Amarillo pálido, redonda, abultada, brillante, borde liso, 1 - 1,5 n m 0 . 

Amarillenta, irregular, alzada, 1 mm 0 

Amarillenta, irregular, alzada, 2 mm 0 

Abultada, brillante, transparente, borde liso, convexa, 0,5 — 2 mm O 

Crema, plana, extendida, brillante, 1— 2 mm 0 

Blanco hueso, plana, borde ondulado, 2—3 mm 0 

Hueso, alzada, brillante, redonda, 1,5 — 2 mm 0 

Brillante, plana, rosacea, borde ondulado, 2 mm 0 

Brillante, plana, crema, borde ondulado, 2 mm 0 

Rosa, redonda, abombada, borde liso, 1,5 mm 0 

Redonda, blanda, blanca, borde ligeramente lobulado, 2—3 mm 0 

Las pruebas fisiológicas se llevaron a cabo siguiendo el criterio y especi­
ficaciones del Bergey's Manual (3), de Harrigan y McCance (II), Sker-
man (30) y Difco Manual (7), para las bacterias. Por lo que respecta a las 



Estudio de la flora bacteriana y levaduras de dos lignitos españoles 47 

levaduras se siguieron las técnicas recomendadas por Lodder (16) y Ca-
jpriotti (5). 

Si en algún momento se reseñan pruebas según otros autores, se da la 
cita bibliog'ráfica a continuación. 

Las cepas marcadas con asterisco han sido aisladas como contaminacio 
mes de cultivos de levaduras del género Candida en medio que contenía 
carbón como principal fuente de carbono. Se aislaron ante la posibilidad de 
<jue al crecer en tal medio fuesen capaces de provocar alguna transforma­
ción en el carbón o sustancias derivadas. 

Al microscopio se pudieron apreciar las características morfológicas que 
Teco ge el cuadro 3. 

Cuadro 3 

Colonia 

« a 5 

H b l 
« b 2 
Hb3 

Hb4 

^Ha3 
HSLA 

lMa6 

Me? 
Me9 
MelO 

"Cd4 
cd5 
x;d6 
^dl 

B - 1 
8 - 2 
• C - 2 

D-2 

A-2 

Id9 
H a l l 

IdlO 
ü a l l 

Características microscópicas 

Formas bacilares terminadas en forma de porra 

Formas bacilares gruesas, aisladas o en parejas, con formas triangulares, solas, en 
parejas y corpúsculos réfringentes diminutos 

Bacilos finos, profusión de esporas sueltas, algunas dentro, centrales, terminales, 
1,7 X 0,6 |i 

Cocos aislados, parejas, cadenas 

Cocos 

bacilos jesporulados, cadenas, flexuosos, finos, tenues, 4,5 X 0,8 \L 

Bacilos gruesos, largos, esporulados, aislados, cadenas, 4,6 X 1,2 ^ 

Bacilos esporulados, 4 X 1,2 |J>. 

Cocobacilos, aislados, parejas 

Cocos, parejas 

Levaduras esféricas, tamaño medio, en parejas o grupos multigemantes, con gra-
nulillos de grasa, propio de las rhodotorulas 

Levaduras elípticas, forma de saco, aisladas, alguna pareja 
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Tinción 

Gram 
Esporas 

Ha5 

± 
Nt 

Cuadro 4-

Hbl 
Hb2 
Hb3 

Hb4 

_ -r 
Nt + 

Tinciones Gram y de 

Ha3 
Ha4 

Ma6 
Me7 
Me9 
MelO 

-+- + -
- - + 

esporas 

cd4 

cd5 
cd6 

' cd7 

B ~ l 
B - 2 

+ + 
+ + 

C - 2 

+ 
-f 

A - 2 

+ 
— 

Nt = prueba no realizada. 

Cuadro 5. Estudio fisiológico de las 
cepas Had, Hbl, Hh2 y Hb3 

Prueba 

Utilización malonato 
Fenilalanina 
Fosfatasa 

NaCi 5 o/o 
Eojo de metilo 

Klieger 
SHg 
glucosa 
lactosa 

Fermentación de 

xilosa 
sacarosa 
lactosa 
maltosa 
sorbitol 
inositol 

Indol 
Pigmentos 
Movilidad 
Catalasa 
Oxidasa 
Utilización citrato (Kosser) 
Reducción nitratos (Griess) 
Acido de manitol 
Hidrólisis almidón 
Voges-Proskauer (Mod. Barrit) 
65° 

50° 

Ha5 

— 
_ 
«_ 
— 
~ 

W 

— 
-
— 

I 
— 
— 
— 
H 

(+) 
+ 
+ 
— 
— 
— 

+ 
— 

— 

Hbl 
Hb2 
Hb3 

— 
^ 
-^ 
— 
— 
+ 
-4-

~ 
+ 
— 

+ 
__ 
— 
— 

+ 
+ 
— 
— 
— 
+ 
+ 
— . , 

+ 

W = débil. R = rosa. ( + ) = dudosa. 
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Cuadro 

Prueba 

Acido de 

glucosa 
arabinosa 
xilosa 
nianitol 

Acetoina 
NaCl 7 % 
Sabouraud 
dextrosa 

caldo 
agar 

Alcali de citratos 

Hidrólisis de 

coseína 
gelatina 
almidón 

hipurato (25) 
Movilidad 
Nitratos a nitritos (Griess) 
Fenilalanina 
Dihidroxiacetona 
Esporas 1 
(según 1 
Wirtz) 

forma 

6. Pruebas fisiológi 

Hb4 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
— 

+ 
+ 
— 
— 

+ E 

distensión esporangio — 
posición C 

Me7 

+ ° 

+ 

+ 
4 -
— 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
— 

+ 
E 

+ C 

Me9 

+ 

+ 
4 -
— 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
— 

+ E 

+ C 

MelO 

+ " 

+ 
+ 
+ 
— 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ E 

+ C 

cas. 

cd4 

+ 

+ 
+ 
d 

+ 

+ 
+ 

E 

C 

dos lignitos españoles 

Baci 

cd5 

+ 

+ 

+ 
+ 

+ 

+ 
+ 

E 

C 

os (J,) 

cd6 

+ 

+ 

+ 
d 

+ 
+ 

+ 
+ 

E 

C 

cd7 

+ 

+ 
+ 
d 

+ 

+ 
+ 

E 

C 

B - 1 

+ 

+ 
+ 
d 

+ 

+ 
+ 

B - 2 

+ 

d 

+ 
4 -

+ 
+ 

+ 
+ 

E 

C 
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C - 2 

+ 

d 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 

E 

C 

O = rotura medio E = elíptica C = central. 

Cuadro 7. Pruebas fisiológicas. Cocos 

Prueba Ma6 A - 2 Ha3 D - 2 Ha4 cd2 cd3 

Acido de glucosa (1) 
aerobico (1) 

anaerobico (1) 
Fosfatasa (1) 
Acetoina (1) 

Acido de 

arabinosa (1) 
lactosa (1) 
maltosa (1) 
xilosa (1) 
manitol (1) 

NHg de arginina 
indol (Ehrlich-Bohme's) 
Nitratos ( Griess) 

— 
— 
-_ 

— 
, _ 

— 
• — 

+ 
— 
•— 
— 
— 

— 
— 
_ 
^ 
— 
— 

__ 

+ 
— 
— 

+ 

+ 
+ 
— 

+ 
— 
^ 

_ 
_-
— 
_ . . 

— 

+ 

+ 
+ 
_ 

+ 
— 

+ 
__ 

+ 
— 

+ 

+ 
+ 
-

+ 
— 
~ 
— 
— 
^ 

+ 
— 

+ 



Cuadro S. Pruebas fisiológicas. Levaduras 

Fermentación 
Escisión de ar 

Asimilación 
de 

Fluidización d 
Hidrólisis del 

butina 
glucosa 
galactosa 
maltosa 
sacarosa 
lactosa 
inositol 
melibiosa 
ramnosa 
trealosa 
eritritol 
manitol 
xilosa 
celobiosa 

salicina 
melecitosa 
rafinosa 
nitratos 

e gelatina 
amídón 

Id9 

— 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
— 
— 
— 
— 
+ 
— 
-
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
— 
— 
— 

IdlO 

+ 
+ 
— 
— 
— 
— 
— 
— 
— 
— 
+ 
+ 
— 
+ 
+ 
— 
— 
— 
+ 

Hall 

+ 
-U 

+ 
+ 
+ 
— 
— 
— 
— 
+ 
— 
— 
+ 
+ 
+ 
— 
+ 
— 
_ 
— 

Hal2 

+ 
+ 
-
— 
— 
— 
_ 
— 
— 
_ 
+ 

^> ' 
— 
4-
+ 
_. 
— 
— 
+ 
— 

Cuadro 9 o 

Cepa 

Hb4 

Me7 
Me9 
Me 10 

cd4 
cd5 
cd6 
cd7 
B - 1 
B - 2 
C - 2 

Ma6 
A - 2 

Ha3 
D ~ 2 

Ha4 

Hbl 
Hb2 
Hb3 

Ha5 

Id9 
H a l l 

IdlO 
Hal2 

Especie 

Bac il lu s pu m ilu s 

B. polymyxa 

B cereus 

Micrococcus Cohn 7 

Staphylococcus Rosenbach VI 

Staphylococcus Rosenbach IV 

Metallogenium personatum 

Corynebacterium no patógeno 

Rhodoiorula rubra 

Candida lipolytic a var. deformans 

n 
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Los resultados de las tinciones Gram y de esporas se resumen en el 
cuadro Jf. 

ESTUDIO FISIOLÓGICO 

Tomando como base el estudio morfológico efectuado se verificaron las 
pruebas fisiológicas indicadas en los cuadros 5-8. 

Del estudio de las pruebas morfológicas y fisiológicas se han clasificado 
las cepas aisladas como se indica en el cuadro 9. 
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IMPORTANCIA DE STREPTOMYCES DENTRO DE LOS ORGA­
NISMOS PROCARIÓTICOS 

Los organismos incluidos dentro del género Streptomyces son bacterias 
•que presentan una serie de características notables, como son la de poseer 
un ciclo de vida en el que existen verdaderos procesos de diferenciación 
-celular, ser productores de, prácticamente, el 60 % de los 5.000 antibióticos 
conocidos (3) y participar activamente en los ciclos geoquímicos al ser uno 
de los géneros más directamente implicados en la humificación de la materia 
orgánica. 

.Microbiol. Bspañ., 35 (1982), 53. 
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El ciclo de vida de un Streptomyces tipo comienza con la germinaciórfe. 
de una espora, la cual colocada en condiciones adecuadas sufre una serie de 
cambios morfológicos y fisiológicos que desembocan en la emisión de un 
tubo germinativo (21). Este tubo crece y origina hifas septadas que se 
ramifican y que en el caso de encontrarse sobre un substrato sólido, tienden, 
a introducirse en él, o bien se agregan y forman «bolas» de micelio si el 
cultivo se hace en medio liquido. Este conjunto de hifas recibe el nombre 
de micelio vegetativo o substrato y su función es eminentemente asimila-
toria, constituyendo una adaptación notable al crecimiento sobre medios, 
sólidos de difícil degradación (18). 

En el caso de cultivos creciendo en medio sólido, se van a desarrollar-
sobre el micelio substrato una serie de hifas perpendiculares a él, cuyo con­
junto constituye el micelio aéreo. Sobre éste se formarán esporas en cade­
nas por septación de las hifas aéreas (20). El micelio aéreo representa una 
de las adaptaciones a la sequedad más notable de entre los organismos pro-
carióticos y constituye un caso interesante de convergencia evolutiva entre 
estas bacterias y los mohos, los cuales, al ocupar prácticamente los mismos-
nichos ecológicos que los Streptomyces, han recurrido a soluciones adapta-
tivas semejantes. 

El proceso de esporulación o la detención del crecimiento vegetativo en' 
los cultivos crecidos en medio liquido, supone un cambio total de la actividad 
biosintética de Streptomyces, de modo que estas circunstancias parecen ac­
tuar como señales activadoras del metabolismo secundario del microorganis­
mo, que empieza a sintetizar, y en muchos casos excretar, metabolitos, de 
los que algunos presentan interés industrial. La amplitud de su metabo­
lismo secundario se manifiesta no sólo por la enorme cantidad de diferentes 
antibióticos y otras sustancias de interés que el microorganismo produce como' 
género, sino, sobre todo, por la capacidad de una cepa determinada de pro­
ducir varios antibióticos no relacionados estructuralmente, así como la de 
producir una serie de sustancias similares, pero con pequeñas variaciones 
entre sí, cuyo conjunto constituye una «familia de compuestos». 

Con respecto a la importancia ecológica de Streptom^yces en la degrada­
ción de la materia orgánica, ya quedó apuntada su adaptación a la fijación 
y crecimiento sobre medios sólidos, a la que se une la posibilidad de biosin-
fetizar un impresionante conjunto de exoenzimas hidrolíticas que incluyen-
proteasas, amilasas, lipasas y nucleasas. Un dato anecdótico sumamente gra­
fito, relativo a la abundancia de los estreptomicetos en el suelo, es que el olor 
típico de la tierra húmeda se debe a la excreción por estos microorganismos 
de una sustancia volátil denominada geosmina (19). 
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VENTAJAS DE UN SISTEMA DE CLONACIÓN EN STREPTOMYCES-

De las características de Streptomyces señaladas anteriormente, se dedu­
ce la importancia que tiene la manipulación genética de los organismos de 
este género, ya que puede facilitar una mejor comprensión de los mecanis­
mos moleculares que conducen a su diferenciación celular y a la vez, per­
mitir el desarrollo de proyectos de mejora de cepas productoras de metabo-
litos de interés aplicado. Afortunadamente, prácticamente todos los métodos-
clásicos utilizados en el análisis genético de los procariontes están desarro­
llados en Streptomyces ; asi, es fácil obtener mutantes por tratamiento de 
las esporas, que son uninucleadas, con agentes físicos o químicos (26). Por 
otro lado, el intercambio de ADN entre cepas distintas se puede llevar a cabo» 
mediante varios procesos, como conjugación mediada por plásmidos (26) y 
transducción mediante bacteriófagos (46). En los últimos años se han desa­
rrollado además métodos de fusión de protoplastos en presencia de polieti-
lenglicol (28) y de transformación de protoplastos con ADN cromosómico-
incluido en liposomas (36). 

Por otra parte, la revolución que para el análisis genético supuso la uti­
lización de la metodología de ADN recombinante, hizo plantearse la posi­
bilidad de desarrollar en Streptomyces un sistema similar al introducido 
inicialmente en Escherichia coli. Este sistema podría ofrecer ventajas evi­
dentes, puesto que podría hacer susceptibles de análisis y manipulación a 
cepas resistentes a los procesos clásicos de intercambio de ADN y a la veẑ ^ 
potencialmente, podría ser un mecanismo de incremento de producción de 
sustancias de interés, mediante la clonación de genes clave de rutas biosin-
téticas en plásmidos multicopia o colocando los genes clonados bajo el con­
trol de promotores eficientes. Se podría incluso dar origen a la biosíntesis 
de antibióticos modificados, de forma que adquirieran nuevas propiedades 
de interés. 

Ahora bien, el desarrollo de un sistema de clonación tiene varias exigen­
cias ; en primer lugar, requiere de la existencia de replicones autónomos de^ 
pequeño tamaño, típicamente plásmidos o bacteriófagos, que actúen como 
vectores de ADN heterólogo que pretendemos clonar, y que lo perpetúen 
en la célula receptora como pa4*te de sí mismos. Estos replicones han de 
cumplir una serie de requisitos, como son poseer lugares de restricción para 
alguna endonucleasa específica, únicamente en zonas no esenciales para su^ 
viabilidad, y codificar alguna propiedad por la que sea posible la selección 
de las células que los han adquirido. Es, por otra parte, deseable que el vec-
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itor tenga lugares únicos de restricción en algún gen con expresión fenotí-
pica evidente, para que la inserción de un fragmento de ADN en ese punto, 
~al interrumpir la continuidad del gen, anule dicha expresión y asi podamos 
seleccionar entre los clones que han adquirido el replicón, aquellos que po­
seen una inserción de ADN heterólogo. 

Otra exigencia de un sistema de clonación es la permeabilización de las 
células huésped, de modo que el vector pueda ser introducido de forma efi­
ciente en el citoplasma celular mediante un proceso de transformación, que 
«en el caso especializado de un vector bacteriofágico recibe el nombre de 
transfección. 

SISTEMAS DE TRANSFORMACION-TRANSFECCION 
EN STREPTOMYCES 

Aunque en algunas especies de Streptomyces es posible alcanzar un grado 
notable de competencia en células en fase exponencial tardía (33, 41), la ma­
yoría de los experimentos de incorporación de ADN se han realizado con 
protoplastos. Históricamente, el primero en utilizarlos fue Okanishi (36), 

-que empleó Streptomyces kanmnyceticus como receptor de ADN del bacte­
riófago PK-66 en un proceso cuya eficiencia no puede ser cuantificada, por 
haber continuado la incubación en medio líquido de los protoplastos trans-
fectados, durante un período muy largo de tiempo. 

Actualmente, los métodos usados en transformación (6) y en transfec­
ción (34, 47), permiten la detección individualizada de los protoplastos que 

"han incorporado ADN exógeno, puesto que inmediatamente después de com­
pletado el proceso se siembran en medio sólido de regeneración, en el cual 

-aparcerán como colonias que han adquirido las propiedades codificadas por 
el plásmido en el primer caso, o como placas de lisis en el segundo (en este 
segundo caso los protoplastos se incluyen en una capa de agar semisólido, 
según el procedimiento usual de cultivo de virus). Esto implica que en el 

-caso de la transformación es necesaria la regeneración de los protoplastos , 
sin embargo, la transfección puede ser realizada incluso con cepas incapa­
ces de regenerar, puesto que, a los medios sólidos en que se siembran los 
protoplastos, pueden añadirse también esporas de una cepa indicadora, sen­
sibles al bacteriófago cuyo ADN se utilizó en la transfección, de manera 

-que la progenie vírica que se origina a partir del protoplasto transfectado 
-pueda seguir su desarrollo y producir placas de lisis visibles. 

Los métodos de transformación y transfección son muy similares. En am-



ClonaciófL molecular en Streptomyces 57 

l)os casos se utiliza polietilenglicol como mediador de la incorporación de 
ADN a los protoplastos, existiendo proporcionalidad directa entre la canti­
dad de ADN utilizada y el número de transformantes-transfectantes que se 
obtienen. Esto indica que, al menos en las cepas ensayadas, las nucleasas 
intracitoplasmáticas no suponen una barrera efectiva a la penetración de 
ADN exógeno. Esta proporcionalidad se observa incluso a concentraciones 
muy altas de ADN en transformación y en algunas combinaciones proto-
plasto-ADN bacteriofágico en transfección ; sin embargo, en otras se al­
canza una saturación del sistema, y así el incremento de la concentración de 
ADN bacteriofágico no se corresponde con un aumento en el número de 
transfectantes, de modo que parece existir, en estos casos, una subpoblación 
de protoplastos competentes, mientras el resto sería resistente a la infección 

-por ADN exógeno (figura 1) (47, 49). 
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Figura 1. Diferente efecto de la concentración de ADN bacteriofágico sobre la fre­
cuencia de transfección en función del sistema ADN/protoplasto. a) ADN del bacte­
riófago VP o con protoplastos de S. coelicolor. b) ADN de 0C SI con protoplastos 

de S. lividans 66 (4^) 

La incorporación de ADN por los protoplastos es un proceso muy rápido 
K|ue se completa en menos de un minuto, existe competencia para la pene­
tración por ADN heterólogo, es dependiente de la concentración de iones 
•bivalentes del medio y es efectiva tanto con ADN lineal como con ADN 
s circular abierto o superenrollado (47). 

Tanto en la transformación como en la transfección es importante el 
-estado fisiológico de las células de que proceden los protoplastos. Así, hay 
cepas, como Streptomyces lividans 66, cuyos protoplastos son competentes 
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casi independientemente del estado de las células de que se originaron, aun­
que parece existir un máximo de competencia si las células están en fase-
logaritmica tardía (50). En otros casos, como en S. parvulus, sólo se ob­
serva transfección cuando los protoplastos proceden de cultivos muy jóve­
nes, y lo mismo ocurre con S. albus G, tanto en transfección como en trans­
formación (49). 

Las frecuencias típicas son de alrededor de 1,6 • 10~^ transformantes/mo­
lécula de ADN del plásmido SLP 1.2 (véase sección siguiente) y de 2 • 10~ "̂ 
transfectantes/molécula de ADN del bacteriófago 0C 31 (sistemas en que-
no se ha observado saturación por la concentración de ADN) (25, 49). Estas-
frecuencias, aunque son suficientes para muchos experimentos de clonación,, 
son sin embargo relativamente bajas para experimentos en que se requiera 
la clonación de genes a partir del ADN total de un organismo (shot-gun 
cloning), sobre todo en el caso de que el vector sea bacteriofágico. P o r 
ello, se ha desarrollado una técnica en la que se emplean liposomas vacíos 
de pequeño tamaño como «transportadores» de ADN. De este modo, eii' 
condiciones óptimas, utilizando liposomas cargados positivamente con es-
tearilamina, se obtienen frecuencias de transfección de 2 • 10~^ transfectan­
tes/molécula de ADN de 0 C 31 y de 3 • 10~^ transformantes/molécula de 
SLP 1.2. El hecho de que la concentración óptima de polietilenglicol en este 
proceso (60 %) coincida con la encontrada en la fusión de protoplastos (28)-
parece indicar que las interacciones membrana-membrana juegan un papel 
importante en la estimulación (40). 

V E H Í C U L O S DE CLONACIÓN EN STREPTOMYCES 

Como dijimos anteriormente, un vehículo de clonación debe ser una m o ­
lécula de ADN pequeña, capaz de autorreplicarse autónomamente en el cito­
plasma de la célula huésped ; por tanto, las moléculas utilizables como vec­
tores son plásmidos, bacteriófagos o híbridos de ellos. Así pues, en los si­
guientes apartados nos referiremos a las características de los plásmidos y 
los bacteriófagos de Streptomyces que han sido, o que pueden ser usados^-
en un futuro próximo como vectores, así como de las modificaciones de su-
información genética, introducidas habitualmente por manipulación in vitro^, 
para ampliar su utilidad. 
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Vehículos de clonación plasmídicos 

En los últimos años han aparecido multitud de artículos comunicando el 
'descubrimiento y caracterización de plásmidos en diferentes especies del gé 
ñero Streptomyces (1, 23, 32, 38). Se han adscrito funciones a algunos de 
estos plásmidos y además se han sugerido como plasmidicas una serie de fun-
-ciones más o menos inestables, con capacidad de reversión extraordinaria­
mente baja o inexistente, como serían la producción y/o resistencia a algunos 

-antibióticos, la capacidad de producción de pigmentos y enzimas exocelula-
res y también funciones de diferenciación (11, 24). 

Sin embargo, hasta el momento actual, los únicos plásmidos que han sido 
empleados en clonación o en la construcción de vectores, son los capaces de 

xeplicarse en Streptomyces coelicolor A 3 (2) o en cepas relacionadas con él, 
como S. lividans 66. Este interés se deriva del hecho de que existe un buen 
conocimiento de la genética de este organismo (16, 26) y existen multitud 
de mutantes en propiedades importantes, que podrían ser utilizados como 
receptores para posibles genes clonados, de modo que fuesen fácilmente iden-
tificables y en los que se podrían estudiar sus funciones. 

Dentro de estos plásmidos, nos referiremos aquí especialmente a tres, 
SCP 2, SLP 1.2, pIJ 101 y a sus derivados. 

Todos ellos son plásmidos conjugativos que presentan una propiedad co­
mún denominada «zigosis letal» (4), por su similaridad con el fenómeno de 
igual nombre observado en Escherichia coli (45). En este proceso, las colo­
nias portadoras de plásmido, crecidas sobre un césped de la misma cepa 
carente de él, provocan en ésta un retraso en el crecimiento, de modo que 
•alrededor de aquellas colonias aparecen zonas de inhibición, facilitando de 
este modo la selección de las cepas que contienen el plásmido. Esta propie­
dad es importante en clonación, puesto que permite seleccionar aquellas cé­
lulas que han adquirido el vector por transformación, del resto del cultivo. 
Ahora bien, estos plásmidos no poseen ninguna otra propiedad selecciona-
ble, por lo que los primeros experimentos de clonación llevados a cabo con 
ellos, fueron precisamente para introducirles nuevas marcas seleccionables 
•y así hacerlos más útiles como vectores. 

1) Plásmidos del grupo SLP 1 

Esta serie de plásmidos fue descubierta como consecuencia de cruces in-
terespecíficos entre Streptomyces coelicolor y S. lividans 66, al observarse 
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que las colonias de 6̂ . lividans de la progenie expresaban el fenotipo zigosis 
letal cuando crecían sobre S. lividans 66. Aunque en un principio se pense­
que estos plásmidos eran originarios de S. lividans (de ahí su denominación)^ 
hoy está claro que su origen es S. coelicolor^ en el cual están integrados 
en su cromosoma de forma estable (7). El análisis de clones distintos, que 
originaban zonas de inhibición distintas entre sí, reveló que existía toda 
una serie de plásmidos de tamaños diferentes, aunque todos ellos con una 
porción común, de modo que cada plásmido incluía en su ADN la totalidad 
del ADN de los plásmidos de tamaño inferior al suyo. A esta «familia» de 
plásmidos se la denominó SLP 1.1, SLP 1.2, y así sucesivamente. Por ob­
tención de mutantes incapaces de inducir zigosis letal en S. lividans 66, se 
pudo demostrar que SLP 1 está normalmente integrado en el cromosoma, 
de S. coelicolor, de donde se puede liberar llevándose porciones variables dé­
las secuencias cromosómicas adyacentes, que por definición son innecesarias 
para la viabilidad del plásmido, de modo que los lugares de restricción exis-^ 
tentes en estos fragmentos podrían ser utilizados en clonación. 

Por esta razón, aunque los plásmidos tienen un rango de huésped muj 
restringido (25), se escogió el miembro mayor de la familia, SLP 1.2 (figu­
ra 2), como posible vehículo de clonación, puesto que presenta un solo lugar 
de restricción para Bam HI y tres para Pst I, todos ellos localizados en eí 
fragmento cromosómico. Este plásmido fue usado por Thompson y colabo­
radores (52) para clonar en él resistencias a neomicina, mediadas por una 
acetiltransferasa y por una fosfotransferasa presentes en Streptoínyces fra-
diae y también la resistencia a la tioestreptona, mediada por una metilasa 
de las pentonas de ARN ribosómico, procedente de S. azur eus. Posterior­
mente, los mismos autores clonaron también la resistencia a viomicina de 
S. vinaceus (50-51, 53). Gracias a estos experimentos fue posible obtener 
nuevos vectores de clonación, como pIJ 41 (figura 3) que además de po­
seer todas las secuencias de ADN procedentes de SLP 1.2 que codifican 
para replicación del plásmido, como estabilidad, transmisibilidad y capacidad 
de originar zigosis letal, lleva los genes de resistencia a neomicina y tioes­
treptona que pueden ser usados como agentes selectores de las células que 
han sido transformadas. Por otro lado, este.plásmido posee un solo lugar 
de restricción por Bam HI , que se encuentra en el gen de resistencia a la 
neomicina, de modo que si se utiliza ese lugar en clonación, es posible selec­
cionar aquellas células que han adquirido el plásmido (son resistentes a tioes­
treptona) con una inserción (son sensibles a neomicina, al haberse roto la 
continuidad del gen responsable de la resistencia al antibiótico). Además, 
kay multitud de otras enzimas de restricción utilizables para clonación ei? 
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pIJ 41 ; así, Xho I, Splí I, Xba I, Eco R I y Bel I poseen lugares únicos-
de corte en lugares no indispensables ; Sst I, Pst I y Kpn I eliminan frag­
mentos no necesarios, produciéndose además sensibilidad a neomicina er^ 
el caso de las dos primeras enzimas (17, 25). 

Figura 2. Mapa de restricción del plásniido SLP 1.2. 
En trazo fino se representa la porción común a to­
dos los plásinidos de la fam,ilia SLP 1. En trazo 
grueso, el segmento cromosómico, producto de su 

ej^cisión del cromosoma de S. coelicolor 

Otro vector de clonación, derivado de SLP 1.2 y con un interés especiat 
es pIJ 28, que es bifuncional, en el sentido de que es capaz de replicarse-
tanto en Streptomyces como en Escherichia coli. Este vector contiene ade­
más de la secuencia de ADN correspondiente a SLP 1.2, el gen fosfotrans-
ferasa de resistencia a neomicina de S. fradiae (insertado en su lugar Bam 
HI) y el plásmido pBR 322 fusionado por su lugar Bam HI con el sitio 
Bel I del plásmido SLP 1.2 (50). Otros replicones bifuncionales plasmidicos-
de interés, son los obtenidos por Schottel y colaboradores (42), mediante la 
utilización del plásmido SLP 111 (5) que contiene, además de secuencias de-
SLP 1.2, el gen de resistencia a metilenomicina (procedente del plásmido 
SCP 1 de S. coelicolor) (31). En este trabajo se ligó SLP 111 con los plás-
midos de E. coli çACYC 184, que codifica para resistencia al cloranfenicol,. 
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O pACYC 177 que posee un gen de resistencia a kanamicina. Los híbridos, 
.además de replicarse en ambos huéspedes, manifiestan fenotipos de resis-

Figura 3. Mapa de restricción del plásniido pIJ Jfl (17, con 
datos de 50). Los genes de resistencia a viomicina y tio-

estreptona se representan en trazo grueso 

^encia a cloranfenicol o kanamicina en 6̂ . livid<m.s, de modo que así, genes 
de un organismo gram-negativo son expresados en un gram-positivo. 

Estos vectores bifuncionales, que constituyen toda una serie de moléculas 
capaces de replicarse y mantenerse de forma estable, tanto en Streptomyces 
como en Escherichia coli y cuyo primer representante fue el híbrido del bac­
teriófago 0 C 31 con pBR 322 (48, véase más adelante), tienen una serie de 
aplicaciones posibles, como son el estudio de la expresión genética en sis­
temas heterólogos, la clonación de genes en un huésped que podrían resultar 

letales para el otro y la posibilidad de utilizar en ADN de Streptomyces 
la tecnología avanzada existente en E. coli, como la mutagenesis por trans­
posones o la fusión de genes (25). 

^; scp 2 

SCP 2 es un plásmido de aproximadamente 30 Kb, que fue descubierto 
^o r Schrempf (43) en Streptomyces coelicolor A 3 (2). Actúa como un fac-
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tor sexual y confiere el fenotipo de inducción de zigosis letal a las células 
<jue lo poseen (4). El número de copias por genoma es pequeño, entre una 
y cinco, y su rango de huésped es bastante estrecho, estando restringido por 
el momento a S, coelicolor, S. lividans y 6'. parvulus (4, 44). Existe una 
variante genética de este plásmido, SCP 2*, que a pesar de no ser distin­
guible del parental por métodos físicos, presenta un mayor grado de ferti­
lidad y tiene mayor expresión del fenotipo zigosis letal (4). Por esta razón 
se escogió esta variante como posible vehículo de clonación para S. coeli-
color A 3 (2). 

El plásmido (figura Jf.) posee lugares únicos de restricción para Eco R 1 
«e Hind HI que pueden ser utilizados en clonación y además cuatro lugares 
de corte para Pst I y cinco para Bam HI , de modo que el fragmento mayor 
que se obtiene de la restricción en ambos casos, proporciona, una vez ligado 
ê introducido en la célula, plásmidos funcionales aunque inestables (5). 

Figura 4- Mapa de restricción del plásmido SCP 2* (16) 

Como en el plásmido no se había detectado ninguna marca seleccionable 
aparte de la zigosis letal, se le introdujo, mediante clonación de genoma 
total (shot-gun cloning), un gen de resistencia a metilenomicina, que como 
dijimos antes se encuentra en otro plásmido de Streptomyces, que sólo muy 
recientemente ha podido ser aislado (1). Al ser el sistema homólogo se ase­
guraba la expresión de dicho gen (5). Los plásmidos híbridos que se obtu-
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vieron, a partir de colonias resistentes a metilenomicina, poseían los frag­
mentos mayores generados con Bam HI y Pst I y conservaban todas las 
características de SCP 2^, excepto su estabilidad, por lo que se obtenían ren­
dimientos muy bajos de plásmido, lo cual dificultó, de alguna manera, su. 
uso posterior como vectores de clonación. En la actualidad se está traba­
jando activamente en la obtención de vectores nuevos más estables, conte­
niendo el fragmento segundo del mapa con Pst I, que parece codificar para 
alguna función implicada en el mantenimiento del plásmido, junto con una 
o más resistencias a antibióticos (J. S. Feitelson y D. J. Lidiate, resultados-
no publicados). 

S) pIJ 101 y vectores derivados de él 

pIJ 101 {figura 5) es un plásmido pequeño (8,9 Kb), aislado de Strepto-
myces lividans ISP 5434 (27) en un programa de búsqueda de nuevos plás-

. ^/ll/» 

Figura 5. Mapa de restricción del plásmido pIJ 101 
(17, con datos de 30) 

midos con un alto número de copias o de amplio rango de huésped en espe­
cies del grupo de S. violacéoruher, al cual pertenece S. coelicolor A 3 (2). 
Presenta un enorme potencial como vector de clonación, así posee un ranga 



Clonación molecular en Streptomyces 6 5 

de huésped extraordinariamente amplio (13 de 18 cepas, muchas de ellas no 
relacionadas con S. coelicolor, son transformadas eficientemente por este 
plásmido), su número de copias es siempre superior a 50, siendo además un 
plásmido conjugativo, que confiere el fenotipo zigosis letal y que promueve 
recombinación cromosómica con alta frecuencia, tanto en S. lividans 66 coma 
en 6̂ . coelicolor A 3 (2). 

A partir de él se han construido una serie de vectores, de los que la ma­
yoría son no transmisibles para evitar la superinfección de los clones, con­
teniendo genes de resistencia a uno, dos o incluso los tres antibióticos tio­
estreptona, viomicina y neomicina. Estas inserciones han servido además 
para situar el plásmido en el mapa genético, y así se sabe que los genes res­
ponsables de la conjugación ocupan tan sólo 2,1 Kb, siendo probablemente 
menor aún el tamaño mínimo del replicón plasmídico (30). 

También se han construido a partir de él vectores bifuncionales, de los 
que pIJ 361 es un ejemplo notable (figura 6). Este vector posee la totalidad 
de pBR 322 clonado en su sitio Bam HI, por lo que conserva el gen de resis­
tencia a la ampicilina para selección en Escherichia coli ; además posee el 
^en de resistencia a la tioestreptona de Streptomyces azureus para selección 

Figura 6. Mapa de restricción del plásmido pIJ 361 (SO). 
Los segmentos correspondientes a las resistencias a tio­
estreptona y a viomicina se representan con trazo grueso. 
pBR 322 se insertó en el segmento que lleva la resistencia 

a la viomicina aunque sin inactivarla 
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<en Streptomyces y el de resistencia a viomicina (de 5. vinaceus) que se ex­
presa en amibos huéspedes (30, 50). 

Vehículos de clonación bacteriofágicos 

1) Propiedades del bacteriófago 0C 31 relevantes en clonación 

En Streptomyces existen multitud de bacteriófagos, tanto virulentos coma 
temperados, que podrían ser usados potencialmente en la formación de vec­
tores de clonación. 

Sin embargo, prácticamente todo el trabajo realizado en este sentido se 
ha llevado a cabo con 0 C 31, un bacteriófago temperado perteneciente ai 
^rupo dos de la clasificación de Bradley (8), que posee una molécula de 
ADN en cadena doble de 41 Kb y que presenta extremos cohesivos. Muy 
recientemente (29) se ha descrito la utilización de un segundo bacteriófago, 
E. 4, como receptor de ADN extraño. Las características fundamentales de 
la fisiología y genética de 0 C 31 han sido objeto de una revisión reciente (35). 
Las razones de la utilización de 0C 31 se basan en que es un bacteriófago 
con un rango de huésped muy amplio, capaz de lisogeftizar muchas cepas, 
incluyendo ciertos derivados de Streptomyces coelicolor, cuya organización 
génica se conoce bastante bien y sobre todo que es el bacteriófago a partir 
del cual se obtiene una mayor frecuencia de transfección de protoplastos de 
•diferentes Streptom^yces. 

Ahora bien, aunque el bacteriófago presenta una serie de propiedades 
que le hacen atractivo como vector de clonación, su mapa de restricción no 
es ciertamente el más adecuado {figura 7). Así, sqlo una enzima, Xba I, lo 
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Figura 7. Mapa de restricción de 0C 31 (13). Los segmentos con doble línea no 
son esenciales para la formación de placas de lisis 
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corta en un solo lugar y éste se asume que es esencial por su localización 
para la viabilidad del bacteriófago ; otras enzimas usadas normalmente, como 
Bam HI, Pst I, Xho I, Bgl II, Sst I y Pvu II no cortan el ADN del bac­
teriófago, y por último, otra serie de enzimas lo hacen en multitud de luga­
res (14, 15). Por ello, se pensó en introducir en una zona no esencial de la 
molécula de ADN de 0 C 31, algún segmento de ADN extraño que contu­
viese secuencias de reconocimiento para algunas de las enzimas que no la 
cortaban. Así, los únicos lugares de corte de dichas endonucleasas estarían 
en regiones no necesarias para la viabilidad del bacteriófago y serían por 
tanto susceptibles de admitir inserciones. 

La introducción de un nuevo ADN en una molécula de ADN bacteriofá-
gico, presenta el problema de que existen límites en cuanto a la cantidad 
que es empaquetable en la cápsida, siendo común además, que el tamaño de 
la molécula de ADN bacteriofágico esté muy cercana al límite superior de 
empaquetamiento. En el caso de 0 C 31 los límites oscilan entre 36,2 y 42,5 
Kb, aunque la información genética esencial para la viabilidad del bacterió­
fago ocupa sólo 32 Kb, como máximo (13, 22). Como la molécula de ADN 
de 0C 31 tiene un tamaño de 41,18 Kb, el primer paso para la realización 
del experimento enunciado anteriormente fue la obtención de mutantes con 
delecciones, que al poseer menor cantidad de ADN que el tipo silvestre pu­
diesen admitir fragmentos extraños de tamaño apreciable. 

2) Obtención de mutantes con delecciones 

Como ya dijimos, el ADN de 0C 31 presenta extremos cohesivos, esto 
significa que ha de existir una enzima que corte la molécula concatemérica 
formada durante la replicación del virus, en un lugar específico y sólo una 
vez por genoma. En consecuencia, es posible obtener mutantes con delec-
cíones a partir de este bacteriófago. Estos mutantes pueden seleccionarse 
por su mayor resistencia, respecto al tipo silvestre, a la acción combinada 
de agentes quelantes y de temperatut^a (39). Las delecciones que se han 
obtenido con estos tratamientos están localizadas en dos puntos del genoma 
de 0C 31 ; bien en el centro de la molécula, implicando el gen C que codifica 
para el represor y originando por tanto bacteriófagos placa clara (35), o bien 
en el lado derecho de aquélla (en los fragmentos C o F del mapa de restric­
ción con Eco RI). En este último caso se pierde en algunos mutantes la 
capacidad de lisogenizar de forma estable, puesto que la delección compren­
de secuencias en la región att P (12). 
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S) El híbrido 0C 31 :: pBR 322 

Una vez obtenidos los mutantes con delecciones, el paso siguiente era 
obtener un 0 C 31 cuyo ADN poseyera insertadas las secuencias de corte 
de algunas enzimas que no afectasen al ADN original del mismo. Se escogió 
el plásmido de pBR 322 Escherichia coli, porque siendo suficientemente pe­
queño como para ser introducido en el mutante 0 C 31 cts A M A23 poseía 
lugares únicos de corte para Bam HI, Pst I y Pvu II que no cortan el ADN 
de 0 C 31 y, por lo tanto, serian lugares aptos para clonación. Por otro 
lado, era interesante poder analizar el comportamiento de una molécula 
híbrida de estas características, fundamentalmente en cuanto a su utilización 
como vector bifuncional en E. coli y Streptoniyces y también para conocer 
si los genes procedentes de un huésped se expresaban en el otro. 

La inserción de pBR e322 en el ADN de 0 C 31 se realizó in vitro median­
te corte parcial de la molécula bacteriofágica con Eco RI y ligación poste­
rior con el plásmido también restring"ido por la misma enzima. Después de 
realizar la transfección de la mezcla de ligación, se determinaron las placas 
de lisis que contenían pBR 322 mediante hibridación por el método de Ben­
ton y Davis (2) con el propio plásmido marcado radiactivamente. La inser­
ción se realizó únicamente en el punto de corte para Feo RI que separa los 
fragmentos C y F (figura 8 a) (48). 

2J2 3 5 

I I I ' 

5 S •-• • - ^ £3 —íX ^ ac ^ ^ 

^ S. ñ.js J 5 3 3 5:^ '-^ 
X £ Ci CL OLUJ «^ UJ L^ i__L 

2Kb 

g 

5 Sx 
o o c 

^ «̂  «̂^ 

I III 1.1 -] 

lu z X D <i>>«J »^ 

i » ,1 (pi.i I \ 
« « ^ 

X 

h I I 

2i(b 

l¿ I I 1 
I I I t i 

l u X X I.J o . OLS&A S¿ 

• ' I' Il ' I M 
OC OCX o 

2 8 1 
lâJ l u ^ 
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Las propiedades más importantes de esta quimera respecto a su utiliza­
ción como progenitor de vectores de clonación podríamos resumirlas asi : 
Posee lugares únicos de corte para Bam HI y Pst I en lugares no nece­
sarios para la viabilidad del bacteriófago o del plásmido. 
Puede ser introducida por transformación en Escherichia coli, donde se 
comporta como un plásmido multicopia y expresa normalmente las resisten­

cias a tetraciclina y ampicilina de pBR 322. Este plásmido puede ser extraído 
de E. coli y usado para transfectar Streptomyces, en donde se comporta 
como un bacteriófago temperado, sin que se produzcan en éstos cambios 
de huésped, delecciones o reordenaciones de ADN (48-49). 

£1 gen de resistencia a tetraciclina, procedente de pBR 322, presenta un 
bajo nivel de expresión en Streptomyces, de modo que se detecta un aumen­
to de la resistencia en aquellos que son muy sensibles (S. albus F y S. albus 
G), cuando están lisogenizados por la quimera (12). 

Xa quimera es restringida por Streptomyces albus P (49) que posee un 
sistema de restricción. Sal PI, que es un esquizoisómero de Pst I (9, 10). 

0 C 31 cts A M A 23 : : pBR 322 contiene un 3 % más de ADN que el 
bacteriófago silvestre, de modo que aunque es estable, fue muy fácil obtener 

.a partir de él mutantes con delecciones por tratamiento con pirofosfato. Las 
delecciones obtenidas afectaban nuevamente al extremo derecho del mapa 
físico del bacteriófago, de tal modo que en su conjunto definen un segmento 
continuo de unas 8 Kb, no esencial para la formación de placas de lisis, que 
comprende la totalidad del fragmento C y parte del F del mapa de restric­

ción con Eco RL 

-4) Vectores derivados de 0C SI :: pBR 322 

Los mutantes obtenidos a partir de nuestra quimera inicial podríamos 
dividirlos en dos tipos, aquellos cuyas delecciones comprenden parte del plás­
mido pBR 322, además de g'enes bacteriofágicos situados a su derecha y 

'que en principio no serían capaces de replicarse en Escherichia coli y aquellos 
otros que únicamente carecen de genes bacteriofágicos situados a la derecha 
de pBR 322 y por tanto todavía son vectores bifuncionales. Dentro de estos 
últimos, los que presentan delecciones mayores han perdido el segmento 
att P (12), por lo cual son incapaces de integrarse de forma estable en el 

.ADN del Streptomyces huésped. A continuación veremos las características 
'de un representante de cada uno de estos dos tipos. 
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5) Vector 0C 31 : : pDR 322 b. W 12 

Este vector posee una delección de 4,8 Kb que abarca parte de pBR 322 .̂ 
incluyendo el gen de la resistencia a la ampicilina y el sitio Pst I, y genes 
bacteriofágicos situados a su derecha {figura 8 h) (13). Este vector aún con­
serva el sitio att P, por lo que Hsogeniza Streptomyces de forma efectiva. 
y puede ser usado como vector de inserción para Bam' HI . En este lugar 
se clonó el gen de la resistencia a la viomicina, procedente de pIJ 41, de­
modo que el bacteriófago es capaz de transducir dicha resistencia, siendo asu 
posible aislar los lisógenos simplemente por su capacidad de crecimiento en 
presencia del antibiótico (12). Esto posee ventajas en aquellos casos en que 
la capacidad de lisogenización es muy baja, o bien en aquellos otros en que-
se pretende obtener clones sensibles a bacteriófago a partir de cepas resis­
tentes, ya que gracias a la resistencia a la viomicina tenemos tm método-
de selección positiva, puesto que los únicos organismos lisogénicos y por 
tanto resistentes al antibiótico, serán los sensibles al bacteriófago. 

6) Vector 0C 31 :: pBR 322 L W 11 

Este bacteriófago posee aún íntegra la porción de ADN correspondiente-
a pBR 322, pero ha perdido alrededor de 4,2 Kb de ADN bacteriofágico si­
tuado a la derecha del mismo, incluyendo el sitio att P {figura 8 c). Así pues, 
el vector es bifuncional (en forma plasmídica, como se mantiene en Esche­
richia coli, se le denomina pIJ 502), pero carece de la facultad de lisogenizar 
Streptomyces, por lo que no es posible obtener clones con inserciones esta­
bles (12). Este problema ha sido solventado mediante la replicación de las 
placas de lisis producto de la transfección a un lisógeno de 0 C 31, de tal 
modo que pueda verificarse una recombinación homologa entre el vector y 
el probacteriófago residente. Ahora bien, este proceso es muy ineficiente, 
por lo cual, en la práctica, la replicación se realiza sobre una mezcla de-
Streptomyces lisógeno y no lisógeno, para que así se produzca una amplifi­
cación de los bacteriófagos replicados a expensas del huésped no lisogénico, 
de modo que así se aum„enta la frecuencia de recombinación con los probac­
teriófagos de los lisógenos y se incrementa la probabilidad de detectar feno-
típicamente el ADN clonado (12, 25). 

0 C 31 : : pBR 322 A W 17 ha sido utilizado como vector de reempla­
zamiento para las enzimas Bam HI y Pst I. El corte del vector (obtenido de-
Escherichia coli de modo que sus extremos cohesivos están unidos de forma-
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covalente) con estas enzimas origina dos fragmentos, de los cuales el mayor 
contiene la totalidad de los genes bacteriofágicos, pero es demasiado peque­
ño para ser empaquetado eficientemente. Por ello, todas las placas de lisis 
que se obtienen en la transfección después de un experimento de clonación,,, 
poseen inserciones de entre 2 y 8 Kb (15). 

En el momento actual se está desarrollando toda una serie de vectores 
a partir de A W 17, que presentan ventajas sobre éste, fundamentalmente 
porque contienen genes de resistencia a viomicina y/o tioestreptona (sub-
clonados a partir de los vectores plasmídicos). Algunos de estos vectores-
presentan la ventaja adicional de que se han convertido en vectores de reem­
plazamiento, gracias a lugares de corte que portan los nuevos fragmentos 
de ADN en conjunción con otros homólogos de la molécula residente. Un 
ejemplo notable lo constituye el vector KC 400, resultado de insertar el frag­
mento Bam HI que contiene la resistencia a la viomicina en el lugar corres­
pondiente del pBR 322 presente en A W 17. El fragmento insertado contiene 
un lugar de corte por Pst I fuera del gen de resistencia al antibiótico, de 
modo que éste en unión con el lug'ar Pst I de pBR 322, origina un vector 
de reemplazamiento para dicha enzima, que conserva después del corte la 
resistencia al antibiótico y que es capaz de acomodar hasta 6 Kb (12). A 
partir de KC 400 se ha obtenido el vector KC 401, que presenta una pequeña 
delección respecto al parental, lo cual, aparte de permitir usarlo como vector 
de reemplazamiento para Pst I, admitiendo hasta 8 Kb de ADN extraño, 
previene la obtención de transfectantes conteniendo sólo el fragmento mayor 
de la digestión con Pst I, recircularizado, al ser éste menor que el tamaño-
mínimo de empaquetamiento de ADN en la cápsida de 0 C 31 (22). 

PERSPECTIVAS DE LA CLONACIÓN EN STREPTOMYCES 

El desarrollo de los sistemas de clonación en Streptofnyces hace posible 
que en el momento actual se pueda clonar cualquier gen con una expresión 
fenotípica reconocible, incluso mediante la clonación del genoma total. 

El desarrollo de nuevos vectores ha sido objeto de un tratamiento exhaus­
tivo en una reciente revisión (25), y previsiblemente irá hacia la obtención 
de moléculas especiaHzadas en la producción, por ejemplo, de un alto nivel 
de expresión (sea mediante la utilización de plásmidos multicopia o mediante 
la colocación del ADN clonado bajo el control de promotores eficientes). 
También sería conveniente obtener vectores que faculten para la excreción 
del producto del gen clonado y vectores muy estables cuya curación sea. 
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dificil o imposible, no sólo en condiciones de laboratorio, sino también en 
las de una fermentación en gran escala. 

Evidentemente, en un organismo como Streptomyces, es previsible que 
los mayores esfuerzos en clonación vayan dirigidos hacia la mejora de cepas 
de interés aplicado o bien hacia el estudio de las características peculiares de 
este género, como los procesos de diferenciación. 

De hecho, ya han sido dados los primeros pasos en este sentido ; asi, 
J. A. Gil ha conseguido clonar la sintetasa del ácido p-aminobenzoico de 
Streptomyces giiseus, un metabolito fundamental en la biosintesis de can-
dicidina (comunicación personal). Por otra parte, se han clonado también 
genes de producción del antibiótico metilenomicina codificado por el plás-
mido SCP I de i', coelicolor (K. Chater, comunicación personal). 

La mejora de cepas productoras de metabolitos de interés industrial po­
dría llevarse a cabo fundamentalmente de dos formas : mediante el incremen­
to en la cantidad de producto obtenido, o bien mediante la producción de 
metabolitos modificados, con propiedades diferentes a las del original, con 
valor comercial. 

Parece claro que im aumento en la producción de un determinado meta­
bolito secundario, fundamentalmente un antibiótico, no se podrá obtener 
mediate la clonación de toda la ruta biosintética del mismo, puesto que éstas 
implican varios genes que además no tienen porqué estar agrupados en el 
genoma del Streptomyces. Asi, en este punto las previsiones se dirigen hacia 
la clonación de genes que resultan ser pasos limitantes en una ruta biosinté­
tica, de modo que un incremento en el producto de dicho gen debería tra­
ducirse en un aumento en la cantidad de producto final. 

La obtención de nuevos metabolitos podría lograrse mediante dos proto­
colos diferentes. El primero se basa en que como es sabido un Streptomyces 
determinado produce habitualmente una serie de metabolitos relacionados 
estructuralmente que forman una «familia» y de los cuales uno, el que se 
extrae, es producido en mayor cantidad que el resto. Si fuera posible alterar 
esta proporción mediante la clonación de un gen que dirigiese la ruta bio­
sintética de forma preferente por uno de los «caminos secundarios», estaría­
mos en disposición de obtener productos nuevos, ya producidos anterior­
mente por nuestra cepa, pero ahora en cantidades que hicieran posible su 
explotación a escala industrial. 

La segunda aproximación a la obtención de metabolitos modificados es­
taría en la clonación de genes cuyos productos enzimáticos fueran capaces 
de llevar a cabo sustituciones en la molécula del tipo, por ejemplo, de los 
obtenidos actualmente in vitro en la fabricación de antibióticos semisintéti-



Clonación molecular en Streptomyces 7 3 

eos, lo cual evitaría el incremento en los costes producidos por dicha mani­
pulación. 
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