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editorial

Los avances de la Microbiologia

En estas alturas de finales de siglo no hace falta insistir sobre el
que para entender los microorganismos, los cientificos dependen de la
bioquitmica y de la biologia molecular, siendo al mismo tiempo digno
de reconocimiento cdmo de forma consciente los bidlogos moleculares
aprecian la extraordinaria diversidad de los microorganismos como
fuente de excelentes estudios y causa de importantes cuestiones, a las
que es preciso contestar. La Microbiologia demanda también conoci-
mientos de fisiologia, genética, biologia de poblaciones, ecologta, e, in-
cluso, sobre evolucién, de tal forma que exige la continua expansion
de los conocimientos de los que la practican. Para los que llevamos
décadas dedicados a la especialidad es altamente gratificante ver el
interés que han ido despertando estas ciencias y apreciar los estimulos
que se reciben, fruto de los grandes maestros de la microbiologia, muchos
de ellos desaparecidos en los ultimos tiempos, como de los continuos
y trascendentales avances cientificos que se logran en este campo.

Como escribia, recientemente, en una pequenia publicacién sobre la
Microbiologia, desde hace anos soy un dedicado lector de articulos y
de obras modernas de Biologia y, especialmente, de los relacionados
con la Microbiologia y considero necesario subrayar que mi curiosidad
por el mundo microbiano y especialmente por los organismos proca-
ridticos ha ido creciendo sin cesar. Por esta razén me parece oportuno
recordar cémo, en la introduccién de la obra del siempre recordado
Roger Y. Stanier y colaboradores de la Universidad de California, apa-
recida con el titulo «The Microbial World» y que nosotros hemos traducido
en varias versiones, se podia leer: «<Hace unos cien afios, Pasteur puso
de manifiesto el papel de los microorganismos en la Naturaleza y su
importancia para el bienestar de la Humanidad. Pero es preciso re-
conocer que sus sucesores, mas relacionados con el segundo aspecto
que con el primero, hicieron girar la microbiologia hacia un campo
floreciente de ciencias aplicadas que fue evolucionando de forma com-
pletamente aislada del resto de la biologia. Es preciso, sin embargo,
reconocer que, cuando aparecié la primera edicién de «El Mundo de
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los Microbios», este largo aislamiento iba llegando a su fin. Y, recordaba
Roger Y. Stanier; nuestra obra tenia la finalidad de acelerar el cambio,
presentando la Microbiologia dentro del marco de los conceptos y de
los hechos de la biologia general». Nosotros podriamos arnadir cémo
la biologia, en las ultimas épocas, ha sufrido una increible y, en parte,
sorprendente, revolucion, en la que las bacterias y los virus, después
también las levaduras y algunos hongos filamentosos, se han constituido
en los objetos principales de estudio a través de los cuales se fueron
descubriendo, en sucesivas etapas, las bases moleculares de la funcion
celular. Por otro lado, sentar las bases del aislamiento y caracterizacion
de los seres microscopicos unicelulares ha constituido un récord, al-
canzando unos niveles ciertamente inimaginables en la primera mitad
de nuestro siglo. En poco mds de una década, el estudio del papel
desemperiado por las bacterias y los virus como agentes infecciosos
centré el interés microbiologico de aquella época, sin olvidar que el
tratar de establecer el papel fundamental que desemperian los microor-
ganismos en los ciclos bioldgicamente importantes de la Naturaleza
fue tarea ardua y compleja, emprendida por algunos importantes mi-
crobidlogos, principalmente del ambito europeo, a medida que avanzaba
nuestro siglo, tarea transcendente y protagonista que pasé sin tardar
mucho como labor fundamental de las grandes figuras de la micro-
biologia americana tanto de los centros de investigacion y los depar-
tamentos universitarios como de la industria, principalmente de cardcter
farmacéutico. Llegado este momento, es preciso subrayar cémo, con el
paso del tiempo, se fue observando que los microorganismos presentan
una amplia diversidad bioldgica y que no pocos grupos estdn especia-
lizados en la consecucion de transformaciones quimicas que, de hecho,
no pueden llevar a cabo ni las plantas ni los animales. Esto es lo
que nos hace reconocer como, en los tltimos tiempos, se han adjudicado
a los microorganismos un protagonismo y una funcion clave en la
renovacion de la materia en nuestro planeta.

En nuestros dias, un gran niumero de obras de Microbiologia, o
relacionadas con ella, muestran la importancia de los microorganismos,
tanto por sus propiedades bioquimicas como por su diversidad fisioldgica
y morfolégica. A decir verdad, la famosa Escuela de Delft, encabezada
por Beijerinck, Kluyver y Van Niel, ha demostrado una fuerza decisiva
para el diseio y la aplicacion de nuevos métodos de gran utilidad
para el aislamiento y caracterizacion de nuevos microorganismos de
la naturaleza, poniendo a punto técnicas basadas en la selectividad
y en los cultivos de enriquecimiento, la aplicacion en micro escala
de la seleccion natural que ha sido fundamental para el conocimiento
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de sus diversas funciones fisioldgicas. A este respecto, me interesa recordar
la frase que Mortimer P. Starr, de la Universidad de California y editor
principal de la conocida obra «The Prokaryotes», subraya en el prologo
de la misma, que «la fisiologia, la bioquimica y la ecologia de los microbios
constituyen los aspectos mds atractivos para los cientificos».

La evolucion de los estudios con microorganismos en los ultimos
arios ha sido impresionante, marcando, en cierto modo, las pautas de
los avances bioldgicos. Actualmente, se estudian los problemas mds dificiles
y complejos del crecimiento y de la division celular utilizando microor-
ganismos, especialmente bacterias y levaduras. Las células de muchos
de estos seres crecen individualizadas, separdndose después de la divisién
celular , lo que facilita, y por ello resulta sencillo, cultivar y aislar or-
ganismos unicelulares en condiciones bien definidas. Desde otro punto
de vista, interesa reconocer el hecho de que, a diferencia de lo que
ocurre con las células o tejidos de organismos superiores, que requieren
una variedad de factores de crecimiento y medios complejos, muchos
de los seres unicelulares crecen en un medio simple y bien definido,
y se prestan a toda clase de estudios y manipulaciones de laboratorio.
Por todas estas razones, en las ultimas décadas, los esfuerzos de los
cientificos se han centrado mayormente en unos pocos tipos de bacterias
y levaduras, situdndose, claramente en vanguardia Escherichia coli y
Saccharomyces cerevisiae y organismos afines caracterizados por su sim-
plicidad, facilidad de cultivo y carencia de patogeneidad, razén por la
que se han situado como los seres vivos mds estudiados en la actualidad,
st se exceptiua al hombre. Por lo que se refiere al E. coli, basta recordar
la afirmacion del Premio Nobel James D. Watson al considerarlo como
el organismo por excelencia de la moderna Biologia Molecular, ciencia
a la que ya ha proporcionado copiosos frutos. Si nos referimos a otras
ramas bioldgicas como puede ser la Biotecnologia, es preciso subrayar
que una de sus principales facetas, la ingenieria genética, se ha desarrollado
bdsicamente gracias a estudios realizados con microorganismos que se cul-
tivan y crecen facilmente en grandes tanques de fermentacion, sin demasiadas
exigencias nutricionales, sin olvidar que presentan una gran versatilidad
para la utilizacion de muy variados y diversos substratos, aspecto éste
de notable importancia en biotecnologia.

Desde otro punto de vista, los avances logrados en citogenética de
las levaduras han hecho que este grupo pase a ocupar un lugar im-
portante en los actuales estudios de ingenieria genética, dada la facilidad
con que hoy se realiza toda clase de manipulaciones genéticas y clo-
naciones moleculares. Pero existe otro grupo de microorganismos, los
virus, que ofrecen también un interés bioldgico grande dentro de la
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biologia molecular y la moderna biotecnologia, sobre todo al actuar
como vectores de clonacion en numerosos experimentos de ingenieria
genética. De hecho los virus, y mds concretamente, los bacteridfagos,
han sido utilizados para llevar a cabo la amplificacion genética en
los trabajos de manipulacion genética. Los métodos modernos de andlisis
de secuencias nucleotidicas permiten ahora resolver series completas
de nucledtidos de cromosomas de distintas clases de fagos, facilitando
asi el formidable desarrollo de la moderna ingenieria genética.

Refiriéndonos a la microbiologia, es interesante subrayar la im-
portancia del desarrollo de las colecciones de microorganismos, dado
el enorme interés que poseen con fines cientificos e industriales. La
conservacion de microorganismos es un compromiso dificil pero nece-
sario, ¥y ahora, de cara a la biotecnologia, de la mayor importancia,
ya que, frecuentemente, en las colecciones microbianas hay que manejar
especies portadoras de vectores, plasmidos o virus de gran valor, que
pueden plantear algunos problemas. El uso creciente de los microor-
ganismos para la produccion de sustancias de interés industrial sdlo
puede tener éxito si se dispone de cultivos fiables y auténticos y, por
ello, existe una conciencia cada vez mds firme de que las colecciones
proporcionan recursos y servicios que son una decisiva aportacion al
desarrollo de la biotecnologia. La red internacional de colecciones de
microorganismos (en la que estd integrada la Coleccion Esparnola de
Cultivos Tipo, la CECT, con sede en el departamento de Microbiologia
de la Universidad de Valencia) puede ahorrar a los biotecndlogos una
enorme cantidad de trabajo y de recursos econdmicos que serd preciso
evaluar adecuadamente, ya que en estas colecciones siempre resulta
posible encontrar el microorganismo que cumpla las exigencias deseadas
para desarrollar un trabajo especifico. Por otra parte, basta ver el
formidable desarrollo alcanzado por las colecciones internacionales de
microorganismos y de otros tipos de células, especialmente por la Ame-
rican Type Culture Collection (ATCC), para apreciar en todo su valor
las dimensiones alcanzadas y, con ello, valorar la colaboracion que
las colecciones prestan al moderno desarrollo de la Biologia Molecular
y, de forma mds concreta, a la moderna Biotecnologia.

Se ha de tener presente que las ultimas décadas han sido testigo
de una increible revolucion en nuestro modo de entender la estructura
y la forma de trabajar de la maquinaria genética de las células vivas.
Aunque las implicaciones tedricas de estos estudios se hicieron enseguida
aparentes para los bidlogos y los quimicos, los posibles beneficios prdc-
ticos de estos conocimientos con relacidn a la medicina, la agricultura
y la industria, sélo han resultado evidentes en los iultimos afios. La
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ingenieria genética es una nueva tecnologia que estd revolucionando
el estudio de la biologia, por lo que existe una gran expectacion en
cuanto a su impacto futuro. Las principales consecuencias de la apli-
cacion de la ingenieria genética estan produciendo su efecto en la in-
dustria farmacéutica y en la quimica, asi como en la de la alimentacion.
Sin embargo, la principal y mds directa beneficiaria es la biomedicina,
seguida de la agricultura en su doble faceta, animal y vegetal. Las
biotecnologias se han beneficiado, sobre todo, de las técnicas del DNA
recombinante, aplicadas a la microbiologia industrial, la ingenieria
genética se ha desarrollado, sobre todo, a base de estudios realizados
con microorganismos. Los progresos de la biologia molecular, el esta-
blecimiento de mapas genéticos de cepas microbianas de interés in-
dustrial, el desarrollo de la ingenieria genética en bacterias y levaduras
y el gran avance en el conocimiento de las rutas biosintéticas que
conducen a la produccion de metabolitos de interés profesional o bio-
médico, permiten establecer métodos racionales para la obtencion y
seleccion de mutantes denominados superproductores.

Los descubrimientos que han llevado a poder acoplar genes de or-
ganismos que normalmente no se intercambian informacién genética
y a introducirlos en microorganismos en los que estos genes fordneos
pueden ser clonados y finalmente expresados, constituyen una de las
series mas profundas e importantes de descubrimientos cientificos de
la moderna era de la Ciencia. La aplicacion de estos nuevos conoci-
mientos ha de tener un enorme efecto sobre la vida y los seres vivos
y para la solucion de problemas que hoy ni siquiera se vislumbran.
Obviamente, los conceptos derivados del estudio de la célula bacteriana
han incrementado notablemente nuestras posibilidades de estudiar las
propiedades de las células eucaridticas.

Un estudio actual de la Microbiologia forzosamente nos obligaria
a recordar la evolucion y el desarrollo de esta rama de la Biologia a
lo largo de los ultimos cien arios, comenzando por la caracterizacion
de los microorganismos, principalmente las bacterias, y su papel como
agentes causantes de las enfermedades que con mayor insistencia han
afectado al hombre, sin olvidar el papel que desemperian los microbios
en el medio ambiente y posteriormente, ya bien entrado el siglo actual,
en la utilizacion de las células microbianas, mayormente bacterias y
levaduras, como modelos de los progresos de la vida y el uso de mi-
croorganismos a nivel industrial, con sus amplias posibilidades de apli-
caciones biotecnoldgicas. La reciente aparicion de enfermedades serias
mayormente originadas por virus (SIDA y hepatitis), sin olvidar los
graves trastornos causados por los protozoos (caso de la malaria), cuando
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se considera ya superada la fase de las enfermedades infecciosas, ha
hecho que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) tuviera que
reconsiderar posiciones y se viera obligada a establecer nuevas pers-
pectivas en la lucha contra las enfermedades. Algunos ejemplos resultan
altamente ilustrativos, como es el caso de las infecciones respiratorias,
causa de la muerte de cuatro millones de personas segin la OMS, a lo
que se ha de anadir el incremento del desarrollo de las resistencias bac-
terianas a los antibidticos que en algunas dreas del mundo supera al
50% de los casos. El mejor ejemplo es el Streptococcus pneumoniae, re-
sistente a la penicilina y a otros antibidticos, razén por la que la busqueda
de nuevos compuestos que eludan esas resistencias no solo es importante,
es necesario, algo que se ha abordado en la Sociedad Americana de
Microbiologia en su reciente reunién de San Diego. Es ampliamente
conocido que la utilizacion de antibidticos de forma indiscriminada estd
dando lugar a la aparicion de resistencias que los hace insensibles frente
a un buen numero de infecciones. De hecho, los investigadores clinicos,
y a la cabeza Julian Davies, manifiestan su preocupacion, e incluso su
alarma, ante las dificultades para combatir las infecciones bacterioldgicas
causa de no pocas enfermedades antiguas y recientes.

Y al referirnos a la resistencia a los antibidticos, forzosamente se ha de
tener presente el caso de la tuberculosis. Recordando a la OMS y a otros
organismos responsables del estado sanitario de los paises, se considera que
el problema global de la tuberculosis es enorme, pudiendo adquirir proporciones
mayores en un proximo futuro. Se puede afirmar que, en la actualidad,
entre adultos, la tuberculosis es la primera causa de muerte a nivel mundial
a causa de un tnico agente infeccioso. De hecho, se calcula que si el control
global de la tuberculosis permanece a nivel de los datos de 1990, no menos
de 30 millones de personas pueden morir por tuberculosis en el ario 2000.
No obstante, a causa de lo inadecuado de los informes facilitados por no
pocos paises en desarrollo, se considera que no resulta facil presentar datos
mds precisos sobre la incidencia de la enfermedad asi como sobre la mortalidad.

De mayor importancia es la resistencia a las drogas empleadas hasta
hace poco en la lucha contra la tuberculosis. Se reconoce que los casos
de resistencia primaria y adquirida estin cobrando una creciente im-
portancia en los paises industrializados. La informacion sobre resistencias
multiples, particularmente al menos a la isoniacida y a la rifampicina,
ha sido aportada en los Estados Unidos, ocurriendo no pocos casos en
enfermos contagiados de SIDA. Los datos referidos a otros paises varian
segin las circunstancias y el momento en que se reportan los datos pero,
a pesar de ello, no deja de se cierto que la multirresistencia se incrementa
a medida que pasa el tiempo, en no pocos paises.
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Nos interesa mencionar algunos de los aspectos mds interesantes
relacionados con la Microbiologia en Esparia. Algunos autores han pu-
blicado en las décadas pasadas una breve historia de la microbiologia
desarrollada en los anos treinta y cuarenta en nuestro pais que habrd
que recordar, aunque mds nos gustaria desarrollar aspectos relacionados
con nuestras vivencias microbiolégicas, analizando el desarrollo a nivel
del CSIC y, sobre todo, lo ocurrido en las dos wizltimas décadas en los
departamentos de Microbiologia de la Universidad espafiola, sin olvidar,
por supuesto, el formidable desarrollo de la microbiologia industrial
relacionada con la produccion de antibidticos. De otro lado, también
considerariamos pertinente recordar lo ocurrido en el formidable de-
sarrollo de los Servicios de Microbiologia de los grandes Hospitales
en los Centros de la Seguridad Social, con un andlisis suficientemente
amplio de los objetivos y perspectivas de la Microbiologia espariola,
campo en el que forzosamente han de incidir las numerosas acciones
de la Sociedad Esparniola de Microbiologia, hoy afortunadamente po-
tenciada y estimulada hacia los mds altos horizontes en el nivel in-
ternacional, asi como por la nueva Sociedad Esparniola de Enfermedades
Infecciosas y Microbiologia Clinica que se muestra también activa en
los sectores médicos y clinicos.

Nuestro material de estudio en los ultimos arios han sido funda-
mentalmente las levaduras, las que se han constituido en el material
de experimentacion bioldgico casi ideal; nos adelantamos a subrayar
que la aplicacion de las técnicas de clonacién que permiten la mani-
pulacion genética, han convertido a S. cerevisiae en el sistema expe-
rimental mds versdtil disponible hasta el momento para el estudio de
la organizacion molecular de las células eucarioticas. Ademds, esta
levadura reiine una serie de caracteristicas que la sitiian en vanguardia
de la investigacion genética: Puede crecer tanto en estado haploide
como diploide, siendo posible identificar facilmente mutantes, aislarlos
de los cultivos haploides, y ensayarlos enfrent@andolos a otras células
en estado haploide.

Las levadura mencionada crece de forma ripida, incluso en medios
de composicion casi definida. Su desarrollo en medio liquido permite
la obtencion de gran cantidad de células y grandes voliimenes de cultivo,
pero si se desea, pude crecer sobre placas de medio sélido, lo que
permite realizar andlisis clonal y aislar mutantes nutricionales. Pero
estos sistemas celulares presentan otra propiedad importante y casi
definitiva, y es que los cuatro productos celulares haploides de la meiosis
estdn contenidos en un asca, facilitando con ello el andlisis de todos
los recombinantes de un unico acontecimiento meidtico, algo que presenta
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un extraordinario valor para hacer mapas de recombinacion en leva-
duras. De hecho, si el andlisis genético en levaduras se caracteriza
por su sencillez y elegancia, Saccharomyces cerevisiae es, sin duda,
uno de los microorganismos mds atractivos para realizar estudios de
manipulacién genética en Microbiologta.

La levadura estd considerada actualmente como un organismo de
amplio uso entre los que utilizan la tecnologia eficientemente tanto en
Saccharomyces cerevisiae como en E. coli, han facilitado el libre in-
tercambio de genes entre E. coli y la levadura. Ademds, aunque la
bacteria es mds adecuada para construir genotecas, muchos de los genes
de la levadura funcionan de manera comparable en E. coli y este
hecho ha facilitado mucho su aislamiento. De hecho, miembros selec-
cionados de estas librerias genomicas pueden ser probados directamente
en la levadura utilizando un vector lanzadera. De gran importancia,
por ultimo, es el hecho de que bajo condiciones selectivas apropiadas,
el genoma de Saccharomyces puede integrar DNA transfectado, inte-
gracion que tiene lugar en el sitio homdlogo del genoma de la levadura.
La levadura es, por ahora, el tinico organismo eucaridtico en el que
el DNA transfectado puede ser persuadido para que se recombine en
el sitio homdlogo del genoma del hospedador. Por otra parte, la posi-
bilidad que ofrece Saccharomyces de aislar mutantes mitocondriales,
ha hecho que este microorganismo sea realmente atractivo para el estudio
de la genética molecular.

La Biologia molecular ha inspirado desde hace tiempo al estudio
detallado de los mecanismos que gobiernan el funcionamiento de los
genes dado que, en ultima instancia, la expresion génica es la base de
todas las actividades celulares. Precisamente, la introduccion de una serie
de técnicas de clonacion molecular que propician el aislamiento, carac-
terizacion y manipulacién de secuencias génicas, en conjuncién con las
técnicas genéticas cldsicas, ha proporcionado gran informacién sobre genes
de muchos organismos diferentes. Este hecho ofrece grandes esperanzas
para el estudio de los procesos bioldgicos fundamentales. Pero ain se
puede decir algo mds: Las cepas de levadura se encuentran bien ca-
racterizadas desde el punto de vista genético y se dispone de mapas
genéticos detallados de S. cerevisiae y de Schizosaccharomyces pombe,
precisamente los dos tipos de células con las que mds hemos trabajado.

La aplicacién de las nuevas metodologias de la biologia molecular
en la manipulacion de genes clonados ha abierto formidables posibi-
lidades para profundizar tanto en la caracterizacion de secuencias par-
ticulares como en el andlisis de los mecanismos que controlan la
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expresion génica en Saccharomyces, lo que ha conducido a algunas
conclusiones generales acerca de los patrones de control que operan
en este organismo.

En los ultimos arios se han depositado grandes esperanzas sobre
la levadura, especialmente en el drea de la biotecnologia. No obstante,
a pesar de que en algunos casos es posible la expresion directa en
Saccharomyces de material genético procedente de otros sistemas bio-
légicos, la principal limitacion que presenta la expresion funcional de
genes fordneos parece ser de incapacidad que presenta la maquinaria
biosintética y de elaboracion de la levadura, para reconocer de forma
eficiente las seriales que controlan dicha expresion. Esto se traduce,
en no pocos casos, en un bajo nivel de transcripcién a partir de promotores
heterdlogos, en una elaboracion incorrecta de los RNA mensajeros o
en la secrecion ineficiente de los productos formados. El mejor cono-
cimiento de las secuencias que controlan la expresion de los genes ho-
mdlogos ha permitido, sin embargo, la construccidén de estructuras
hibridas facilitando el que las levaduras puedan actuar de forma mds
eficiente sobre la sintesis de moléculas biolégicamente activas, a partir
de genes heterdlogos.

A la vista de lo expuesto, queda patente el hecho de que Saccha-
romyces cerevisiae es un organismo especialmente bien dotado para
llevar adelante el andlisis de las funciones celulares. La facilidad y
el rigor de su andlisis genético permite al investigador aplicar el poder
de la genética molecular a una amplia variedad de procesos bioquimicos
y citologicos. Se confia en que muchos de los procesos revelados en la
levadura puedan proporcionar informacion itil sobre algunos de los
mecanismos que operan en una gama mds amplia de organismos eu-
caridticos. Algunas semejanzas entre los procesos que tienen lugar en
levaduras y aquéllos de células de plantas o animales, pueden indicar
vias experimentales utiles para abordar el andlisis genético de estos
ultimos organismos.

Julio R. Villanueva
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