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Presentacion

El quehacer académico en la Universidad Nacional de Colombia: docen-
cia, investigacion y extensién, busca entre otros fines: «la asimilacién critica
y creacién de conocimiento en los campos avanzados de las ciencias. la téc-
nica, la tecnologia, el arte y la filosofia y hacer participes de su actividad
académica e investigativa a los sectores sociales que conforman la nacién
colombiana...»

El cumplimiento de estos fines implica que el proceso de didlogo de sa-
beres conlleva a que la academia en las diferentes dreas del conocimiento no
se limite a la importacidn, aceptacion y transmisién de conceptos y tecnolo-
gias. Dentro de esta perspectiva los académicos estamos llamados a cumplir
un papel trascendental en la creacién de conocimiento y dejar una tradicién
mediante la palabra escrita.

Los académicos en nuestra actividad cotidiana e interaccién con la co-
munidad cientifica y la sociedad, construimos un discurso alrededor del
conocimiento, discurso en el cual permanentemente interpretamos, recrea-
mos y creamos ideas. Es este ambiente un «caldo de cultivo» que estimula en
los estudiantes —participes directos de este clima mdgico- y en nosotros mis-
mos, un acercamiento critico a la realidad, el cual nos coloca ante nuevas
perspectivas, y a trascender la cultura y encontrar verdades fundamentales
sobre lo natural.

Las posibilidades de difundir el didlogo temporal y volverlo intemporal
—aunque sea por un momento, dados los avances vertiginosos del conoci-
miento— se hacen realidad cuando se pasa del discurso oral al escrito. Este
paso significa un esfuerzo intelectual necesario y permanente en la consoli-
dacién de la vida universitaria.

Es por ello que la Universidad Nacional de Colombia tiene entre sus di-
rectrices apoyar el esfuerzo de sus académicos, en torno a publicaciones fru-
to de investigaciones y de la interpretacién y recreacién de las diferentes
disciplinas del conocimiento universal. Como requisitos establece que los
textos sean revisados por pares con el fin de estimular la sana critica y el
avance en los planteamientos.
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Con base en lo anterior surgi6 la idea de condensar en este libro los mate-
riales concebidos bajo el nombre de «Cuadernos de Microbiologia», los cua-
les paulatinamente se han escrito, revisado y actualizado durante mds de
cinco anos.

Estos constituyeron, en su momento, el producto del interés de los auto-
res por escribir las ideas y conceptos acopiados, analizados e interpretados a
lo largo del diario discurrir en varias catedras de las ciencias biolégicas:
Microbiologia, Fitopatologia, Biologia y Microbiclogfa del suelo.

El Maestro Hernando Patifio Cruz (q.e.p.d.), lideré el primer esfuerzo por
sistematizar el conocimiento en torno a la parte histérica de la Microbiologia
y sus alumnos y colegas asumieron el reto de continuar.

El capitulo inicial presenta la sintesis histérica del desarrollo de la Mi-
crobiologia que parte de los registros del enfrentamiento ciego con las mani-
festaciones microbianas en los albores de la humanidad y llega hasta la dilu-
cidacién del genoma humano en el ocaso del siglo XX, pasando por la contri-
bucién cientifica y técnica de aquellos a quienes Paul de Kruif llamd, tan
apropiadamente, «cazadores de microbios».

Luego se adentran en la anatomia y morfologfa microbianas, base para la
comprensién de los capitulos siguientes dedicados al metabolismo micro-
biano, que permite comprender por qué los microorganismos constituyen
una poderosa fuerza ecolégica y biotecnolégica.

Dada la formacién basica de los autores, los capitulos siguientes estdn
dedicados a aspectos particulares de grupos de microorganismos: las bacte-
rias fitopatogenas, los mollicutes, los hongos y las entidades acelulares
—virus, viroides y priones—.

La publicacién que hoy presentamos, dirigida a investigadores, estudian-
tes, profesionales, docentes y sociedad interesada en el maravilloso mundo
de los microorganismos, fue financiada a través del Proyecto N° 98CG415051
de la Direccién de Investigaciones de la Universidad Nacional de Colombia -
Sede Palmira [Dipall. Esperamos sea una muestra mds de la intencion expli-
cita de la Universidad Publica de tener presencia nacional e internacional a
nombre del esfuerzo de todos los colombianos y en particular de sus acadé-
micos.

Gabriel Antonio de la Cruz Aparicio
Vicerrector
Sede Palmira, agosto de 2000
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Introduccidn

El estudio del mundo microbiano se constituye en tema apasionante para
quienes llevados por manifestaciones visibles tienen la paciencia y la sutile-
za para buscar lo supuestamente invisible, hasta encontrar dentro de la apa-
rente sencillez la complejidad morfolégica, estructural y funcional que capa-
cita a los microorganismos para manifestarse como fuerza ecoldgica capaz
de transformar el entorno con resultados positivos y beneficiosos, en la ma-
yorfa de las veces.

Pero si hoy causa excitacion la observacién del sinntmero de formas y el
andlisis de comportamientos, suscitan perplejidad y entusiasmo los relatos
que se hacen acerca de la labor de los pioneros que con escasa formacién
académica, algunos, y exhibiendo gran creatividad, dades los exiguos recur-
sos y avances tecnolégicos de su época, lograron implementar metodologias
de estudio y aplicacién de resultados que hoy siguen salvando vidas y garan-
tizando el bienestar de la humanidad. Esa pléyade de genios admirables que
consiguid tanto con tan poco, permite afirmar que nunca un grupo tan pe-
quefio de hombres logré salvar tantas vidas.

Por ello, después de recrearse con la sintesis histérica, tema de por sf
interesante, se hace referencia a los aspectos estructurales v morfoldgicos
gracias a los cuales el lector se formard la idea de que a través de su sencillez
de estructura existen gran variedad de formas caracteristicas de cada grupo
microbiano, mediante las cuales se han adaptado a las condiciones del me-
dio y logran sobrevivir en un mundo cada vez mds hostil.

Pero causa admiracién como dentro de esa aparente sencillez estructural
y morfoldgica existe un sistema bioquimico tan complejo que capacita a los
microorganismos para realizar funciones tan variadas, en las cuales las posi-
tivas o beneficiosas al ser humano superan enormemente en nimero a las
que le pueden causar perjuicios. Este conocimiento ha llevado al hombre a
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aprovechar tales actividades en el plano de la salud, el bienestar, la industria
y, desafortunadamente, aun en la politica.

El estudic de grupos de organismos que se inicia con las bacterias fitopa-
tégenas, conduce no sélo al conocimiento de esta relacién ecolégica tan im-
portante desde el punto de vista agronémico, ambiental y agroindustrial,
sino darse cuenta de cémo los avances en biologia molecular e ingenieria
genética han permitido hacer descubrimientos y en los dltimos 25 anos pa-
sar de cinco a casi treinta géneros de este tipo de bacterias, ademds de la
reubicacién de especies dentro de cada género.

Los molicutes, bacterias sin pared celular o, como alguien las llamé algu-
na vez, bacterias no convencionales, cuyas manifestaciones hicieron buscar,
inicialmente, caracteristicas dentro del grupo de los virus o entidades afines,
para explicar su comportamiento y proponer estrategias de manejo o control.

Los hongos, esas plantas microscépicas con multitud de formas, colores,
modos de reproduccién y actividades, estdn representados en el libro por
aquellos que ejercen acciones detrimentales como agentes de enfermedades
en las plantas.

Lo mismo se puede decir de esas fascinantes y a la vez temidas entidades
acelulares los virus y viroides y aun de los priones; estos con su misteriosa
capacidad de multiplicacién y de afeccién en animales, incluido el hombre,
a pesar de carecer, hasta donde se sabe, de dcidos nucleicos.

Queda a disposicién de los lectores este esfuerzo producto del estudio
constante, del espiritu inquieto y creativo de los autores, pero abierta la po-
sibilidad de sugerencias que con dnimo critico permitan mejorar esta obra en
futuro no lejano.

Los autores

18



CAPITULO |

Desarrollo histérico de la Microbiologia

PRIMERA PAR"I'E _ .
Elementos de ecologia microbiana*

Introduccion

Desde fines del siglo pasado, cuando Pasteur y Koch demostraron la na-
turaleza microbiana de ciertas enfermedades del hombre y de los animales
domésticos, los microorganismos han sido puestos en el banquillo de los
acusados y enjuiciados casi exclusivamente como enemigos jurados de la
humanidad.

Es cierto que muchas entidades microbianas han constituido azotes an-
cestrales de la biologia humana, ocasionando en algunas épocas y regiones
verdaderos desastres sociales tal como acontecié con la peste bubénica en la
Europa del siglo XIv. Sin embargo, el temor colectivo que se les ha tenido a
los microorganismos como consecuencia de una interpretacién terrorista de
los descubrimientos de Pasteur, es exagerado y unilateral pues desconoce el
hecho de que sélo un porcentaje mintisculo de ellos son agentes causales de
enfermedades.

Segtin célculos de los microbiélogos, en la masa total de los microorga-
nismos terrestres los elementos patégenos no representan ni siquiera el 1%,
el resto, es decir la casi totalidad de las especies y el grueso del material
microorgdnico que se produce en la naturaleza realizan funciones ecolégicas

*  Autoria principal de! profesor Hernando Patifo C. (q.e.p.d.}.
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utiles. Mediante el examen directo de los microorganismos en su hdbitat o
ambiente natural la ecologia microbiana ha podido reconocer multitud de
funciones de gran trascendencia para la continuidad de la vida sobre el pla-
neta y para el desarrollo econémico del hombre.

A titulo de introduccidn se destacan dos de los papeles ecolégicos més
importantes de estos aliados invisibles del hombre, que permiten que se los
valore como verdaderos trabajadores anénimos de la naturaleza.

. Primero: La funcién fotosintetizante de microorganismos clorofilicos (dia-
tomeas y otras algas}, los cuales constituyen el «forraje» basico de los ecosis-
temas acudticos. Esta asimilacién de la energfa solar les permite producir
millones de toneladas de materia orgdnica y una enorme masa del oxigeno
necesario para sustentar la vida acudtica.

Segundo: La incorporacién al suelo de millones de toneladas de dese-
chos orgdnicos, cadaveres de animales, restos vegetales, excrementos y basu-
ras. Estos materiales son transformados por la actividad microbiana, en mo-
léculas simples, tales como el anhidrido carbénico y los nitratos, dos de las
materias primas de facil asimilacién por las plantas imprescindibles para la
sustentacion de la vida.

Ademés de las dos funciones antes comentadas, se pueden mencionar
las siguientes: meteorizacién de rocas e incorporacién primaria de materia
orgdnica en el proceso de desarrollo del suelo; fijacién de nitrégeno atmosfé-
rico; balance ecolégico de poblaciones de otros microorganismos, inverte-
brados, plantas y animales; promocién de la evolucién de organismos para-
sitados hacia estirpes resistentes, tolerantes o inmunes; transformacién de la
celulosa del forraje en materias primas de origen animal; conservacién de
forraje a través del ensilado; produccién y conservacién de alimentos; pro-
duccién de antibiéticos y otras substancias quimicas; elementos de investi-
gacion cientifica, etc.

El trabajo incluye una discusién inicial sobre algunos elementos histéri-
cos, destinada a destacar la estrecha relacién entre el hombre y el recurso
microbial, a través de los siglos.

Elementos histdricos sobresalientes,
en el conocimiento ecologico de los microorganismos

En relacién con los microorganismos, la historia del hombre equivale al
conocimiento y dominio gradual de esta poderosa fuerza ecolégica a través
de los tiempos. En su transcurrir milenario, el hombre ha recorrido diferen-
tes etapas, que van desde la natural pasividad animal de sus ancestros pri-
mates frente a las enfermedades, hasta la fase experimental de la microbiolo-
gfa cientifica contempordnea, caracterizada por el gran -onocimiento de Ja
estructura y funcién de los microorganismos y el avanzado dominio tecnolo-
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gico de los mismos, sus aplicaciones econémicas en silvicultura, agricultu-
ra, zootecnia, industria, medicina y saneamiento ambiental. -

La seleccidn natural, el primer mecanismo de defensa
contra los microorganismos patégenos

Desde los albores de su desarrollo, la especie humana se encontré con
diferentes manifestaciones de la actividad microbiana. Al igual que el resto
de seres vivientes, los primates antecesores del hombre debieron soportar
pasivamente las enfermedades de origen microbiano. Estas, a pesar de diez-
mar notablemente sus poblaciones, tuvieron a la larga el efecto beneficioso
de seleccionar los grupos de hominidos ancestrales més resistentes a ellas.

De acuerdo con lo anterior, es muy probable que enfermedades microbia-
nas hoy tan usuales, como la gripe o catarro comtn, hubiesen sido original-
mente azotes violentos de nuestros «abuelos» antropoides. Asi, nosotros se-
riamos los afortunados descendientes, relativamente tolerantes a tales do-
lencias, frutos de la prolongada y continua interaccién coevolutiva de nues-
tros antepasados con sus microorganismos patégenos: virus, bacterias, hon-
gos, protozoarios, etc. Este mecanismo lentisimo, penoso y costoso de la se-
leccién natural, hoy afortunadamente superado por medios tecnolégicos y
culturales, constituyé la tinica defensa de la especie humana, a través de los
varios millones de afios de su evolucién bioldgica primitiva.

El esquema anterior que es aplicable a las relaciones microbianas de plan-
tas y otros animales, demuestra cémo, en un sentido evolutivo, los propios
microorganismos que producen enfermedades, son una fuente de desarrollo
de estirpes mds selectas y avanzadas, entre las poblaciones por ellos parasi-
tadas, a la vez que constituyen un mecanismo de homedstasis ecolégica, o
regulacién automdtica de ellas.

El enfrentamiento sensorial o empirico, con la poderosa
fuerza ecoldgica de los microorganismos patégenos

En los inicios de la vida social, provisto de capacidad cognoscitiva, el
hombre primitivo empezé a reconocer las enfermedades en sus manifesta-
ciones més crueles y a menudo fatales. Pero ante la incapacidad tecnolégica
para identificar sus causas invisibles, debi6 recurrir a explicaciones fantasti-
cas de fndole sobrenatural, mégica y supersticiosa. A esta fase corresponden
los primeros intentos de control de la fuerza ecolégica de los microorganis-
mos patégenos, mediante ritos sagrados, sistematizados posteriormente en
ceremonias religiosas.

Concepciones y prdcticas tan generalizadas en los sectores marginales de
nuestra poblacién como aquella que atribuye ciertas enfermedades a un pre-
sunto maleficio «mal de ojo», o la que recomienda la quema de incienso o de
ramo bendito para «alejar los malos espiritus que enferman a la gente», cons-
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tituyen «reliquias» culturales de aquella elapa primitiva, las cuales encuen-
tran todavia en pleno siglo XX, el terreno abonado por el atraso econémico y
cultural.

'

Simultdneamente con lo anterior y mediante el sistema légico del apren-
dizaje porensayo y error, el hombre logré detectar la capacidad de un mime-
ro creciente de productos naturales para curar o atenuar las enfermedades.
Un ejemplo grafico de la trascendencia de estos descubrimientos empiricos
de la farmacologia embrionaria, lo tenemos en el uso de la corteza del quino
(Cinchona sp) para el tratamiento de la malaria o paludismo, por parte de las
tribus amazdnicas, logro que sirvié de base a la moderna quimioterapia de
esta enfermedad microbiana (Figura 1).

Enfrentamiento ciego con los microorganismos,
como agentes de la fertilidad del suelo

El descubrimiento de la agricultura, evento crucial que dio inicio a la
vida civilizada hace unos 10.000 arios, enfrentd al hombre con otras mani-
festaciones importantes del mundo microbiano. Muy pronto el ser humano
entendid que el estiércol y los residuos orgdnicos enriquecian el suelo; des-
pués encontré que la siembra de ciertas especies como el frijol y la soya tenfa
efecto parecido. El abonamiento con estiércol y orina y la siembra de legumi-
nosas como abono verde, practicados por los agricultores romanos hace més
de dos mil afios, asi como la prictica de cultivos asociados de frijol y maiz,
que data posiblemente de las épocas precolombinas, constituyen expresio-
nes antiguas del dominio relativo pero ciego, sobre las fuerzas microbianas,
entonces desconocidas.

Agricultura, pan, licores y microorganismos

También como consecuencia del incipiente desarrollo agricola, el hom-
bre descubri6 el proceso de panificacién e inauguré desde tiempos remotos
la industria del vino y la cerveza, aludida en pasajes biblicos bien conocidos
(Figura 2). Figurillas de madera que representan panaderos y cerveceros en
el Egipto de hace 3.000 afios, constituyen reliquias arqueolégicas del domi-
nio temprano de procesos cuya naturaleza microbiana apenas pudo ser acla-
rada por Pasteur en el siglo pasado. Un fresco de Pompeya, que representa
una panaderfa, ilustra algo similar en la Italia de hace dos mil afios.

Los indfgenas de la América neotropical que domesticaron el cacao (The-
obroma, o alimento de los dioses), descubrieron que el aroma de esta bebida
prodigiosa, dependia de un proceso de fermentacién de la semilla, que hoy
se conoce es producido por la accién enzimaética, de microorganismos fun-
gosos (Figura 3).
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Figura 2. Aplicaciones indus-
triales del dominio temprano de
procesos de naturaleza micro-
biana.
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Figura 1. Indigenas procesan-
do la corteza de quino (Cincho-
na sp) para el tratamiento de
la malaria (Dibujo: Nelson Bra-
vo O.).

Figura 3. Proceso de fermen-
tacién de semillas de cacao;
otra manifestacion de la acti-
vidad microbiana {Dibujo: Nel-
son Bravo O.).
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Agricultura y enfermedades de los cultivos

Con la invencién de la agricultura se pusieron en evidencia las enferme-
dades infecciosas de las plantas cultivadas y de las especies animales do-
mésticas. Una tabla de arcilla, grabada con escritura cuneiforme, en los albo-
res de la civilizacién agricola de Babilonia, hace mds de 3.500 afios, se refie-
re a una enfermedad de la cebada, cuya descripcién coincide con la roya; en
ella se invoca la ayuda de la diosa Ninkilim para conjurar la afeccién.

La civilizacién precolombina de los aztecas reconocid el carbén del mafiz.
La enfermedad recibia el nombre de Popoyotl y la asociaban intuitivamente
con un hongo: cinnanacatl (cin=maiz; nanacatl=hongo), relacionandola po-
siblemente con otros hongos macroscépicos, que ellos utilizaban como ali-
mento o con fines alucinigenos. Casi todas las tribus indigenas del Centro y
Suramérica empleaban como alimento las agallas jovenes producidas por el
carbén del maiz.

Otra enfermedad, la pudricién de la mazorca, la asociaban los aztecas
con el crecimiento fungoso que se desarrolla en las mazorcas enfermas. Esto
se considera como la primera referencia a la asociacién entre un hongo mi-
crosedpico y una enfermedad de plantas, en la historia de la microbiologia
agricola. Cinteotl y otros dioses «protegian» ei maiz de estas afecciones.

 Enla Biblia como en el resto de libros religiosos se encuentran reiteradas
referencias a enfermedades de los cultivos. En el libro de Amés, articulo 4,
versiculo 9 se lee: «Te he castigado con el afiublo y con el mildeo», dos
términos utilizados hoy en la patologfa vegetal para referirse a ciertas enfer-
medades, tal es el caso del mildeo de la vid producido por el hongo Plasmo-
~ para viticola.

En I&s albores de la industria pecuaria

Tres milenios antes de que los cientificos lograran aclarar las causas mi-
crobianas de ciertos procesos ligados a la industria pecuaria los pueblos pas-
tores de diferentes culturas ya habfan podido manejarlos empfricamente. Entre
ellos se mencionan la transformacién del forraje en trabajo animal, en carne
y leche; la preservacion de esta tltima mediante la conversién en yogur y en
queso, el almacenamiento del forraje a través del ensilado, el curtido de las
pieles y la preservacién de las carnes mediante el ahumado, su tratamiento
con sal, etc. Los aspectos microbiol6gicos implicados en los procesos men-
cionados se discutirdn mds adelante.

Edad Media, peste negra, fin de una etapa ciega

Durante la Edad Media continué el predominio de las interpretaciones
mégico-religiosas sobre las enfermedades del hombre, los animales y las plan-
tas. El desarrollo del comercio y el inicio de los Burgos o primeras ciudades
a fines del Medioevo, incrementaron notablemente las epidemias a conse-
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cuencia del hacinamiento y las condiciones antihigiénicas de vida. La peste
negra irrumpi6é como uno de los jinetes del Apocalipsis, a cuya accién de-
vastadora no escaparon ni la nobleza feudal ni el alto clero, como lo insinta
una pintura cldsica de la época. Entre 1346 y 1350 la infeccién se extendid
por toda Europa, desde el Asia Menor hasta Inglaterra y Rusia.

En Aviiidn, el Papa Clemente VI se salvé aisldndose en su cdmara entre
dos lumbres enormes. Alli la peste bubdnica traté con particular severidad al
pueblo. La Iglesia rogé por el perdén de la peste, pero ésta no respetaba si-
quiera a los frailes que participaban en las procesiones. De acuerdo con una
ilustracién de la época los vivos no daban abasto para enterrar a los muertos.
En Alemania la peste negra dio origen a los Cruzados flagelantes, penitentes
que en larga procesién se daban latigazos frenéticos, intentando infructuosa-
mente aplacar la ira divina.

Aunque muchos hombres importantes murieron en toda Europa, los ri-
cos, que podian huir de las ciudades y buscar abrigo en sus higiénicas quin-
tas, sufrieron notoriamente menos que sus contempordneos pobres. Ni San
Roque, el Santo de la peste, ni Nuestra Sefora de la Gracia lograron evitar la
catdstrofe: 33 millones, la tercera parte de la poblacién europea, fue la cuota
astrondmica de victimas que cobrd la epidemia en los fatidicos cuatro afios.
Como consecuencia légica el prestigio y autoridad espiritual de la Iglesia
decayeron notablemente, influyendo en los posteriores movimientos de re-
forma religiosa.

La desaparicién sibita de un tercio de la mano de obra contribuyé a ace-
lerar las modificaciones en la estructura del régimen feudal. Las insurreccio-
nes'campesinas de fines del siglo XIV se vieron estimuladas por las condicio-
nes draméaticas de existencia, que promovié la muerte negra.

En el terreno del conocimiento, al poner en tela de juicio la interpreta-
cién religiosa de las enfermedades, la peste influy6 en la bisqueda de con-
cepciones realistas, animando el espiritu cientifico que a través del Renaci-
miento crearia las condiciones apropiadas para la invencién del microsco-
pio, la investigacién experimental del mundo microbiano y el desarrollo de
métodos racionales en la prevencién de las epidemias.

En una pintura de la época, en la cual se presentaba un rito religioso para
aplacar la peste, se inclufan en la ilustracién, numerosas ratas diseminadas
entre los enfermos. Esta puede considerarse como una de las observaciones
precursoras sobre las relaciones ecolégicas del agente microbiano que pro-
duce la peste negra. En efecto, hoy en dia se sabe que la peste bubénica es
ocasionada por un patégeno bacteriano, nominado cientificamente como Pas-
teurella pestis, en honor de Pasteur, reclasificado posteriormente como Yer-
sinia pestis. La bacteria es transmitida por las pulgas a partir de ratas infecta-
das, lo cual explica la amplia difusién de la peste a través de los puertos
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/Pamuuun pestis

Figura 4. Transmisidn de la peste bubdnica o peste negra (Dibujo: Nelson Bravo O.).

comerciales de Europa, a los cuales arribaban los barcos invadidos de ratas
en el siglo X1v (Figura 4).

Descubrimiento del mundo microbiano

Los profundos cambios econémicos, politicos y culturales que dieron al
traste con el jerarquizado y caduco orden feudal, crearon condiciones favo-
rables para las innovaciones técnicas. El desarrollo de la éptica practica con-
dujo a la construccién del microscopio, abriendo el campo a las primeras
observaciones directas del mundo microbiano, en el siglo XVIL.

Robert Hooke, el descubridor de la célula, observé por primera vez algu-
nas estructuras de organismos microscépicos. Una ilustracién de su propia
mano insinia las teleutosporas oscuras de Phragmidium, el hongo que oca-
siona la roya del rosal. Sin embargo, se considera como el verdadero descu-
bridor del nuevo universo de lo diminuto, a un comerciante no ilustrado,
Anthoni van Leeuwenhock, por realizar observaciones mds detalladas y pre-
cisas.
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Este vendedor holandés de telas se encontré con la nueva realidad del
microcosmos, a través de exdmenes habituales destinados a determinar la
calidad de las fibras textiles, utilizando para ello microscopios simples que
él mismo construfa. Este micromundo de maravillas no lo abandonaria pos-
teriormente por espacio de cincuenta afios. .

Leeuwenhoek y el principio de la ubicuidad microbiana

No hubo material que escapara a la observacién pertinaz e inquisitiva de
Leeuwenhoek, ni pedazo de naturaleza en el cnal] no apareciera como una
constante infalible la presencia de «animélculos», o pequerios animales, como
él llamoé a los microorganismos.

Asi, se insinud por primera vez uno de los principios claves de la ecolo-
gia microbiana: la ubicuidad o cardcter cosmopolita de los microorganis-
mos, es decir, el hecho de que estas entidades se encuentren prdctica-
mente en todos los rincones de la corteza terrestre.

La comprobacién de este postulado constituye una de las experiencias
sencillas mds interesantes de la Microbiologia. Basta con situar en condicio-
nes apropiadas de humedad y temperatura, cualquier tipo de material orga-
nico: frutos, hortalizas, hojas, troncos de 4rboles, excrementos de animales,
carne, pan, tela, papel, cuero, etc., para percatarse del florecimiento profuso
en su seno, de una gran diversidad de formas microbianas, algunas de ellas
con manifestaciones observables a simple vista, la mayoria solamente visi-
bles al microscopio.

Observaciones similares pueden lograrse exponiendo un medio de culti-
vo estéril (libre de microorganismos), al ambiente atmosférico o en contacto
con diferentes materiales como piel, cabello, material bucal, rocas, suelo,
agua, entre otros.

El desarrollo posterior de la Microbiologia ha comprobado la extraordi-
naria importancia ecolégica que reviste esta distribucién generalizada de los
microbios, al garantizarse en cualquier sitio del planeta, la incorporacién al
suelo de desechos organicos, o el aprovechamiento de la energfa solar por
parte de los microorganismos fotosintetizantes. La ubicuidad microbiana re-
fleja la gran capacidad de adaptacién y la enorme diversidad de formas, ta-
maifios y funciones que presentan los microorganismos.

Hasta en los lugares de condiciones mds extremas es posible encontrar
formas microbianas, adaptadas a esos ambientes dificiles. La nieve de algu-
nas regiones templadas puede tomar un hermoso color rosado, como conse-
cuencia de la acumulacién de esporas de resistencia pertenecientes a_Cla-
mydomonasy otras especies de algas. En algunas fuentes termales_se pueden
desarrollar cianoficeas a temperaturas de 70°C. Su presencia se hace eviden-
te por el crecimiento verdoso que producen. En algunas ocasiones, ademés
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de la elevada temperatura, coinciden condiciones extremas de acidez, como
es el caso de las aguas termales azufradas del Parque de Pisimbal4, en el
departamento del Cauca. En manantiales célidos, a temperaturas de 85 a 88°C,
es posible epcontrar masas rosadas de bacterias termofilicas, que crecen alli
en los limites térmicos, permisibles para la vida. En salinas de California
crecen bacterias haléfilas, en concentraciones de sal cercanas a la saturacién
y en donde la alta presién osmdtica ticnde a producir la muerte por deshi-
dratacién en la mayoria de formas vivientes. También se registran especies
de algas en estos ambientes salinos. Dunaliella viridis forma masas verdosas;
Dunaliella salina se acumula en manchones rosados con apariencia de mi-
nusculosTubies, las células rojizas de esta alga se pueden observar al micros-
copio en medio de los cristales de sal. Se han encontrado microorganismos
en las capas superiores de la atmésfera v hasta en los circuitos de refrigera-
cién de los reactores nucleares.

Pasteur y la teoria de la generacion
espontanea de los microorganismos

La consecuente proliferacién de microorganismos y otras formas vivien-
tes, en todo tipo de material orgdnico inerte, proporciona la falsa apariencia
del origen espontdneo de la vida a partir de materiales inanimados.

Lazaro Spallanzani, genuino sucesor de Leewenhoek en el siglo XvIil com-
bati6é experimentalmente la tesis de la generacién espontdnea de los micro-
bios,.al demostrar que un material orgdnico hervido y sellado hermética-
mente no se corrompia y permanecia libre de microorganismos.

Los idealistas comandados por el abate Needham arguyeron que el cierre
hermético le impedia el acceso al principio espiritual que originaba la vida.

Correspondié a Luis Pasteur, el padre de la Microbiologfa cientifica, acla-
rar definitivamente el problema, a mediados del siglo pasado. Realizé la més
sencilla, pero a la vez méds ingeniosa hazafia experimental en la historia de la
biologia, demostrando que los microorganismos no tienen origen en la trans-
formacién espontdnea de Tos materiales orgdnicos sino que provienen de es-
tructuras microbianas o gérmenes preexistentes que llegan a través del aire o
de otros agentes y se reproducen profusamente al encontrar suficiente hu-
medad y un sustrato alimenticio apropiado. .

Para su demostracion histdrica, Pasteur construyé un matraz con cuello
de cisne, a través del cual podia circular libremente el presunto elam vital
de los espiritualistas. Veamos con sus propias palabras, apartes de la des-
cripcién de su experiencia: «Coloqué en un matraz de vidrio uno de los si-
guientes liquidos que son extremadamente alterables cuando entran en con-
tacto con el aire ordinario: agua de levadura azucarada, grina, jugo de remo-
lacha azucarera y agua de pimienta. Después estiré el cuello del matraz bajo
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una llama, de tal modo que se produjeron en él varias curvaturas... Después
hervi el liquido durante varios minutos hasta que salié vapor libremente por
el extremo del cuello. Esta punta permanecié abierta sin ninguna otra pre-
caucién. Se dej6 entonces enfriar los matraces. Cualquiera que esté familia-
rizado con la sutileza de los experimentos en relacién con la llamada gene-
racién espontdnea quedard asombrado al comprobar que el liquido tratado
de esta manera permanece indefinidamente sin alteracién. Los matraces
pueden ser manejados de cualquier manera, ser transportados de un lugar a
otro, se les puede dejar sufrir todas las variaciones de temperatura de las
diferentes estaciones, que el liquido no sufre la mds ligera alteracién. Des-
pués de uno o més meses en el incubador, si se quita el cuello con una
lima, sin tocar el matraz de cualquier otra manera, después de 24, 36 6 48
horas, comienzan a aparecer mohos e infusorios, tal como es habitual, o
como si se hubiera inoculado en el matraz polvo del aire... En este momen-
to tengo en mi laboratorio muchos liquidos altamente alterables que han
permanecido sin cambiar durante 18 meses, en matraces abiertos con cue-
llos inclinados o curvados».

La naturaleza microbiana de los procesos
de fermentacion, putrefaccion y enfermedad infecciosa

Sobre la base de experiencias similares a la anterior, Pasteur logré conce-
bir explicaciones naturales a tres procesos ecolégicos que se habfan conside-
rado hasta entonces en términos misteriosos 0 sobrenaturales. Son ellos: la
fermentacién, la putrefaccién y la enfermedad infecciosa. Los dos prime-
ros resultaron ser consecuencia de la actividad microbiana sobre los resi-
duos orgdnicos inanimados y no el efecto de ningiin espiritu o diablillo del
licor o de algiin duende de los pantanos. La enfermedad infecciosa aparecié
en sus verdaderas dimensiones naturales, como el fruto de microorganismos
pardsitos, independientes de presuntas fuerzas divinas o demoniacas.

El desarrollo posterior de la microbiologia se encargaria de.valorar la
trascendencia de estos procesos que hacen del mundo microbiano una pode-
rosa fuerza ecoldgica invisible.

Berkeley, Koch y otros microbiologos
destacados de la época de Pasteur

Por supuesto que la aclaracién cientifica de los fenémenos microbianos
antes mencionados, no fue obra exclusiva de Pasteur, pues corresponde a
todo un esfuerzo social que venia acumuldndose desde la antigiiedad. Un
siglo antes ya se habfa sugerido que algunos de los «animalculos» de Leewen-
hoek podrian obrar como agentes patdgenos contagiosos. En relacién con el
cardcter microbiano de las enfermedades infecciosas, 20 afios antes, el fito-
patdlogo inglés ].M. Berkeley habia demostrado que el responsable de la gota
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de la papa era un hongo microscépico, el Phytophthora infestans, sobre el
cual el mismo Berkeley efectud ilustraciones muy precisas.

Las investigaciones de Berkeley, realizadas en la década del 40 del siglo
XIX, respondieron a la tristemente célebre hambre de Irlanda, catéstrofe so-
cial que cobré varios millones de victimas a consecuencia de la devastacién
de los cultivos de papa, por el ataque de la gota. Esta enfermedad sigue sien-
do hoy en dia uno.de los principales problemas fitosanitarios de la papa y el
tomate.

Un contempordneo aleman de Pasteur, el médico rural Robert Koch, esta-
bleci6 el cardcter bacteriano del carbunclo o dntrax del ganado, de la tuber-
culosis y el célera en el hombre. Experimentando con el carbunclo, la peor
de las enfermedades del ganado en su época, Koch desarrollé6 un proceso
légico que después generalizé en los famosos cuatro postulados que llevan
su nombre y de acuerdo con los cuales, para probar que un microorganismo
es el agente causal de una enfermedad determinada, deben cumplirse los
siguientes pasos:

1. Elmicrobio debe encontrarse siempre en el organismo que padece la enfer-
medad y no debe estar presente en los individuos sanos.

El microorganismo debe aislarse en cultivo puro.

Tal cultivo, cuando se inocula en individuos susceptibles debe reprodu-
cir los sintomas caracteristicos de la enfermedad.

4. El microbio debe ser aislado de nuevo de los individuos inoculados y
cultivado otra vez en el laboratorio (Figura 5).

Iluminado por la teoria de Pasteur, acerca del cardcter microbiano de las
enfermedades infecciosas, el escocés Joseph Lister introdujo la técnica de la
cirugfa antiséptica que comprendia desde la abolicién de la venerable pero
mugrienta levita o frac del cirujano tradicional, hasta el tratamiento con aci-
do fénico de todo lo que entraba en contacto con los pacientes, instrumentos
de cirugfa, vendajes, ligaduras, manos de los cirujanos, el rociado del aire y
la aplicacién del germicida en las propias heridas.

Para juzgar realmente el valor del aporte de Lister, basta recordar que en
los hospitales de Munich morf{a hasta el 80% de los pacientes operados, como
consecuencia de la infeccién de las heridas quirirgicas. La introduccién de
las técnicas antisépticas de Lister bajé espectacularmente esta cifra al 0%.

Un siglo antes que Pasteur lograra la inmunizacién contra la hidrofobia
en el hombre, el carbunclo en el ganado y el cdlera en las aves de corral,
Edward Jenner, un médico inglés, habfa realizado una proeza similar con la
mds temible enfermedad de su época, la viruela. Jenner sistematizé observa-
ciones tradicionales de los ordefiadores, de acuerdo con las cuales estos so-
brevivian con mayor frecuencia a las catastréficas epidemias de viruela. Como
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Figura 5: Representacicn de los postulados de Robert Koch.

lo pudo constatar experimentalmente, los ordeiladores se inmunizaban al
contraer el cowpox o viruela dé los vacunos, una forma benigna de la enfer-
medad, que pasaba de las pustulas de las ubres a las manos.

El artfculo cientifico en el cual consigné Jenner sus investigaciones fue
rechazado por la Real Academia Britdnica y como si esto fuera poco, el emi-
nente pero modesto médico rural fue objeto de todo tipo de mofa y ridiculi-
zacion, asi lo demuestra una caricatura del siglo XVIII, en la cual se insinia la
transformacién de las personas en monstruos vacunos, como consecuencia
de la vacunacion practicada por Jenner.

También en su tiempo,‘:._l‘fj@ebié soportar los ataques de sus colegas
britdnicos y Pasteur la persecucién de sectores recalcitrantes de los gremios
de médicos y veterinarios francesgs. quienes por sus concepciones elitistas
no podfan concebir que un simple laboratorista quimico, incursionara en
terrenos presuntamente restringidos a los doctores de la época. Ir6nicamen-
te, correspondi6 a aquel técnico de laboratorio, sin cartén de médico, la fun-
dacién de la medicina y la veterinaria cientificas sobre la base de sus aportes
microbiolégicos, los cuales fueron definitivos en el terreno de la salud hu-
mana y animal.

Estos hechos demuestran que también la Microbiologfa debié abrirse paso
en franca lid contra la supersticién, el oscurantismo vy los privilegios so-
ciales.
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La Microbiologia moderna y contemporanea, como fruto
de los aportes de Pasteur y otros investigadores de su época

Alguien afirmé que la verdad es muy simple, después de que otros ya la
han establecido. Por ello, nos parecen extraordinariamente sencillos los apor-
tes de los padres de la Microbiologia. No obstante, sus descubrimientos fue-
ron determinantes en la historia de la humanidad, al sefialarse rumbos defi-
nitivos al bienestar y a la cultura.

Implicaciones industriales: Respondiendo a las exigencias sociales de
su época y de su regién, la provincia vinicola de Lille, Pasteur aclard el feno-
meno de la alteracién de los vinos como consecuencia de la actividad de
bacterias tipo espirilos. Estos microbios légicamente no se observan en un
vino de condicién normal, en el cual se desarrollan las células de la levadu-
ra, responsables de la fermentacién alcohélica corriente.

El origen de la pasteurizacién: Demostrando una capacidad excepcio-
nal para combinar la teoria y la prictica, Pasteur no sélo aclaré el problema
tedrico, sino que para resolverlo ideé un procedimiento tan ingenioso y prac-
tico, como sencillo: el tratarniento con calor suave, después de que la fer-
mentacion inicial habia transcurrido. Asi{ se eliminaban los vibriones perju-
diciales pero se conservaban el aroma y otras propiedades importantes del
licor. Se trata del conocido proceso de pasteurizacién, llamado asf en honor
de su descubridor y el cual constituye en la actualidad la base de la protec-
cién antimicrobiana, no sélo del vino y otros licores, sino de la leche, el
yogur, los jugos de frutas y otros alimentos. El proceso se realiza hoy en
plantas apropiadas, calentando rapidamente a 71°C por 15 minutos o a 63°C
durante 30 minutos y enfriando después instantdneamente.

Aplicaciones industriales de la técnica del cultivo puro: Gracias a la
técnica del cultivo puro ideada por Koch, hoy en dia pueden cultivarse en el
laboratorio microbios ttiles. Estos se incrementan en grandes plantas que
pueden alcanzar una capacidad hasta de 60.000 litros.

Basta con suministrarles un sustrato alimenticio apropiado, a menudo
cosas muy elementales, por ejemplo, el azicar contenido en el guarapo de
cafa o en el jugo de uvas; alli se multiplican rdpidamente. Después, pueden
extraerse de ellos muchas substancias ttiles, como alcoholes, dcidos, vitami-
nas, hormonas, antibiéticos, o proteina para alimentacién humana o animal.

Escherichia coli, habitante natural del intestino del hombre y de los
animales, es capaz de desdoblar doscientas veces su propio peso de lactosa
en una hora; un hombre tardaria treinta afios en hacer algo equivalente
(Figura 6).

Aplicaciones del principio del matraz cuello de cisne: Por medio de
sus famosos matraces de cuello de cisne, Pasteur demostré que si se elimina-
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ban los invisibles microbios del aire, las sustancias vegetales y animales po-
drian permanecer indefinidamente incorruptas. Asi convencié al mundo ilus-
trado de la bondad de los métodos empleados por el cocinero Appert, medio
siglo antes, hirviendo los alimentos y conserviandolos en vasijas hermética-
mente cerradas. La experiencia de los matraces no sélo aclaré un gran pro-
blema teérico de la biologia, sino que de carambola le proporciond bases
cientificas a la industria de las conservas, uno de los logros tecnoldégicos mds
ttiles del dltimo siglo.

Hablando del laboratorio de Microbiologfa, se pueden citar aplicaciones
tan utiles del mencionado principio del matraz de Pasteur, como el empleo
de tubos de ensayo y erlenmeyers con tapdn de algodén y la famosa caja de
Petri, para el cultivo puro de microorganismos. Mientras en el matraz de
Pasteur los microorganismos del aire circulante se decantan por gravedad en
la curvatura inferior del cuello, en la caja de Petri se detienen en la parte
inferior de la tapa, y en los erlenmeyers y tubos de ensayo, en el tapén de
algodén (Figura 7).

Implicaciones agricolas: En sus aspectos microbianos, la agricultura cien-
tifica también se inicia con Pasteur. Beijerinck y Winogradsky prosiguen los
estudios de su maestro francés en el drea de las transformaciones microbia-
nas del suelo y aclaran fenémenos tan importantes en la agricultura como los
procesos de nitrificacién y fijacién del nitrégeno. Las técnicas modernas de
fertilizacién no habrian sido posibles sin esa labor pionera de los microbig-
logos del suelo.

- En el campo fitosanitario, los aportes de Pasteur y Koch hicieron posible
el surgimiento del estudio cientifico de las enfermedades de las plantas o
Fitopatologia.

El estudio de la pebrina, una enfermedad microbiana del gusano de seda,
producida por un protozoarie, inicid otro campo de gran importancia practi-
ca para la prevencion y el control de las enfermedades de insectos benéficos,
v en sentido contrario, sent¢ las bases del control microbiolégico de las pla-
gas insectiles, mediante la utilizacidn de hongos, bacterias y virus pardsitos
de insectos perjudiciales. Sorprende la simplicidad de los materiales utiliza-
dos por Pasteur en este tipo de investigaciones, a través de las cuales resol-
vio un grave problema a la industria de la seda natural en Francia.

Implicaciones pecuarias: Muchas de las investigaciones adelantadas por
Pasteur y Koch, respondieron a las exigencias prdcticas del desarrollo gana-
dero de Europa en el siglo pasado. El caso mds conocido es el del carbén
bacteriano antes mencionado. Los experimentos de control preventivo de
esta enfermedad mediante la vacunacién con bacterias debilitadas, fueron
realizados por Pasteur publicamente con el fin de enfrentar eficazmente la
oposicién de los circulos médicos y veterinarios.
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TN Figura 6. La alta capacidad de
'ﬁ metabolismo de Escherichia
' coli perinite su rdpido creci-
miento en pocas horas.

Figura 7. Aplicaciones del prin-
cipio del matraz cuello de cis-
ne en el laboratorio.

A partir de la labor pionera de los fundadores de la Microbiologia cienti-
fica se pudieron mejorar los procesos de la industria lactea, el curtido de
cueros y el ensilaje.

Implicaciones médicas: En el terreno de la salud, los aportes de esta
pléyade de superhombres dividié la historia humana, marcéndole el paso a
la vida civilizada. Nunca un grupo tan pequeiio de hombres, logré salvar
tantas vidas. A consecuencia de sus descubrimientos, uno de los jinetes del
Apocalipsis resulté «herido de muerte». L.a peste, como simbolo de las epi-
demias catastréficas, pasé a la historia.

Todas las técnicas médicas y sanitarias que han permitido controlar o
atenuar enfermedades tan graves como el sarampién, la peste bubdnica, la
sifilis, la viruela, la tosferina, la tuberculosis, la poliomielitis y el tétano,
entre otras, se desarrollaron sobre los aportes bésicos de los «cazadores de
microbios» del siglo pasado, como los llamé Paul de Kruif, en una de las
obras més interesantes sobre divulgacién de la historia de la Microbiologia.
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La teorih sobre la naturaleza microbiana de las enfermedades infecciosas ha
permitido el desarrollo de las mds variadas técnicas de medicina preventiva,.
ingenieria sanitaria y terapia quimica de las enfermedades, desde las mds
simples como el lavado de las manos, el tratamiento de las heridas y el con-
sumo de agua hervida, hasta los modernos acueductos y alcantarillados, los
quiréfanos ultramodernos, el control de insectos transmisores de enferme-
dades, los antibiéticos de potencia increible, las técnicas avanzadas de vacu-
nacioén, etc.

Ademds de los «cazadores de microbios» que se han considerado, mu-
chos otros hicieron aportes definitivos en el ultimo siglo. Corriendo el riesgo
de ser injustos al omitir nombres importantes, adicionamos a la lista los si-
guientes: Los dos Emilios de la Difteria, Roux y Behring, desarrollaron la
antitoxina diftérica; Teobaldo Smith demostré que la garrapata transmite el
protozoario causante de la fiebre tejana en el ganado; David Bruce comprobd
la transmisién por la mosca tse tse del Trypanosoma causante de la enferme-
dad del suefio; Ronald Ross y Batista Grassi demostraron la transmisién por
el zancudo Anopheles del protozoario que produce el paludismo; Carlos Fin-
lay y Walter Reed, aclararon la transmisién del virus de la fiebre amarilla por
un pequefio mosco; Cruz, cientifico brasilefio, demostrd la transmisién del
mal de chagas por el pito, o chinche reduvido; Pablo Erlich, el padre de la
quimioterapia, al descubrir un compuesto de arsénicoque controlaba el Tre-
ponema pallidum, la bacteria espiralada que produce la sifilis; Domagk, el
descubridor de las sulfas como antibacteriales; Eleming, Florey y Chain, los
descubridores de la penicilina; wanowski, Bawden, Stanley, Pirie y Herelle,
descubridores de los virus; Metchnikoff, descubridor de los fagocitos, los
glébulos blancos, «soldados» que engullen las bacterias invasoras del orga-
nismo.

En los planos teérico, filoséfico y cultural, las tesis sobre la naturaleza
microbiana de las enfermedades han contribuido notablemente en la lucha
contra las ideas atrasadas, derrotando en la cabeza de los hombres los ejérci-
tos de duendes y espiritus malignos o benignos.

Y para concluir este recuento histérico, un motivo de reflexién: En Co-
lombia como en el resto de los pafses inapropiadamente denominados sub-
desarrollados, las llamadas enfermedades hidricas o infecciones gastrointes-
tinales constituyen la primera causa de mortalidad. De acuerdo con las pro-
pias estadisticas oficiales, estas afecciones ocasionan alrededor de 50.000
defunciones, anualmente. En diez afios la cifra superaria ampliamente el
monto total de victimas de la violencia politica, en la década del 50, cuyo
recuerdo tanto conmueve a la opinioén publica.

En los barrios marginados de las ciudades y en las veredas campesinas,
las muertes de los nifios por diarreas y vémitos constituyen uno de los fené-
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menos més corrientes. La desnutricién, la falta de agua potable y de letrinas,
la proliferaciéon de moscas y el desconociiniento de las minimas normas de
higiene se combinan infernalmente para definir este cuadro desolador de la
salud, uno de los peores del mundo, aunque se diga lo contrario.

Desde el punto de vista del conocimiento tedrico y de las técnicas sanita-
rias, el problema de estas enfermedades fue solucionado hace un siglo por
Pasteur y colaboradores. ;No nos estard demostrando este hecho con clari-
dad meridiana, que el conocimiento cientifico es una condicién necesaria
pero no suficiente y mucho menos determinante en la solucién de los pro-
blemas de salud y en general en el bienestar de los pueblos?

:No reflejard esta situacién el trasfondo de una estructura econémica y
politica caduca y completamente inadecuada y refractaria a la aplicacién de
los avances cientificos y al progreso social en general?
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SEGUNDA PARTE

El desarrollo de la Microbiologia
en el siglo XX

Introduccion

El intenso avance de la Microbiologfa en este siglo no hubiese sido posi-
ble sin la labor pionera de aquellos «cazadores de microbios» cuyas princi-
pales cualidades fueron la curiosidad, la paciencia, la persistencia y la crea-
tividad. '

Como se dijo con anterioridad, la historia del hombre en relacién con los
microorganismos equivale al conocimiento y dominio gradual de esta fuerza
ecolégica. Abordar el desarrollo de la Microbiologia en este siglo es un tema
dificil y complejo, pues los principios bésicos de otras ciencias pasan a ser
esenciales para entender su avance; igualmente los descubrimientos en esta
drea se tornan fundamentales para otros campos del conocimiento y refuer-
zan nuestra conviccién de considerar a los microorganismos como los tra-
bajadores anénimos de la naturaleza.

En este aparte se pretende presentar una secuencia de algunos de los
principales sucesos cientificos ligados a la Microbiologia, ocurridos en lo
que ha transcurrido del siglo y que han contribuido a entender las bases de la
vida y al mismo tiempo a ubicar esta drea del conocimiento en un lugar de
vanguardia. Se ha optado por organizar la informacién por periodos de 20
afos, a partir de 1900.

En los albores del siglo XX

Los dltimos afios del siglo XIX correspondieron a una época en la cual la
Microbiologfa pasé de la nifiez a la adolescencia. Entre 1880 y 1900 queda-
ron sentadas las bases para el desarrollo posterior de esta ciencia.

Pasteur y Koch personificaban dos escuelas de pensamiento a las cuales
acudian estudiosos de todo el mundo y sus discipulos propalaron y enri-
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guecieron sus ideas en Europa y toda América. Presentemos un resumen del
avance en el conocimiento de la Microbiologia en los albores del siglo XX.

Se habia rebatido la teoria de la generacién espontdnea, demostrado la
naturaleza microbiana de los procesos de fermentacién, putrefaccion y en-
fermedad infecciosa y la especificidad metabdlica microbiana implicita en
dichas actividades.

Varios investigadores habian reconocido que las levaduras estdn involu-
cradas en los procesos de fermentacién; sin embargo, correspondié a Pasteur
demostrar que la produccién de alcohol y dcidos organicos por microorganis-
mos estaba ligada al metabolismo bédsico que permitia la vida sin aire. Actual-
mente se conoce que mientras todas las formas de vida multicelulares, plan-
tas y animales, dependen del metabolismo aerébico, al igual que muchas bac-
terias del suelo y otros microorganismos, algunos tienen metabolismo anae-
rébico, y otros pueden vivir en cualquiera de las dos condiciones.

A pesar de la claridad de pensamiento que caracterizé a Pasteur, se con-
virtié en el principal defensor de la teoria vitalista, que sostenia que las acti-
vidades quimicas que llevan a cabo los tejidos vivos no se podian realizar en
condiciones de laboratorio y categorizaba las reacciones como «quimicas» o
«vitales». Segin €1, los maravillosos cambios que tienen tugar en la transfor-
macion del jugo de frutas en vino, eran «vitales» y s6lo podian realizarlos las
células vivas de levadura.

No obstante los grandes adelantos en quimica, esta controversia persistié
hasta fines del siglo, cuando los quimicos alemanes Edward y Hans Buchner
(1897} demostraron que una sustancia extraida de las células de levadura
podia producir fermentacién alcohdlica fuera de la célula viva. A esta sus-
tancia se le denominé «enzima», de la palabra griega zyme que significa
levadura o fermento. Se’demostré asi que una reaccién vital era quimica, y al
mismo tiempo se refutd la teoria vitalista. Este trabajo constituye un aporte
pionero en el campo de las enzimas.

Estos nuevos conocimientos permitieron que en dicha época se emplea-
ran cultivos puros de levaduras y bacterias para producir tipos especiales de
fermentaciones de valor industrial, por ejemplo, para la fabricacién comer-
cial del vinagre, la mantequilla y el queso. El uso de la técnica de pasteuriza-
cién permitié aislar microorganismos fermentantes.

Las bases del concepto de los seres vivos constituidos por los mismos
componentes quimicos y fisicos de los entes inanimados y obedeciendo a las
mismas leyes quimicas y fisicas, quedaron sentadas en las postrimerias del
siglo XIX, sin embargo, seria en el transcurrir del siglo XX cuando se acepta-
rian teérica y prdcticamente, abriendo campo ilimitado a la investigacién.

Un sinntimero de investigadores desde diferentes dreas del conocimien-
to, se dedicaron a estudiar los microorganismos como agentes causales de
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enfermedades en el hombre, los animales'y las plantas, y encontraron en
muchos casos respuestas afirmativas. La teoria de los gérmenes Qatogenos y
procedimientos para confirmarla se tornaron paradigmaticos. ¢

Asi como algunos de estos mindsculos seres vivos generan enfermeda-
des, también en ellos se encuentra la alternativa de prevencion, a través de la
vacunacién con microorganismos atenuados o muertos, o las antitoxinas co-
rrespondientes. En relacién con vacunas, ademds de Jenner y Pasteur, recor-
demos a Emil von Behring y Shibasaburo Kitasato (1890), quienes con su
trabajo con los agentes causales de la difteria Corynebacterium diphteriae y
el tétano Clostridium tetani, idearon el método para producir inmunidad
‘contra las infecciones causadas por estos organismos, mediante la inyeccién
de sus toxinas (antigenos) en animales; en esta forma obtenfan su antitoxina
{anticuerpo). Las reacciones antigeno-anticuerpo son sumamente importan-
tes en el establecimiento de los principios de inmunidad y constituyen los
pilares de la moderna serologia e inmunologia. La obtencién y utilizacién de
las vacunas prob6 la respuesta inmune pero ain quedaban por entender los
fundamentos de esta respuesta.

Con los avances tecnolégicos logrados y la disponibilidad de mejores
técnicas, el trabajo de los «cazadores de microbios» se hizo mds eficiente: el
perfeccionamiento del microscopio compuesto, con lentes que amplifican
1.000 veces, fue fundamental; el microscopio éptico moderno es obra en su
mayor parte de Ernest Abbe (1840-1905) quien mejord el sistema 6ptico e
introdujo el objetivo de inmersién y el condensador de Abbe (debajo de la
platina); las técnicas de aislamiento, cultivo y caracterizacién de los micro-
organismos incrementaron el conocimiento sobre la morfologia de bacterias,
hongos, protozoarios y algas, y permitieron vislumbrar la existencia de otros
«organismos mds pequenios», los cuales fueron llamados virus filtrables; la
caja de Petri ideada por Richard J. Petri (1887), discipulo de Koch, la Tincién
de Christian Gram (1894), la invencién del autoclave y los filtros bacterianos
por Chamberland [1884), el uso del agar como agente solidificante y las téc-
nicas de cultivo puro de Koch, entre otros, conformaron un cimulo de expe-
riencias v aportes que ain persisten con pequefias modificaciones.

Los aportes visionarios, pioneros de la moderna quimioterapia sucedie-
ron precisamente en las postrimerias del siglo XIX; la anestesia y su adminis-
tracién a los pacientes a ser intervenidos, proviene de esa época, igualmente
el uso de antisépticos durante la cirugia, por Lister (1865-1869).

Los primeros estudios sobre microbiologia del suelo se efectuaron a fina-
les del siglo XIX. Sergei N. Winogradsky (1856-1933) y Martinus W. Beije-
rinck (1851-1933), hicieron importantes aportes al elucidar el papel que des-
empeiian las bacterias del suelo en la fijacién de nitrégeno atmosférico; ade-
mads, Beijerinck en 1888 realizé aislamientos de rizobios que desarrollan sim-
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biosis con leguminosas, y de bacterias de vida libre como Azotobacter, am-
bos con la particularidad de fijar N,.

A finales del siglo XIX, el clima intelectual en torno a la discusién sobre
el origen de las especies y su evolucién era un caldo de cultivo enriquecido;
las teorias de Jean Baptiste Lamarck, Charles Darwin y Alfred Russell Walla-
ce constituian temas de controversia; igualmente, Malthus habia postulado
su hipétesis de crecimiento humano y alimentario. Se conocian los trabajos
de genética de Mendel que arrojaban luces sobre la herencia; la Biologia,
Microbiclogia, Quimica y Bioquimica, competian y ganaban un espacio que
revolucionaria y enriqueceria las ciencias de la vida, y se engrandecerian a
su vez con los logros en las demds dreas del conocimiento.

Siglo xX: El siglo de la luz

1900 - 1920

A comienzos del siglo se aceptaban plenamente los conceptos y teorfas
de Mendel y sus estudios eran repetidos en forma independiente por Hugo
de Vries, Carl Correns y Ernst von Tschermak; esto marcé el inicio de la
Genética como disciplina biolégica y permitié a Walter Sutton proponer for-
malmente en 1902 la teoria cromosémica de la herencia, la cual sostenia
que los factores hereditarios o genes residian en los cromosomas del nicleo.
La evidencia que sustenté esta teoria fue acopiada por varios investigadores
en los afios que siguieron, hasta lograr su plena aceptacién en 1916. A este
avance contribuyeron varios genetistas bajo la direccién de Thomas Hunt
Morgan en la Universidad de Columbia, quienes demostraron, utilizando la
mosca de la fruta Drosophila melanogaster, que la transmisién de ciertos
genes era paralela a la del cromosoma que los contenia. El nacimiento del
siglo también se caracterizé por especial atencién al conocimiento de aque-
llas entidades a cuyo misterioso mundo abrieron la senda Adolf Mayer,
Iwanowsky y Martinus W, Beijerinck: los virus.

El afén por establecer la relacién entre los mosquitos y la fiebre amarilla
llevé a Jesse Lazear, colaborador de Walter Reed, a convertirse en conejillo
de indias y entregar su vida para probar la hipétesis del desordenado, y para
muchos chiflado, Carlos Finlay, quien hacia 1900 sostenia que esta enferme-
dad era causada por efecto de la picadura de un mosquito.

Aungue Walter Reed, quien habia llegado de Washington a Cuba con 6r-
denes de «dedicar atencién especial a las cuestiones relativas a la causa y
manera de prevenir la fiebre amarilla», lamenté lo sucedido a Lazear, pensa-
ba que era necesario que algunos hombres murieran para salvar a otros hom-
bres. Su trabajo lo llevé a demostrar que un mosquito era el vector de la
enfermedad, en tanto que James Carrol, también colaborador suyo, después
de superar un ataque de fiebre amarilla contraida experimentalmente, esta-
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blecié que el agente causal de la enfermedad pasaba a través de filtros de
porcelana a prueba de cualquier microbio visible, en las condiciones de la
época. Quince afios después Smith y Bonquet hallarfan el mismo tipo de
relacién entre insectos y enfermedades virales de las plantas.

El premio Nobel fundado en 1895 para recompensar a las personas que
en el curso del dltimo afio hayan prestado los mayores servicios a la huma-
nidad, segun frase testamentaria de su fundador Alfred Nobel, se convirtié
en un estimulo para los hombres de ciencia y algunos microbiélogos lo obtu-
vieron como reconocimiento a sus esfuerzos por ayudar a la humanidad a
comprender sus relaciones con el mundo microbiano.

Emil von Behring fue premiado en 1901 por su descubrimiento acerca de
la antitoxina diftérica y la introduccién de la llamada en ese momento, vacu-
nacién activa o sueroterapia contra el peligroso Corynebacterium diphthe-
riae, agente causal de la difteria, consistente en la utilizacién terapéutica de
sueros humanos o de animales, que poseia un.elevado titulo de anticuerpos.

Ronald Ross (Nobel 1902) en sus estudios de la relacién mosquito-agente
causal del paludismo, logré describir el ciclo de vida del parésito en el cuer-
po de las aves y proporciondé la base para la identificacién del patégeno en
los humanos. :

Robert Koch (Nobel 1905), mediante la aplicacién sistemética de sus pos-
tulados, logré aclarar la etiologia de enfermedades tan graves como la tuber-
culosis en los humanos Mycobacterium tuberculosis, el carbén bacteriano o
dntrax de los bovinos Bacillus anthracis, entre otras.

Los estudios morfolégicos a nivel citolégico y tisular permitieron a Ca-
milo Golgi y Santiago Ramén y Cajal, contribuir al conocimiento de la es-
tructura fina del sistema nervioso; de paso llegaron al descubrimiento de
estructuras que luego se llamaron células de Golgi y aparato de Golgi. Los
dos ganaron el Nobel en 1906.

Los estudios llevados a cabo por Elie Metchnikoff acerca de la fagocitosis
en el endodermo del tubo digestivo, le permitieron desarrollar su teoria de
que los fagocitos no sélo digerfan el alimento sino que se ocupaban de defen-
der el organismo produciendo anticuerpos contra la infeccién por parésitos;
ésta se convirtié en la generadora de la controversia entre la teorfa celular y
la teorfa humoral de la inmunologfa. La primera sostenia que la respuesta
inmunolégica del organismo era mediada por una célula, el linfocito, y la
segunda asignaba la reaccién al anticuerpo, sustancia contenida en solucién
en el suero y otros humores del organismo. Metchnikoff compartié el Nobel
con Paul Ehrlich en 1908. Este tltimo se constituyé en el fundador de la
quimioterapia moderna por su biisqueda de «balas mégicas»; su mayor éxito
lo alcanzé con el experimento del compuesto 606 o arsfenamina, empleada
para el tratamiento de la sifilis.
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Por esta misma época se registraron evidencias de la relacién entre la
actividad enzimética de microorganismos (hongos y bacterias) y la sintoma-
tologia de algunas enfermedades infecciosas de las plantas; se determiné
que aquellas enzimas capaces de disolver los elementos de unién de las cé-
lulas vegetales (pectatos], inducian pudriciones blandas y otras alteraciones
caracteristicas en los tejidos que atacaban.

En el campo de la quimica celular, Albrecht Kossel hizo valiosos aportes
con sus estudios acerca de las nucleinas (nucleoproteinas o dcidos nuclei-
cos) que ya habian sido descritas por Friedrich Miescher en 1871, al aislar
una sustancia 4cida de los nicleos de los leucocitos. Asi, Kossel inici6 el
estudio de la quimica de la herencia, al lograr identificar las bases purinicas
y pirimidinicas, al igual que una sustancia a la que dio el nombre de histona.
Gané el Nobel en 1910.

El cardcter genético o hereditario de la resistencia a enfermedades ocupé
a otros investigadores como Biffen, quien en 1905 describi6 la herencia men-
deliana y la resistencia a la roya en dos variedades de trigo y su progenie;
Orton por su parte, establecid la diferencia entre resistencia, escape y tole-
rancia a marchitamientos. La pérdida de resistencia de algunas variedades
de plantas a infecciones microbianas permitié encontrar que ello se debfa a
la habilidad de ciertos microorganismos para producir variantes morfolégi-
camente indistinguibles dentro de sus especies, las cuales fueron denomina-
das razas fisioldgicas.

Las dos primeras décadas de este siglo permitieron a otros cazadores de
microbios llegar a nuevos descubrimientos: la asociacién de protozoarios
con plantas de la familia Euphorbiaceae, la identificacién de uno de tales
organismos como agente causal de la malaria, el cual fue denominado Hae-
mamoeba laverani, actualmente Plasmodium sp, estudio que junto con el de
su papel en la transmisién de enfermedades le valié a Charles A. Laveran el
Nobel en 1907; los avances en aspectos de morfologia, clasificacién y méto-
dos de trabajo con nematodos fitoparésitos (cuya primera especie fue descu-
bierta por Needham en 1743); los estudios de Charles Richet sobre anafilaxia
o reacciones alérgicas de cardcter inmediato y generalizado como consecuen-
cia de la administracién de determinadas sustancias antigénicas o toxicas, le
permiti6 al mencionado investigador obtener el Nobel en 1913. Los ensayos
preliminares en cultivo de tejidos, técnica por medio de la cual Alexis Carrel
(Nobel 1912) logré mantener vivo durante varios afios un cultivo celular,
sentaron las bases para la cirugfa cardiovascular y el trasplante de dérganos.
El cultivo de tejidos facilité el desarrollo de estudios y experimentacion con
virus. Hacia 1919, Jules Bordet analizé, en colaboracién con su cuiiado Octa-
ve Gengou, el proceso biolégico denominado «fijacién del complemento», el
cual es adicional al sistema de los anticuerpos y al activarse produce disrup-
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cién de las membranas celulares y como consecuencia causa la destruccién
de células o Je microorganismos.

1920 - 1940

A mediados de la década del 20, F. Parker y R.N. Nye reprodujeron virus
usando con éxito técnicas de cultivo de tejidos; otros investigadores como
Ernest Goodpasture utilizaron embriones de pollo (1931) para el cultivo de
otros virus, con lo cual facilitaron su estudio y lograron avances en la inves-
tigacién de los mismos. En 1934 se inicié la era del cultivo de tejidos, sus
aplicaciones permitieron el estudio de tumores producidos por Agrobacte-
rium tumefaciens.

Las investigaciones que apoyaban la afirmacién de que los genes estaban
formados por dcidos nucleicos, pasaron por mucho tiempo desapercibidas
debido a que se pensaba que el ADN no podia ser el material hereditario. En
1928, Frederick Griffith realizé una curiosa observacién con dos cepas de la
bacteria Streptococcus pneumoniae: una cepa lisa (S}, virulenta y letal la
cual, al ser inyectada en un ratén ocasionaba que desarrollara neumonia y
muriera; la otra, una cepa rugosa (R}, avirulenta.

Observé con gran sorpresa que cuando inyectaba una mezcla de células
S inactivadas por calor y células vivas de las cepas R, el ratén moria. Las
células S inactivas y las células R vivas no podian convertirse espontdnea-
mente en las células S vivas que se aislaban del ratén muerto. En las células
vivas R avirulentas tenfa que haber una sustancia capaz de convertirlas en
letales. Concluyé que la capacidad de cambiar una célula avirulenta a una
forma genética nueva, en este caso virulenta y estable, estaba en una molécu-
la libre que era transferida de la bacteria donadora (S) a la receptora (R) y que
esta sustancia era la responsable de la herencia. A este proceso se le llamé
Transformacién (Figura 8). Debieron transcurrir aproximadamente quince
afos, antes de tener respuestas a Jos interrogantes que planteé este experi-
mento.

Retomando el hilo de los acontecimientos en orden secuencial, en 1929,
un descubrimiento importante aboné el camino de la quimioterapia: el bac-
teriélogo escocés Alexander Fleming publicé acerca de la accién antibacte-
riana de cultivos de la especie fungosa Penicillium notatum la cual mataba a
la bacteria Staphylococcus aureus cuando el hongo contaminaba accidental-
mente las placas de cultivo (Figura 9). En la década del 30, continuaron los
descubrimientos de agentes quimioterapéuticos y a principios de la década
del 40 el microbiélogo Selman Waksman registré varios microorganismos
del grupo de los actinomicetos con propiedades antibiéticas, la estreptomi-
cina producida por Streptomyces griseus llegé a ser la méds conocida. Los
antibiGticos se conocieron desde mediados del siglo XIX, pero su uso clinico
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data de 1940, cuando la presién por el nimero de muertos en el campo de
batalla de la Segunda Guerra Mundial llevé a los dirigentes a buscar alterna-
tivas, no a la guerra, sino al fratamiento de la infeccién de las heridas causa-
das por microorganismos patogénicos.

Donadora Receptora
Transformacion ‘ =y g\
ADN libre
ADN bacteriano .
Transduccién ‘ Lisis @ Vlfé
Plismido

Conjugacién

Figura 8. Procesos de transformacion, conjugacién y transduccion.

A finales de la década del 20, la observacién detallada de plantas que
presentaban anormalidades como achaparramientos, crecimiento excesivo,
tumores, etc., indujo a muchos investigadores a buscar desbalances en los
niveles de reguladores de crecimiento, Kurosawa en 1926 demostré que po-
dian obtenerse pldntulas de arroz excesivamente altas al ser tratadas con
filtrados del hongo Gibberella (Fusarium); en 1933 y 1934 Tanaka y Clayton
involucraron la presencia de toxinas, al encontrar que filtrados del hongo
Alternaria y de la bacteria Pseudomonas tabaci causaban manchas necréti-
cas en frutos de pera y hojas de tabaco respectivamente. En 1939, Yabuta y
Hayashi demostraron que el componente activo del filtrado responsable de
la elongacidn excesiva de las plédntulas de arroz afectadas por el hongo Gib-
berella, era un regulador de crecimiento llamado giberelina.

En 1935, Wendell Stanley cristalizé el virus del mosaico del tabaco (TMV)
y demostré que estaba compuesto principalmente por proteinas; al compro-
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Figura 9. Antibiosis pro-
ducida por la bacteria
Bacillus sp sobre el hon-
go Rhizoctonia Solani.

barse la capacidad infectiva de los cristales cuando se inoculaban en un hos-
pedero, la controversia acerca de su caracter bidtico se reanudé con mayor
vigor. Por este descubrimiento se concedié a Stanley el premio Nobel de
Quimica en 1946.

En 1937 Frederick Bawden y Norman Pirie, determinaron que el virus
del mosaico del tabaco ([TMV) estaba compuesto de ARN y que otros virus
tenian ADN o ARN. Ademds, concluyeron que los 1inicos componentes esen-
ciales para el virus son una cubierta de proteina que le sirve de proteccién y
el dcido nucleico. Aproximadamente desde 1940, se ha aplicado exclusiva-
mente el nombre de virus a particulas de tamafio muy pequefio y naturaleza
acelular, que sélo infectan y se replican en el interior de las células del hos-
pedero.

Los adelantos en materia de microscopia favorecieron el estudio de los
virus: en 1911 se inventd el microscopio de fluorescencia y en 1929 Ernst
Ruska, formando parte del grupo de cientificos dirigido por Max Knoll y A.
Mathias en el Politécnico de Berlin, desarrolld los lentes electrénicos de
deflexién magnética de corta distancia focal. En 1939 con base en este tra-
bajo, los Laboratorios Siemens y Halske de Berlin lanzaron el primer mo-
delo comercial. Este instrumento fue utilizado ese mismo afio por Kausche
y colaboradores para observar particulas virales, y encontrar que estas pe-
quefias entidades presentan diversidad de aspectos. Se cuenta ya en esta
época con técnicas de separacién de moléculas mediante centrifugacién y
electroféresis.
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Los adelantos de estas dos décadas permitieron a los investigadores plan-
tearse interrogantes sobre los mecanismos de la herencia: cémo se transmi-
ten los caracteres de una generacién a otra y c6mo los cambios del material
hereditario se expresan en los organismos. Los genetistas empezaron a ex-
plorar la indole del gen, su estructura, composicién, propiedades y papel en
la quimica interna de los organismos vivos.

1940 - 1960

En 1940, Max Delbriick y Salvador Luria, emprendieron estudios con
bacteriéfagos, concentrando su investigacién en un grupo de siete virus,
emparentados entre si, que atacaban a la bacteria Escherichia coli, habitante
normal del intestino humano. Estos, fueron enumerados T1 a T7; el analisis
quimico de ellos revel6 que sencillamente consisten de ADN y proteina, las
dos principales moléculas, contendientes en la década del 40 para hacer el
papel de material genético. Los genes virales, material hereditario por el cual
se forman nuevos virus dentro de la célula bacteriana tenfan que estar en la
proteina o en el ADN. Si se pudiese determinar en cuél de los dos estaba, se
identificaria quimicamente el gen.

Hacia 1941, George Beadle y Edward Tatum publicaron los resultados de
sus estudios sobre el control genético de las reacciones bioquimicas en el
hongo Neurospora. Valiéndose de rayos X para incrementar la tasa de muta-
ciones, analizaron los mutantes y sus rutas metabdélicas. Se comprobé que
varias mutaciones afectaban la actividad de determinadas enzimas, lo cual
los 1lev6 a afirmar que la mutacién que ocurre en un gen se puede correlacio-
nar con la pérdida de la funcién de una enzima. Basdndose en estos experi-
mentos, lo que les mereci6 el Nobel, formularon la hipétesis de que cada gen
es responsable de la produccién de una enzima.

En 1943 O.T. Avery y sus colaboradores, basdndose en los experimentos
de transformacién que habia realizado Griffith con neumococos, tomaron los
extractos celulares de las bacterias transformadas, destruyeron selectivamente
sus moléculas componentes, una tras otra, y demostraron que el ingrediente
activo que convertia bacterias avirulentas en virulentas, era el ADN y que
ademads esta molécula podia autoduplicarse, o sea, que se podia obtener de
los descendientes transformados, mucho més ADN con la misma capacidad
de transformacidn.

Durante muchos afios, se pensé que las bacterias se reproducian sola-
mente por fisién binaria. No se posefa ninguna prueba de reproduccién sexual
entre ellas hasta 1947, cuando J. Lederberg y E.L. Tatum obtuvieron eviden-
cias indirectas de que E. coli podia reproducirse sexualmente; algunos afos
después se observé al microscopio el apareamiento en esta bacteria. A este
fenémeno se le denomind conjugacién. La primera descripcién del proceso
se hizo en la cepa K-12 de E. coli.
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Hoy se conoce que en este sistema, la diferenciacién sexual y la capacidad
de conjugacién dependen de la presencia intracelular de un elemento gené-
tico extracromosémico que se llamé factor sexual o de fertilidad (F), conoci-
do como plasmido F o plasmido conjugante.

En 1952 los genetistas A.D. Hershey y Martin Chase hicieron una serie de
experimentos con virus, los cuales aportaron evidencias adicionales de que
el ADN era el material hereditario basico. Ellos demostraron que los bacte-
riéfagos logran reproducirse mediante la inyeccién de su ADN en las células
bacterianas, dejando la mayor parte de su proteina en el exterior. Estos resul-
tados evidenciaron toda la importancia del ADN en la multiplicacién de los
bacteriéfagos y, para muchos fue el experimento decisivo para concluir que
éste era el material genético.

En contraposicidn a los sistemas de transferencia genética bacteriana des-
critos anteriormente, que requieren el contacto célula-célula o la captacién
celular del ADN desnudo (en los casos de la conjugacién y transformacioén,
respectivamente), en 1952 se demostré la transferencia de material genético
mediada por bacteri6fagos. Se le llamé transduccidn, la cual se produce como
resultado de Ja infeccién de una bacteria por una particula viral que contiene
por error ADN bacteriano. Actualmente se conoce una serie de virus capaces
de transducir ADN bacteriano, denominados fagos transductores; ademads se
han observado transducciones en un grupo restringido pero variado de géne-
ros bacterianos, por ejemplo Escherichia, Salmonella, Shigella, Pseudomo-
nas, Proteus, Bacillus, Klebsiella y Staphilococcus, entre otros. '

El conocimiento de que los genes consisten en ADN y que las proteinas
especificas son producidas por genes especificos, permitié que se formulara
una primera hip6tesis que los relacionaba directamente, la cual sostenia que
el ADN sirve de molde para la produccién de proteinas, pero sencillamente
en ese momento del conocimiento no habia manera de hacer concordar una
cadena de proteina con una cadena molde de ADN.

El acontecimiento que abrié el camino a la genética molecular ocurrié en
1953, cuando James Watson y Francis Crick, propusieron la estructura de la
doble espiral para el ADN; esto permitié aclarar la forma en que la informa-
cién genética es almacenada y expresada. El modelo propuesto sirvié para
sentar las bases del entendimiento de cémo la gran cantidad de informacion
genética de las células puede ser usada para dirigir la sintesis de otras ma-
cromoléculas involucradas en las funciones celulares. Estos investigadores
dedujeron que el ADN no tiene estructura helicoidal de una sola cadena,
como las protefnas, sino una doble hélice entrelazada, de extraordinaria lon-
gitud, cuya columna vertebral consiste en grupos alternantes de azicares y
fosfatos, en cuyo interior cuatro bases nitrogenadas deletrean el mensaje ge-
nético.
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En 1957, A. Isaacs y J. Lindenmann obtuvieron una proteina de bajo peso
molecular, producida por las células de los animales vertebrados al ser para-
sitados por un virus. Dicha proteina los hacia resistentes a otras invasiones
viricas, gracias a un mecanismo de competencia enzimdtica. Fue denomina-
da interferén; al parecer su accidn consiste en inhibir la sintesis del dcido
nucleico viral. El estudio de esta sustancia abrié el camino para la investiga-
cién de la terapéutica etioldgica de las enfermedades virales, entre ellas el
céncer.

En 1958, George Beadle, Edward Tatum y Joshua Lederberg, compartie-
ron el Nobel por sus investigaciones en genética microbiana.

En 1959, Severo Ochoa y Kornberg, obtuvieron por sintesis los dcidos
nucleicos ADN y ARN; logro que proyectd el pensamiento cientifico hacia la
manipulacién del material genético de los organismos. Se les premié con el
Nobel de ese ano.

Con el establecimiento de la naturaleza estructural y bioquimica del ma-
terial genético de las células, se llegé al momento de unificar criterios entre
la genética microbiana y el metabolismo bioquimico.

En los primeros afios del uso de antibidticos, se observé que mediante
mutaciones cromosémicas espontdneas, las bacterias podian tornarse resis-
tentes a ellos. En una de cada diez millones de células de una poblacién, se
produce dicha mutacién, la cual se traduce en resistencia a un antibiético en
particular o a una determinada clase quimica de antibiéticos. Este lipo de
resistencia se convirtié en un obstdculo muy importante para la quimiotera-
pia, el cual se superaba mediante tratamientos combinados con distintos
compuestos. En 1959, Tsutoma Watanabe y Naomi Datta, cientificos japone-
ses observaron un gran niimero de cepas bacterianas resistentes, que sopor-
taban la accién conjunta de cuatro o méds antibidticos quimicamente distin-
tos. Igualmente encontraron que esta resistencia se situaba en elementos ex-
tracromosémicos del ADN y era transferible genéticamente entre bacterias
diferentes. A estos elementos extracromos6micos responsables se les deno-
miné plasmidos de drogo-resistencia o plasmidos R. Como se dijo anterior-
mente, ya se habia resefiado un elemento de esta naturaleza y era llamado
plasmido F, ligado a la transferencia por conjugacién de ADN. Los plasmi-
dos R se han aislado en todo el mundo, y aparentemente son los responsa-
bles de la mayor parte de la resistencia bacteriana a los antibi6ticos. Por
considerarlo de gran interés, en el Cuadro 1 se incluyen caracteres situados
en pldsmidos bacterianos. Se describié también por la misma época la resis-
tencia de hongos fitopat6genos a algunos fungicidas protectores. Actualmente,
el aumento de la resistencia de los patégenos a la accién de los antibiéticos
constituye una gran preocupacién mundial.
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CUADRO 1. FUNCIONES FENOTIPICAS Y RESISTENCIA A AGENTES ANTIMICROBIANQOS,

ESPECIFICADAS POR PLASMIDOS.

Funciones fenotipicas

Replicacién auténoma*

Incompatibilidad*

Funciones de conjugacién (genes de transferencia)

Exclusién de entrada

Resistencia a antibidticos {por ejemplo, estreptomicina, ampicilina, tetraciclina,
sulfonamidas y cloramfenicol)

Resistencia a metales pesados (por ejemplo, Cd, Hg, Pb, Co y Ni divalentes)
Resisiencia a luz ultravioleta

Resistencia a fagos especificos (por ejemplo, T1, &)

Restriccién y modificacién de DNA (por ejemplo, sistema EcoR1)

Produccién de bacteriosinas (por ejemplo, colicinas E, V, K y B)

Produccion de toxinas (por ejemplo, enterotoxina}

Produccidén de factores que aumentan la virulencia y de antigenos celulares de

superficie (por ejemplo, antigeno K88, de formacion de tumores en la enferme-
dad «agalla de la corona» de las plantas)

Formacidn de vacuolas de gas (por ejemplo, ciertas halobacterias)

Produccién de hemolisina, coagulasa o H,S

Catabolismo de substrato {por ejemplo, degradacidn de octano, o naftaleno, o
fermentacion de lactosa o sacarosa)

Sistemas o sistemas de recombinacidn especializados (por ejemplo, determinan-
te RTF-r de disociacién-asociacién, y transposicién de resistencia a medicamen-
tos)

Resislencia a agentes antimicrobianos

Amikacina Neomicina
Cefalosporinas Penicilinas
Cloramfenicol ' Espectimicina
Clindamicina-lincomicina Estreptomicina
Eritromicina Tobramicina
Acido fusidico Sulfonamidas
Gentamicina Tetraciclinas
Kanamicina Trimetropim

Lividomicina

* Nota: Las dos funciones senaladas con asteriscos son comunes a 10dos los plasmidos.

1960 - 1980

Estas dos décadas abarcan lo que se ha considerado como la tercera etapa

en el conocimiento de los dcidos nucleicos, partiendo de su descubrimiento,
estudio de las mutaciones, reconocimiento y comprensién del papel de los
pldsmidos, descripcién de la estructura molecular de los dcidos nucleicos y
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su sintesis en el laboratorio, hasta llegar al aislamiento e identificacién de
las nucleasas de restriccién y la secuenciacién de virus, como se vera mds
adelante.

Entre 1860y 1962, Francis Jacob y Jacques Monod descubrieron el mARN;
encontraron que éste funciona como un pequeiio «cédigo genético»; propu-
sieron la teoria del Operdn, la cual explicé cémo la informacién genética
controla Ja sintesis de proteinas. El Operén es un grupo de genes estructura-
les, es decir genes que codifican proteinas, a menudo enzimas, que trabajan
en forma secuencial en una via de reaccién particular. Los elementos genéti-
cos de este modelo son un gen regulador, un gen operador y un conjunto de
genes estructurales.

En 1962, los estudios en biologia molecular fueron estimulados con tra-
bajos como la sintesis «in vitro» del ARN, llevada a cabo por Chamberlain y
Berg, empleando una ARN-polimerasa obtenida de E. coli pero bajo «la di-
reccion» del ADN.

El trabajo sobre la estructura molecular de los dcidos nucleicos y su sig-
nificado para la transmisién de informacién en la materia viva, permitié a
F.H. Crick, M.H.F. Wilkins y ].D. Watson recibir el Nobel de Medicina y Fi-
siologia en 1962,

A través de estudios sobre la relaciéon hospedante-agente patégeno, Mu-
ller estableci6 en 1961 que la resistencia de las plantas a las enfermedades
es, a menudo, producida por fitoalexinaslo cual fue confirmado y ampliado
por Cruickshank en 1963. Las fitoalexinas son metabolitos antimicrobianos
que se encuentran en niveles no detectables o ausentes en plantas sanas,
pero que se acurmnulan en niveles altos como resultado del estimulo causado
por organismos fitopatégenosi

Respecto a resistencia de las plantas a los patégenos, Vanderplank sugi-
rié en 1963, la existencia de dos tipos: uno controfado por unos pocos genes
«mayores», que es fuerte pero esta dirigida a und raza especitica del patége-
no; llamada resistencia vertical u oligogénica?el otro tipo es determinado
por muchos genes «menores», es mas débil, pero efectiva contra todas las
razas de una especie patogénica; se denomina resistencia horizontal, poligé-
nica o multigénica.

Hacia 1964 se demostré que cuando aparecen mutaciones en un gen, el
orden de dichas mutaciones corresponde a cambios en el orden de los ami-
no4cidos de la(s) protefna(s) codificada(s). El cédigo genético fue descifrado
completamente en 1966.

En agosto de 1967, en la ciudad alemana de Marburgo, en los laboratorios
Behring Works, donde se realizaban experimentos con monos salvajes cap-
turados en la frontera entre Zaire y Uganda en las cercanias del Monte Elgén,
el encargado de limpiar las jaulas murié repentinamente victima de hemo-
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rragia interna. Otras siete personas, de 31 contagiadas, murieron con los mis-
mos sintomas. La causa se aityi’é con un virus que se designé como virus
Marburgo (que es un filovirusy llamado asi por su peculiar forma alargada).

Las investigaciones realizadas por R.W. Holley; H.G. Khorana y M.W,
Niremberg al interpretar el codigo genético y la relacién funcional entre la
estructura de los dcidos nucleicos y las proteinas, condujeron a estos cienti-
ficos a alcanzar el Nobel en 1968. De la misma manera fueron premiados en
1969 Max Delbruck, Alfred Hershey y Salvador Luria por sus estudios acerca
de la estructura genética y los“mecanismos de reproduccién de los virus,
especialmente bacteric’)fagoy/ellos encontraron que el dcido nucleico viral
codifica la secuencia reproductora de los componentes virales dentro de la
célula del hospedante.

En 1970 Hamilton Smith descubrié la primera nucleasade restriccién,
una enzima que corta el ADN en cierto punto de una secuencia nucleétida
especifica. En ese mismo afio, la comprensién y manejo de la genética bacte-
riana y los avances logrados en biologia molecular, permitieron a Harold
Boyer y Stanley Cohen realizar ensayos de ingenieria genética que conduje-
ron a la obtencién de clones de genes, logrando la «creacién» de nuevos
microorganismos. Su trabajo consistié en insertar genes extrafios en un plas-
mido y luego introducirlos en bacterias, las cuales clonaron, es decir, multi-
plicaron el pldsmido y el ADN extrafio dentro de ellas.

En 1971 se conocid la existencia de una nueva entidad infecciosa a la
cual Diener llamé viroide. Los viroides son un grupo interesante de agentes
infecciosos constituidos por un pequeno fragmento de ARN que no estd aso-
ciado con ninguna envoltura proteinica. El viroide mejor estudiado es el se-
fialado por Diener como agente causal de la enfermedad tubérculo ahusado
o alargado de la papa -PSTV-/ El ARN de este agente tiene 359 nucleétidos
(casi el J0% del tamaiio del virus més pequefio conocido), y sin embargo, es
altamente infeccioso. Es resistente a las nucleasas, lo cual se debe a que su
ARN es circular y principalmente, de doble cadena.

En el campo de la inmunologia, las investigaciones dirigidas a dilucidar
la estructura de las inmunoglobulinas (anticuerpos) y los caracteres genéti-
cos involucrados en larespuesta inmunitaria, hicieron merecedores del Nobel
de 1972 a los inmundélogos G.M. Edelman y R. Porter.

Los avances tecnoldgicos logrados en la Fisica se convirtieron en herra-
mientas valiosas para los investigadores en biologia molecular e ingenieria
genética. Por ejemplo, el proceso de centrifugacion diferencial permitié a A.
Claude el aislamiento de estructuras celulares, siendo la primera persona en
ver particulas virales de cdncer en células tumorales. Mediante ese mismo
proceso fisico, en equipo con G.E. Palade y Ch.R. de Duve, lograron aislar los
microsomas, con lo cual proporcionaron un método efectivo para el estudio
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preciso de las actividades y funciones de las particulas citoplasmadticas. Los
dos dltimos cientificos citados, ampliaron y perfeccionaron las técnicas para
el andlisis bioquimico de las células y sus componentes, lo cual los condujo
a sus descubrimientos relacionados con ribosomas y lisosomas. Los tres com-
partieron el Nobel en 1974. La integracidn de estos avances abrid las puertas
a una nueva drea de la Microbiologia aplicada que estimuld la fundacién de
muchas compaiifas de ingenieria genética.

Durante la década de los setenta se enriquecio el potencial de la serologia
con nuevas técnicas para detectar e identificar agentes patégenos en el hom-
bre, los animales y las plantas, mediante la introduccién de procedimientos
relacionados con inmunoabsorcién: el llamado microscopia electrénica se-
rolégicamente especifica o microscopfa electrénica de inmunoabsorcién
(ISEM) que fue resefiado por Derrick en 1973, y hacia 1976, con base en las
pruebas exploratorias altamente exitosas realizadas en el Nuffield Centre for
Comparative Medicine, A.NN. Adams y M.F. Clark describieron una adapta-
cién del procedimiento de inmunodiagnéstico Elisa (Enzyme-linked Inmu-
nosorbent Assay) para la deteccién cuantitativa de virus de plantas. De las
diferentes variantes de la prueba Elisa, ]Ja mds usada en patologia vegetal es
la llamada Elisa doble sandwich (Das-Elisa) o puente de anticuerpos, la cual
es de tipo indirecto.

En 1975 mediante técnicas de ingenieria genética se logré la clonacion
en bacteri6fagos de fragmentos de ADN de un gen de mamifero. También se
obtuvo una célula hibrida por fusién de una célula del bazo, productora de
anticuerpos, con una célula del tumor del mieloma que se estaba dividiendo
en forma auténoma. La célula hibrida tumorosa (hibridoma) tenia el poten-
. cial para producir anticuerpos idénticos (monoclonales) en forma indefini-
da. El mieloma es un tumor medular, una neoplasia maligna de células plas-
méticas de la médula ésea que puede ser de localizacién focal (mieloma ini-
co), o de localizacion miltiple (mieloma multiple o enfermedad de Kahler),
el mds coman.

En el mismo ano, H.M. Temin, R. Dulbecca y D. Baltimore (Nobe! 1975},
dieron a conocer los resultados de sus investigaciones acerca de los mecanis-
mos a través de los cuales los virus productores de tumores inducen trans-
formaciones en los dcidos nucleicos de las células que infectan, lo cual las
capacita para reproducirse andrquicamente; sus observaciones aportaron prue-
bas que demostraron la presencia de una enzima especifica en las particulas
de virus ARN inductores de tumores, mediante la cual pueden hacer una
copia ADN a partir del ARN.

Los descubrimientos de B.S. Blumberg relativos a nuevos mecanismos
de origen y diseminacién de las enfermedades infecciosas, y de D.C. Gajdu-
sek sobre la naturaleza viral de algunas enfermedades neurolégicas, contri-
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buyeron decisivamente a establecer el concepto de una enfermedad infec-
ciosa producida por un virus, cuyo periodo de incubacién puede abarcar
entre diez y veinte aios. Los dos investigadores compartieron el Nobel de
Medicina y Fisiologia en 1976.

En 1976 se desatd en el sur de Suddn, a 800 kilémetros del monte Elgén,
una epidemia que cobro centenares de victimas. Esta epidemia comenzd con
un empleado de una fdbrica procesadora de algodén en la aldea de Nzara, el
cual murié a consecuencia de una fuerte hemorragia interna, contagiando a
otros tres compafieros que también fallecieron. La causa fue atribuida a un
filovirus asociado con el virus Marburgo y se llamé Ebola Sudédp-En sep-
tiembre del mismo afio, el virus se encontrd en la zona de Bumuna (Zaire} a
orillas del rio Ebola, y se propagé en el hospital de Yambuku infectando a
médicos y paramédicos. Se extendi6 asi a 55 aldeas, muriendo alrededor de
300 personas. El virus se denominé Ebola Zaire.

Armin C. Braun, de la Universidad Rockefeller, demostré que los tumo-
res formados en algunas plantas afectadas por la enfermedad «agalla de co-
rona» se deben a la accién de la bacteria Agrobacterium tumefaciens. Sugi-
rié que este procariota ejerce su efecto tumorigeno al inducir un cambio per-
manente en las células infectadas; esta conjetura se corroboré porque las
células de la planta y sus células hijas mantenfan su comportamiento cance-
roso aunque no estuviera presente la bacteria.

Mary-Dell Chilton y sus colaboradores de la Universidad de Washington
demostraron que los genes involucrados en la afeccién «agalla de corona»
no son las bacterias en sf, sino un gran plasmido denominado Ti. Cuando A.
tumefaciens infecta la planta introduce en sus células parte de su pldsmido
Ti el cual es incorporado al ADN de la planta. La presencia del plasmido en
el cromosoma hospedante no sélo conduce al crecimiento acelerado e incon-
trolado caracterisiico de la enfermedad, sino también a la produccién de
algunas proteinas inusuales que cumplen dos funciones: aportan nutrientes
para las células de la bacteria y promueven la conjugacion entre ellas, favo-
reciendo de esta manera la propagacién de los pldsmidos inductores del tu-
mor. Es asf como A. tumefaciens utiliza su plasmido para aduenarse del cro-
mosoma de ta célula hospedera y subvertir su economia celular en beneficio
del desarrollo bacteriano. Correspondié a Drumond cn el mismo afio la de-
mostracién de que el T-ADN incorporado es transcrito por la célula vegetal.

Actualmente se conoce la presencia en A. tumefaciens del pldasmido Ti
(tumor inducing) y Ri (root inducing) en A. rhizogenes (Figura 10), que ade-
mas de ser responsables de su virulencia y de la induccién de hiperplasia e
hipertrofia celular, producen niveles elevados de la hormona de crecimiento
vegetal citocinina. También, como resultado de la alteracién de su metabo-
lismo, la célula vegetal infectada produce sustancias denominadas opinas,
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Figura 10. Manifestacion del pldsmido de A. rhizogenes en zanahoria Daucus carota.

derivados simples de aminodcidos y cetodcidos que constituyen el alimento
preferido de las bacterias.

También en 1977 Sanger y sus colaboradores del Consejo de Investigacio-
nes Médicas de Cambridge, complementaron la secuenciacién de los 5.375
pares de bases del ADN del fago @ X 174. Se descubrié ignalmente el hecho
de que la mayoria de los genes son hendidos, esto es, no constan de una
banda continua de ADN, sino que son partidos en varios segmentos median-
te ADN no-gene. En este ano se completé el primer secuenciamiento de un
gen de un mamifero.

Hacia 1980 se determind la secuencia exacta de los 8.000 pares de bases
del virus del mosaico de la coliflor, cuyo genoma se encontré constituido por
un cromosoma circular de ADN de doble cadena.

- 1980 - 2000

Los avances en la genética moderna, el reconocimiento del genotipo’y
fenotipo; (W.L. Johannsen, 1920), el establecimiento de la unidad y diversi-
dad del mundo viviente, basada en la molécula de ADN, como cédigo unita-
rio, el cual a través de diferentes secuencias de nucleétidos codifica diversos
mensajes y estos se traducen en diversidad biolégica; el conocimiento de las
propiedades fisicas y quimicas del ADN que permite el desdoblamiento de
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esta molécula y Al))'uacién completa de sus dos bandas y la capacidad de
mezclar e hibridat moléculas de ADN, podria aseme;arbe a una historia de
ciencia ficcién que se torné realidad.

En la medida que se ha profundizado en el conocimiento de la genética
molecular, ha sido posible el desarrollo de procedimientos complejos para el
aislamiento, la manipulacién y la expresién del material genético, dando
paso en esta forma a un campo nuevo de la ciencia denominado Ingenieria
Genética o Tecnologia del ADN recombinante. En los ultimos veinte anos, la
técnica de hibridacion (fundamentada en las propiedades de aparear bases
de los dcidos nucleicos) se ha constituido en una de las herramientas maés
poderosas para el estudio de muchos aspectos de la genética molecular; per-
mite conocer cudn estrechamente relacionados estdn dos organismos, asi como
también la relacién entre un ADN y ARN dados; purificar genes, ARN, y
acercarse a la respuesta de algunos interrogantes como: cuéntos genes hay en
X 6Y especies, cuél es la longitud de ellos y establecer el mapa genético de
los organismos, inclusive del hombre mismo.

La clonacion de genes constituye la base de la mayoria de los procedi-

mientos de ingenierfa genética. Los desarrollos del conocimiento, esenciales
para el avance actual de la ingenierfa genética, se registran en el Cuadro 2.

CUADRO 2. DESARROLLOS DEL CONOCIMIENTQ, ESENCIALES PARA EL AVANCE ACTUAL
DE LA INGENIERTA GENETICA.

Eventos Observaciones complementarias

1. Quimica del ADN: desarrollo de los
procedimientos para aislamiento, deter-
minacidn de las secuencias y sintesis
del ADN.

2. Epzimologia del ADN: descubrimien- Las primeras endonucleasas de restriccion
to de las endonucleasas de restriccion,  fueron purificadas v aisladas de cepas K de
ADN ligasas y ADN polimerasa. E. coli [1968). Hasta 1985 se habfan clasifi-

cado y catalogado 355 de ellas. En Jos alti-
mos afios la lista crece diariamente.

En biologia molecular se utilizan dos tipos
de ligasas: la ligasa de E. coli y la T4 ADN
ligasa obtenida del bacteriofago T4 de E.
coli. Entre Jas ADN-polimerasas, algunas de
las méas usadas son: E. colif ADN-polimera-
sa, fragmento Klenow de la ADN polimera-
salde E. coli, T4 ADN polimerasa, Tag po-
limerasa obtenida de la bacteria Thermus
aquaticos y transcriptasa reversa.
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Eventos

Observaciones complementarias

10.

i1.

Replicacién del ADN: comprensién de
cémo tiene lugar la replicacién del
ADN v la importancia de los vectores
de ADN capaces de una replicacién
independiente.

Plasmidos: descubrimiento de los plés-
midos y determinacién de mecanismos
mediante los cuales se replican los plas-
midos.

Bacteridfagos temperados: compren-
sién de como se controla la replicacién,
asi como la integracién en el ADN, de
los bacteritfagos temperados.

Transformacién: descubrimiento de los
métodos para obtener ADN libre a par-
tir de células.

Enzimologia y quimica del ARN: com-
prensién de cémo trabajar con el ARN
mensajero, como se fabrica el mARN
eucaridtico, la importancia del proce-
samiento del ARN para la formacién
del mARN eucariético maduro.

Transcripcién inversa: el descubri-
miento de la enzima Transcriptasa in-
versa de los retrovirus y su desarrollo
como medio para transcribir la forma-
cién del mARN de nuevo en ADN.

Regulacién: comprension de los facto-
res que participan en la regulacién de
la transcripcién incluyendo el descu-
brimiento de los sitios promotores y el
control del operén.

Traduccién: comprension de los pasos
que participan en la traduccién, la im-
portancia de los sitios de unién de ri-
bosomas sobre el ARNm, la funcién del
codén de iniciacién y la importancia
de un marco de lectura adecuado.

Quimica proteinica: desarrollo de los
métodos para el aislamiento, la purifi-
cacién, las pruebas y la determinacién
de la secuencia de proteinas.
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Las técnicas de ingenierfa genética han he-
cho posible la construccién en el laborato-
rio de un nimero nuevo e ilimitado de plés-
midos artificiales.

La investigacién en enzimologia ha evolu-
cionado hasta el punto que existen enzimas
sintéticas que cortan el ADN en los sitios
especificos en que lo hacen las enzimas
purificadoras de los microorganismos.

Actualmente existen comercialmente dos
tipos diferentes de transcriptasa inversa:
uno que proviene del virus de mieloblasto-
sis de ave (AMV), purificada de particulas
de un retrovirus de ave, y otro, del virus de
la leucemia del Moloney de ratdn, clonada
en E. coli.

Operén: conjunto de genes relacionados por
su funcién, cuya expresién estd controlada
por un solo operador.
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Eventos Observaciones complementarias

12, Excrecidn de proteinas y modificacio-
nes postraduccionales: comprensién
de cémo se hacen las proteinas conse-
cuencias de sefial que son eliminadas
durante o después de la excrecidn. Des-
cubrimiento de otros tipos de modifi-
caciones postraduccionales de protef-
nas del tipo de la eliminacién de poli-
péptidos en el extremo de iniciacién de
la prote(na.

13. Elcédigo genético: descubrimientodel A finales de junio de 2000 se ha informado
c6digo genético y de que es el mismo  que alrededor del 97% del genoma huma-
en todos los organismos. La compren-  no ha sido decodificado.
sién de la importancia del marco de
lectura adecuado y de que ciertos co-
dones eran empleados con menor fre-
cuencia en algunos organismos que en
otros.

14. Modelacion: grandes avances en inge-  Han permitido el desarrollo de programas
nierfa de sistemas. computarizados y la modelacién como he-
rramienta fundamental.

(Tomado de Brock, Smith y Madigan, 1984; Madigan, Martinko y Parker, 1999; Umafa y Gomez, 2000,
con observaciones de los autores de esta lectura).

El descubrimiento de los pldsmidos, su estructura y facilidad de aisla-
miento, los ha convertido en una poderosa herramienta de la tecnologia del
ADN recombinante, ya que en ellos se pueden insertar genes nuevos, prove-
nientes de otras especies y el pldsmido modificado puede ser reintroducido
en una célula hospedera normal, para que sea replicado, transcrito y dé lugar
a la fabricacién de proteinas codificadas por el gene introducido artificial-
mente. Ademds de los pldsmidos, se cuenta actualmente con vectores basa-
dos en los bacteriéfagos lambda (A) y M13, entre otrQS/ée ha construido una
tercera clase de vector, los denominados césmidog/que combinan las pro-
piedades de plasmidos y fagos.

Los hospederos més ttiles para la clonacién son aguellos microorganis-
mos que proliferan bien y de los que se cuenta con gran cantidad de i érma-
cién genética, como es el caso de Escherichia coll, Bacillus subt;‘b’sﬂa leva-
dura Saccharomyces cerevisiae./También la clonacién de genes puede lle-
varse a cabo en células animales y vegetales.

Algunos de los descubrimientos més importantes de la genética molecu-
lar en los tiltimos diez afios se han hecho empleando técnicas de ingenieria
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genética. En cuanto a la investigacién aplicada, la ingenieria genética ha per-
mitido el desarrollo de cultivos microbianos capaces de producir, en masa,
metabolitos de gran importancia. La primera proteina humana que fue pro-
ducida comercialmente en las bacterias fue la insulina, para el tratamiento
de la diabetes. Algunos ejemplos de genes de mamiferos que han sido expre-
sados en bacterias, se presentan en el Cuadro 3, igualmente especies de géne-
ros bacterianos en los cuales se han introducido genes para fijacién de N,.

CUADRO 3. ALGUNOS GENES BACTERIANOS Y DE MAMIFEROS QUE HAN SIDO EXPRE-
SADOS EN BACTERIAS."

Proteina Funcién
Interferén Agente antiviral, anticancerigeno.
Insulina Tratamiento de diabetes
Albuimina sérica Aplicacién en transfusiones
Hormona de crecimiento Defectos del crecimiento
Urocinasa Alteraciones de Ja coagulacién sanguinea
Hormona parasitoidea Regulacién del calcio
Virus humanos (hepatitis B,
citomegalovirus, influenza) Vacunas
Virus animales (fiebre aftosa)
nitrogenasa {Ingenieria genética Vacunas
en géneros Salmonella, Escherichia Fijacién de N,

y Serratia)

1/ Tomado de Brock, T.D. et al. 1984. p.430
Paul E.A., and Clark, FE. 1989. p.167

Hasta 1983 para una especie como Escherichia coli, tal vez la mas estu-
diada en el mundo, se estimaba que su cromosoma circular tenia algo més de
3.000 genes, de los cuales para una cepa como la K 12, se conocia con preci-
sién la iocalizacién relativa de 52 de ellos, y habian sido mapeados alrede-
dor de 1.000. La longitud promedia de sus genes se estimaba en 1.300 pares
de bases(bp).

Hace ms de treinta anos, Bdrbara McClintock descubric los llamados
«genes saltarines» en células eucariotas vegetales. Estos elementos genéticos
méviles se han encontrado en bacterias y eucariotas. En 1982, los biclogos
moleculares consiguieron extraer, de células cancerosas humanas, segmen-
tos de ADN que transforman en células cancerosas a los fibroplastos de ratén
desarrollados en cultivo de tejidos. A tales segmentos se les denomina onco-
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genes. Algunos de estos segmentos fueron clonados y las técnicas de hibrida-
cién revelaron que también existen en el ADN de las células humanas nor-
males. Este descubrimiento sugiere que los cdnceres podrian deberse a cam-
bios en la regulacién celular; introducidos por la transposicién de un gen
normal de un sitio a otro del genoma. Tales transposiciones podrian ser in-
ducidas por agentes exlernos como radiacién o mutdgenos quimicos, por
virus que trasladan genes de un organismo a otro, o por acontecimientos
internos en la célula. La conjetura de genes recogidos por virus de una célula
eucaridtica en algin punto de su historia evolutiva, para ser procesados y
pasados después a otro hospedero (transduccion), es tema de debate.

Uno de los ejemplos a [os que se acude en esta discusién, es al gen de la
leghemoglobina, la cual como su nombre lo sugiere pertenece a la familia de
la hemoglobina. Su rasgo insélito es que se produce en las leguminosas aso-
ciadas con bacterias (rizobios), con el fin de fijar y hacer disponibie el nitré-
geno atmosférico. E1 ADN que codifica la leghemoglobina, posee todas las
caracteristicas de un gen primitivo para globina. Hasta ahora la mejor expli-
cacién de su presencia en las leguminosas es que fue trasladado alli por un
virus procedente de un hospedero animal.

Vale la pena mencionar que hasta el momento, la tinica recombinacion
genética registrada, que ocurre naturalmente entre procariotas y eucariotas,
es la enfermedad en plantas llamada «agallas de corona», cuyo agente causal
es A. tumefaciens.

Aunque no se ha terminado la discusién en torno a posible transposicién
de genes en forma natural en el caso de la simbiosis leguminosa-rizobios y
en otros mds, los grandes avances logrados en el conocimiento del genoma
viral, bacteriano, de los protista y de los animales en las décadas de 1970 y
1980, han trascendido al campo vegetal. El avance de la tecnologia del ADN
recombinante, ha permitido que actualmente se cuente con especies de plantas
transformadas genéticamente.

Como parte esencial, en'la ingenieria genética de las plantas se requieren
vectores de clonacién de genes. Uno de los enfoques para resolver este pro-
blema ha sido el empleo de ADN de virus vegetales, ya que se conocen mu-
chos de ellos que lo contienen, y se han estudiado virus con ADN tanto mo-
nocatenario como bicatenario. Los adelantos han sido obstaculizados por el
escaso conocimiento de los virus vegetales y por la lenta proliferacion de
cultivos de células vegetales. Otro enfoque ha sido la utilizacién de A. tume-
faciens, aprovechando que su plasmido T.i se integra en el ADN de la planta -
y su replicacién queda bajo control del vegetal. El pldsmido Ti se emplea
como un vehiculo para la introduccién de genes extranos en células vegeta-
les y, puesto que puede proliferar tanto en las bacterias como en las plantas,
es muy promisorio para clonacidn; se ha demostrado que los genes que se
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colocan en esta forma en el genoma de la planta se transmiten sexualmente a
las siguientes generaciones, a través de semillas, y también pueden propa-
garse asexualmente si se desea.

La utilizacién de técnicas sensibles para separacién de moléculas, tales
como la sedimentacidén en gradientes de densidad de sacarosa, la electrofd-
resis en gel poliacrylamida, la utilizacién de enzimas especificas para selec-
cionar moléculas, unidas a los grandes avances en materia de microscopia,
permitieron identificar en 1982, a un nuevo agente infeccioso: el Prién (pro-
teinaceous infectious particle), el cual estd formado por una glucoproteina,
que contiene por lo menos 250 aminodcidos de longitud , de los cuales Pru-
siner y colaboradores habian identificado hasta 1984 los primeros 15 ami-
nodcidos del grupo amino. La aparente ausencia de dcidos nucleicos que
codifiquen su estructura, ha planteado serios interrogantes sobre el paradig-
ma ADN —> ARN —> proteinas.

Asf como hasta el momento sélo se han encontrado los viroides asocia-
dos con problemas en plantas, en el caso de los priones se han detectado
ligados a enfermedades en animales y en el hombre. Tal es el caso del prurito
lumbar (scrapie), una alteracién neurolégica en ovejas y cabras; la enferme-
dad de Creutzfeldt-Jakob, una rara demencia humana; el kurid diagnosticado
en tribus de Nueva Guinea; el sindrome Gertstmenn-Strauser y aparente-
mente la enfermedad de Alzheimer.

También en 1982 se hallé una entidad similar a un viroide, de ARN corto
y circular de banda simple, que estd presente dentro de algunos virus con
ARN, constituyen parte del material genético de estos virus y forman una
asociacién obligatoria con ellos, se les denominé virusoide. Ni el virus ni el
virusoide se pueden multiplicar e infectar una planta en ausencia de su so-
cio. En este afo igualmente, se determiné completamente la secuencia de
bases del TMV, constituido por ARN de una sola banda.

Como se ha podido observar a través de este recuento histdrico, los estu-
dios en biologfa molecular de organismos eucariéticos han sido guiados por
los conocimientos alcanzados en procariotas. La llamada revolucién biotec-
noldgica que recorre el mundo al finalizar el siglo XX, ha sido posible gracias
a largas, constantes y pacientes investigaciones bésicas sobre procariotas,
algunas veces aparentemente irrelevantes, pero con un profundo sentido de
oportunidad, hasta el punto que su acumulacién y concatenacién han per-
mitido el rdpido e intenso desarrollo en dreas como la Bioquimica y la Biolo-
gia e Ingenieria Genética, entre otras.

La identificacién de especies procariota y eucariota, mediante descripto-
res morfolégicos, fue complementada cuando surgieron los marcadores bio-
quimicos (isoenzimas) y al finalizar el siglo se dispone de una herramienta
fruto de la ingenieria genética: se trata de los marcadores moleculares, los
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cuales permiten hacer mapeos genéticos en forma maés rdpida y menos cos-
tosa.

Los RFLPs (polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccién),
ADN- Fingerprinting (huella dactilar del ADN), la técnica del PCR (reaccién
en cadena de la polimerasa) y los RAPDs (amplificacion aleatoria de ADN
polimérfico), son ejemplos de marcadores moleculares.

Como casos concretos de su utilizacidn, se tienen: la deteccién del viroi-
de del tubérculo ahusado de la papa PSTV. Su reconocimiento por electrofé-
resis en geles de poliacrilamida es muy laboriosa y costosa. En 1990, median-
te el conocimiento de la secuencia de bases de su ARN se logré su identifica-
cién a través de sondas PSTV cADN; mediante el uso de la técnica de RAPDs
se ha demostrado la amplia diversidad genética de Colletotrichum lindemu-
thianum, agente causal de la antracnosis del frijol comun, en Colombia y en
Mesoamérica, e igualmente del patégeno de la mancha angular del frijol co-
mun Phaeoisariopsis griseola en América Latina. La técnica PCR se ha em-
pleado para la deteccién de patdgenos en semillas como en el caso del agente
causal del afiublo de halo Pseudomonas syringae pv phaseolicola en semi-
llas de frijol.

Los registros anteriores constituyen unos pocos ejemplos tomados en
nuestro pais, del gran potencial de estas técnicas en la deteccién y/o identi-
ficacién de patégenos de plantas como virus, hongos, nematodos , bacterias,
etc. Su uso, adem4s de tornar las actividades de diagnéstico méds confiables,
permite la eliminacién de patégenos en cultivos de tejidos, a partir de mate-
riales, donde era imposible detectarlos por métodos tradicionales como plan-
tas indicadoras y electroforesis. Fuera de ello, permite que se explore un
nuevo enfoque en el control de enfermedades en humanos, plantas y anima-
les, en donde el énfasis lo constituye el conocimiento de los principios mo-
leculares que propician el ataque de un patégeno y como contrarrestar a par-
tir de alli su accién.

En el plano de la ingenieria genética, a partir de la década del 90 se pre-
sentan en Colombia trabajos sobre plantas transgénicas, como el que se resu-
me a continuacién: «Segmentos de hojas de Nicotiana tabacum fueron trans-
formados con Agrobacterium tumefaciens, cepa EA 101 que contiene el plas-
mido pGV1040. Las plantas transgénicas regeneradas expresaron el gen GUS,
resistencia a kanamicina y al herbicida fosfinotricina...».

En el plano de la salud, en octubre de 1994 los estadounidenses Alfred G.
Gilman y Martin Rodbell obtuvieron el Nobel de Medicina; su investigacién
ha demostrado la forma en que la toxina producida por la bacteria del colera
se une a una proteina conocida como G (debido al mecanismo de unién con
el nucledtido trifosfato de guanosina o GTP), y la deja como un seméforo en
verde permanente, para impedir la absorcién del agua y la sal en el intestino,
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produciendo una intensa diarrea liquida. Un mecanismo similar genera sin-
tomas de infeccién con Ja bacteria E.coli. El descubrimiento de varios tipos
de proteinas G y la forma en que ayudan a Jas células a convertir las sefiales
del ambiente y del interior del cuerpo en reacciones celulares, abre la puerta
a una nueva generacién de drogas, que solamente trabajen en la molécula
gue se quiere y en ninguna otra molécula del cuerpo.

Estos descubrimientos se convierten en una esperanza para el tratamien-
to de enfermedades en humanos, sin embargo, al finalizar el siglo dos epide-
mias se ciernen sobre el mundo: una de ellas es el sida o «aids» registrada en
Estados Unidos en 1981, cuyo agente causal, el virus HTLV IIT [HIV) fue iden-
tificado en 1983 por el equipo del profesor Robert Gallo. A partir de 1985 se
han efectuado esfuerzos infructuosos para encontrar vacuna para el virus
con base en la biologia molecular, lo cual llevé a que en el Congreso Interna-
cional sobre Sida en Berlin, llevado a cabo en 1993; se impusiera como prio-
ritario el regreso a la inmunologia. En enero de 1995 se detectaron células
inmunitarias en mujeres africanas resistentes al virus.

La segunda es el Ebola, ocasionada por un filovirus como se dijo anterior-
mente, del cual se han identificado cuatro miembros: el virus Marburgo, el
Ebola Sudan. Ebola Zaire (registrados en 1976 en los sitios que les confieren
sus nombres), y el Ebola Reston, encontrado en 1989 en Reston, a 15 kilome-
tros de Washington, en monos importados de Filipinas; alli, ningtin humano
fue contagiado, cosa muy diferente a lo sucedido en los otros casos.

En junio de 1995 se presenté un nuevo brote de Ebola Zaire, en Kikwi
(Zaire), poblacién que ha sido declarada en cuarentena, pues los muertos
pasan de cien. En este lugar mueren nueve de cada diez infectados, sin que
hasta el momento se conozcan cura ni tratamiento algunos para su preven-
ci6n y control.

En el 2000 los mapas establecidos mediante enzimas de restriccién, clo-
nacién molecular de genes v secuenciacién de ADN son técnicas de uso ruti-
nario para los genetistas. Estos instrumentos han permitido que actualmente
se tenga practicamente el mapa genético de Escherichia coli y de otros proca-
riotas. La genética y metabolismo de este microorganismo ha sido compen-
diada vn el libro de Neidhart, et al, titulado «E. coli and Salmonella: cellular
and molecular biology».

La biotecnologia se perfila hacia el tercer milenio en diferentes frentes,
uno de ellos es la aplicacién de la ingenieria genética para crear nuevos mi-
croorganismos, capaces de producir sustancias especificas de alto valor inx
dustrial (vacunas, protefnas de mamiferos, etc.), vegetales y animales trans-
génicos, biotecnologia ambiental, regulacién génica y terapia génica.

A finales de junio de 2000 representantes del Proyecto Genoma Humano
(consorcio publico internacional) y de Celera Genomics (empresa privada
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dedicada a la investigacién genética) anunciaron al mundo que el mapa ge-
nético del hombre, llamado por algunos «el libro de la vida» estaba secuen-
ciado casi en su totalidad (los anuncios variaron entre 89% y 97% y se «es-
- peraba completarlo en los préximos dos anos».

Este hito, comparable al descubrimiento del interior del dtomo a princi-
pios del siglo XX, plantea multiples posibilidades, entre ellas, en un futuro,
el diagndstico, la prevencién y curacién de enfermedades mediante terapia
génica. Para ello serd necesario completar la secuenciacién del genoma hu-
mano, establecer la localizacién de los genes y su interaccidn; avanzar en el
estudio de la relacién entre estructura y funcién de los genes y de las protei-
nas correspondientes, y buscar la aplicacién de estos hallazgos a la medici-
na, ya sea corrigiendo o reemplazando los genes implicados en determinada
patologia, o diseflando farmacos que tengan en cuenta la composicién gené-
tica de cada uno. '

El siglo XX finaliza con un balance que hace pensar que en estos Gltimos
cincuenta anos la humanidad ha avanzado a pasos agigantados en el conoci-
miento, proporcionando las bases fundamentadoras del conocimiento hu-
mano actual, posiblemente en la mayoria de los campos del saber; sin embar-
go, los problemas de desigualdad social, violencia, hambre y contaminacién
ambiental, entre otros, antes que ser solucionados se agudizan.

Al finalizar el siglo XX la humanidad acepta incrédula y al mismo tiempo
indiferente la existencia de microorganismos, plantas y animales transgéni-
cos. En este largo trasegar los microorganismos han jugado un papel trascen-
dental, al convertirse en una herramienta de trabajo bdsica para los investi-
gadores, quienes les deben su eterno agradecimiento.

Una serie de alternativas a nivel del conocimiento serdn reclamadas con
el fin de solucionar problemas vigentes al finalizar este siglo y con mayor
razén, en el tercer milenio. Dentro de esta perspectiva, la Microbiologfa estd
ITamada a jugar papel crucial dentro de dreas comprometidas con el bienes-
tar humano como la salud, produccién de alimentos, generacion de energia
no contaminante, descontaminacién ambiental, utilizacién eficiente de los
agroecosistemas, etc,

En el planode la salud, aunque en paises como Estados Unidos y en otros
del continente europeo en el dltimo siglo las enfermedades causadas por
microorganismos casi que se han erradicado, no se puede decir lo mismo de
los paises en vias de desarrollo, en donde estos avances tan valiosos para la
humanidad «sino se hace una inversién importante en ciencia y tecnologia»
pueden agudizar la brecha entre paises desarrollados y subdesarrollados, au-
mentando la dependencia.
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CAPITULO Il

Anatomia y morfologia microbianas

Con base en la conformacién de las células que los integran, los microor-
ganismos se han agrupado en procariotas y eucariotas. Mediante la compara-
ci6n de las secuencias de ARN ribosémico 16S y 18S se ha logrado establecer
que a partir de un organismo ancestral comiin evolucionaron tres linajes ce-
lulares. Dos de ellos: Bacteria y Archaea, con estructura procariética y un
tercero: Eukarya, conformado por células eucariéticas, en el cual se encuen-
tran las algas (verdes, rojas, diatomeas, etc.), los hongos y los protozoos (Fi-
gura 1).

. ANCESTRO UNIVERSAL

Bacleria

Diplomonadas Methanosarcina Hydrogenobacterias
Microsporidios Methanobacterium Termotogales
Tricomonadas Methanococcus Deinococcus
Flagelados Thermococcus celer Cianobacterias
Ciliados Thermoproteus Proteobacterias
Hongos Pyrodictium Planctomyces
Hongos mucosos Haldfilas Espiroquetas
Entamebas Bacterias verdes

no sulfiireas
Bacterias verdes sulfiireas

Plantas Citofagas
Animales Bacterias grampositivas
L— EUCARIOTAS ‘ ‘ PROCARIOTAS

Figura 1: Vision global del drbol filogenético universal.
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Los dos linajes procariotas permanecieron al nivel microbiano, mientras
que los microorganismos eucariéticos constituyeron los antecesores de las
plantas y animales. Algunos organulos surgidos en estos tltimos —tales como
mitocondrias y cloroplastos— presentan relacién filogenética con las bacte-
rias. Asi, las células eucaridticas actuales, con sus orgdnulos caracteristicos,
serfan el resultado de procesos endosimbidticos que sucedieron miles de
millones de afios después que ocurriera la separacién de lineas de descen-
dencia a partir del antepasado universal.

Tamano de 10s microorganismos

El tamaiio generalmente microscépico de los microorganismos (lldmense
procariota o eucariota) constituye una de las caracterfsticas mds importantes
de estos seres vivos que los convierte en una fuerza ecolégica fundamental
en la naturaleza, ya que esto les significa el intercambio més eficiente con su
medio ambiente, ocasionado por la alta relacion superficie/volumen que pre-
sentan. Veamos un ejemplo: si un microorganismo fuese esférico y tuviese 1
micrémetro de radio, su superficie serfa de 47 x 10" y su volumen seria
4m/3 x 10, lo cual llevaria a una relacién superficie/volumen de 3 x 10°,
representada en la cantidad de meimnbrana disponible para transportar sus-
tancias hacia afuera o adentro del microorganismo, que se va a traducir en
alta capacidad metabdlica y velocidad de desarrollo.

Si hacenios el mismo ejercicio para un organismo que alcance un radio
de 1 m (10° micrémetros), la relacién de estos dos parametros sélo alcanzaria
a 3 y por lo tanto su mayor tamaifio le significaria menor capacidad de inter-
cambio con el medio.que lo rodea.

Los microorganismos procariotas son unicelulares y los mas pequerfios;
en ellos se halla una amplia variacién de tamanos; se encuentran formas tan
diminutas como las de algunos micoplasmas que alcanzan entre 0.2 a 0.3
micrones' de didmetro; Escherichia coli, la bacteria habitante natural de nues-
tro intestino que mide aproximadamente 2um x 0.5um; Oscillatoria, cianofi-
cea que alcanza 37um X 5.25um, cuyas masas filamentosas se pueden apre-
ciar a simple vista en las aguas dulces. Los microorganismos eucariéticos
generalmente son pluricelulares y de mayor tamafio, aunque también los
hay unicelulares como la Saccharomyces cerevisiae microscépica levadura
y la sorprendente alga marina Caulerpa que alcanza entre 60 y 100 cm de
longitud, la cual, a pesar de estar conformada por una sola célula, consta de
una compleja estructura de filoides, canloides y rizoides.

El Cuadro 1 y la Figura 2 presentan ejemplos de ambos grupos de micro-
organismos y los comparan con las organizaciones moleculares llamadas

1. Eltamafo de los microorganismos se mide en micrones o micrometros () cuya equivalencia es de
10 mm.; nanémetros (10 mm) y Angstroms (A), cuya unidad equivale a 10° mm.
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entidades, que pasan del plano microscépico al submicroscépico, las cuales
no pueden considerarse como organismos vivos; sin embargo, son de gran
importancia para la Microbiologia y las Ciencias Bioldgicas en general. Di-
chas entidades son los virus, viroides, virusoides y priones.

CUADRO 1. ALGUNOS EJEMPLOS DE TAMANQS DE MICROORGANISMOS PROCARIOTAS,
EUCARIOTAS Y DE ENTIDADES.

Organismo Didmetro Longitud
Pasteurella tularensis 0,2 um 0,3-0,7 pm
Brucella 0,3 pm 0,3-1,0 pm
Escherichia coli 0,4-07 um 1,0-3,0 um
Bacillus anthracis 1,0-1,3 um 3,0-10,0 um
Staphylococcus aureus 0,8-1,0 pm

Streptococcus pyogenes 0,6-1,0 um

Sarcina ventriculi ‘ 3,5-4,0 um

Picornavirus 17-30 nm

Arbovirus 20-100 nm

Papovavirus 40-55 nm

Adenovirus 65-85 nm

T.M.V. (Tabacco Mosaic Virus) 15 nm 300 nm
B.S.M.V. (Barley Stripe Mosaic Virus) 20 nm 130 nm
P.V.X. (Potato Virus X) 10-13 nm 480 nm
C.T.V. (Citrus Tristeza Virus) 10-13 nm 2000 nm
Viroides 250-400 nucleétidos

Hongos (en general) 0,5->100 um Pocasum-m

Fuente: Agrios, 1989, Carpenter, 1969; Pelczar y Reid, 1966.

Forma de los microorganismos

La forma de un microorganismo, aunque el ambiente puede modificarla,
influye en el comportamiento y estabilidad que presenta.

Las bacterias generalmente muestran formas caracteristicas, asi: esféricas
u ovales (cocos), alargadas, en forma de bastén (bacilos), en forma de espiral
o helicoidal (espirilos o espiroquetas), y algunas con lados y esquinas en
angulo recto. Por su parte, las cianobacterias pueden presentar formas esféri-
cas, ovaladas, filamentosas, etc. A medida que se avanza en los estudios de
microorganismos eucariotas, la diversidad de formas y tamarios se hace atin
mds compleja (Figura 3).
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Figura 3. Algunas formas comunes en los m.icroorganis.mos. a) Bastdn-Estreptobacilo; b)
Helicoidal-Espirilo; ¢} Filamentosa-Alga v d} Esférica (estreptococo)

Una determinada forma en un microorganismo le puede significar venta-
ja ecoldgica frente a otro. Asi, las formas esféricas como las de los cocos,
implican menor distorsién ante fenémenos de desecacién y en consecuen-
cia, usualmente soportan mejor la deshidratacién que los bacilos o espirilos;
éstos por su parte tienen mayor superficie expuesta por unidad de volumen
que los cocos y por tanto pueden tomar mds eficientemente los nutrimentos
del ambiente en el que se desarrollan.

Cuando las células microbianas se dividen, en algunos casos permane-
cen unidas unas con otras, formando arreglos caracteristicos tanto del orga-
nismo como del tipo de divisién que han efectuado. Asi, cuando los cocos
se dividen en un solo plano vertical pueden separarse y conservar su indi-
vidualidad, en cuyo caso se denominan micrococos; en otras ocasiones,
aunque la divisién ocurre de manera similar, las células hijas tienden a
permanecer unidas y presentarse en pares que se distinguen con el nombre
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Figura 4. Arreglos y planos de division de cocos y bacilos (modificado de Brandao, 1992).
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de diplococos, y en otras, forman cadenas que se designan estreptococos
(Figura 4).

Cuando hay tendencia de las células hijas a permanecer unidas pero con
divisién celular en dos o mas planos, los cocos aparecen formando grupos
irregulares, en muchas ocasiones de gran volumen, asemejdndose a racimos
de uvas y toman el nombre de estafilococos. En un nimero reducido de co-
cos, la divisién celular puede realizarse en dos o tres planos perpendicula-
res, formando grupos de cuatro, conocidos como tétradas, o en paquetes de
ocho células, conocidas como sarcinas (Figura 4),

Los bacilos siempre se dividen en un solo plano; cuando forman cadenas
de dos células se llaman diplobacilos, y cuando éstas son largas, estreptoba-
cilos (Figura 4).

Arquitectura de las células

Los componentes celulares pueden dividirse en dos grupos: las estructu-
ras invariables, esto es, que se encuentran en todas las células procariotas y
probablemente son esenciales para la vida, y las variables, que se hallan en
algunas pero no en todas las células y seguramente participan en funciones
mads especializadas.

Las estructuras. mvarlables de la célula incluyen la membrana celular o
membrana mtoplasmatlca losu:lbosomas v el nicleo o la regién nuclear. Las
estructuras variables de la celula son la pared celular, mitocondrias, flagelos,
fimbrias o pelos, reticulo endoplasmatico, cdpsulas, desmosoma, cuerpos de
inclusién, endosporas, aparato de Golgi, pldsmidos.

Estructuras invariables
Membrana celular

Una célula existe como unidad gracias a la presencia de la membrana
celular, membrana plasmatica o apoplasto, la cual exhibe propiedades como
la elasticidad, la resistencia mecdnica y eléctrica, la regeneracién y la per-
meabilidad selectiva que regulan el movimiento de materiales hacia y desde
la célula.

Esta membrana, cuyo grosor es de 7 2 9 nandmetros, se ha observado con
el microscopio electrénico como una linea doble, muy fina y continua. Su
composicién quimica consiste en fosfolipidos y proteinas: los lipidos con-
fieren alguna resistencia eléctrica y permeabilidad a este tipo de moléculas,
mientras que las proteinas hacen que presenten baja tensién superficial y
elasticidad. Las células bacterianas con frecuencia poseen un solo tipo de
fosfolipido; por ejemplo, E. coli contiene 70% en peso de fosfatidil etanola-
mina. En la membrana citoplasmatica de los eucariotas, ademaés del anterior
se encuentran fosfatidilcolina, fosfatidilinositol y fosfatidilserina.
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Su organizacién molecular se ha explicado desde diferentes modelos;
uno de los més aceptados es el del “mosaico fluido”, el cual sostiene que la
membrana celular de los procariotas consiste en dobles capas de moléculas
de fosfolipidos, con sus cabezas hidrofilicas extendidas y sus colas hidrofé-
bicas agrupadas hacia el interior formando un “emparedado molecular”, que
posee proteinas que sobresalen en una o ambas superficies. Las protefnas
que permanecen en la superficie son denominadas periféricas y las que estén
inmersas o se extienden a través de la bicapa se conocen como proteinas
globulares o integrales (Figura 5).

Grupos
hidrofilicos

Grupos
hidrofébicos  {{
Proteinas
integrales

Figura 5. Esquema que ilustra la conformacion de la membrana celular, segiin modelo
del mosaico fluido de Singer y Nicholson (Adaptado de Curtis, 1985 y Garrahan y Rega,
1977).

Algunas de estas proteinas actiian como portadoras, acarreando molécu-
las a través de la membrana y otras son enzimas. Estas adoptan una orienta-
cién definida dentro de la doble capa y las porciones que sobresalen a cada
lado tienen distintas composiciones de aminodcidos y diferentes estructuras
terciarias.

Las dos caras de la membrana difieren en su composicién quimica. La faz
citoplasmadtica se caracteriza por presentar moléculas proteicas periféricas,
unidas a las proteinas integrales, incluidas en la doble capa; mientras que la
faz exterior se distingue por presentar cortas cadenas de carbohidratos, uni-
das a las proteinas integrales formando glicoproteinas, y a algunas de las
moléculas de lipidos (glicolipidos). Estos, glicoproteinas y glicolipidos, son
puntos de anclaje para otras células, bacterias infecciosas, virus, hormonas,
toxinas, anticuerpos y muchas otras moléculas que intervienen en procesos
de reconocimiento y la adhesién entre las células (Figura 6). El reciente co-
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Figura 6. Carbohidratos de la superficie celular que se unen quimicamente a proteinas y
lipidos, formando glicoproteinas y glicolipidos, bdsicos en fenémenos de reconocimiento
y adhesién entre células (Sharon y Lis, 1993).

nocimiento de estos compuestos ha permitido avanzar en el entendimiento
de la relacién patégeno-hospedero y en la generacién de nuevos farmacos
para el control de patégenos.

Esta conformacién de la membrana celular se encuentra también en las
células eucariotas, con la diferencia de que en estas 1iltimas se hacen presen-
tes moléculas de esteroles (colesterol y ergosterol) que intervienen en la esta-
bilidad de la membrana y no se encuentran en procariotas, salvo algunas
excepciones, como es el caso de algunas bacterias —procariotas anaerobios
como las bacterias fototréficas— que poseen moléculas similares a los estero-
les, llamadas hopanoides.

La composicién lipidica de las membranas constituye una de las princi-
pales caracteristicas que distinguen bacteria de archaea. En esta 1ltima, los
enlaces éter son responsables de la unién entre el glicerol y las cadenas late-
rales hidrofébicas, mientras que en bacteria y eukarya, son enlaces éster. Fuera
de ello, carecen de dcidos grasos y en su lugar poseen cadenas laterales com-
puestas por unidades repetidas de isopreno.

Algunos fungicidas tienen la propiedad de alterar la biosintesis del er-
gosterol, principal esterol en los hongos superiores (Ascomycetos, Basidio-
mycetos y Deuteromycetos). En esta forma se desestabiliza la estructura de la
membrana citoplasmadtica y se altera su permeabilidad y demds funciones,
conllevando a la muerte de la célula y del organismo.
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.

Todas las membranas que se encuentran en una célula, incluso las que
rodean diversas organelas, poseen esta estructura bdsica. Sin embargo, va-
rian en las cantidades y tipos de lipidos, proteinas y carbohidratos. Esto les
confiere caracteristicas especificas, de acuerdo con la funcién que estén lla-
madas a cumplir.

La membrana citoplasmética en los procariotas tiene gran importancia
funcional, pues ademds de regular el paso de sustancias en la célula es el
sitio donde se localizan varias enzimas, como por ejemplo citocromos, enzi-
mas que participan en la sintesis de moléculas complejas, tales como com-
ponentes de pared celular, y enzimas que intervienen en el transporte de .
electrones y en la fosforilacién oxidativa. También a partir de alli se forman
intrusiones membranosas (mesosomas) que intervienen en procesos metabé-
licos y de reproduccidn, tales como la formacion de tabiques durante la fi-
sién bacteriana.

Permeabilidad celular y transporte

Para que una sustancia entre o salga de una célula debe atravesar la mem-
brana citoplasmaética. Su composicién de doble capa, aparentemente, permi-
te el ficil acceso de moléculas hidrofébicas y excluye gran cantidad de iones
y moléculas hidrofilicas esenciales parala vida de la célula. E1C0, y el 0, que
no son polares, se disuelven en los lipidos y difunden con facilidad a través
de la membrana, mientras que la mayorfa de las moléculas de importancia
biolégica poseen grupos funcionales polares, en consecuencia son hidrofili-
cos, de manera que no difunden con libertad a través de la doble capa lipidi-
ca, por lo cual la célula debe acudir a diferentes estrategias de transporte.

Tanto en células procaridticas como en las eucariéticas, el flujo molecu-
lar hacia el interior o afuera de la célula ocurre mediante difusién, transporte
pasivo, transporte activo y por translocacién de grupos y citosis.

La difusién y la 6smosis permiten que las moléculas de una sustancia se
muevan desde regiones de mayor hacia las de menor concentracién. En esta
forma, cuando existe diferencia de concentracién de un soluto en cualquier
lado de la membrana, el agua se mueve para tratar de equilibrar tal concen-
tracion en ambos lados o hasta que la fuerza de la presién impida mayor
flujo de agua.

La 6smosis, en las células microbianas como en cualquier otra célula,
puede ser desfavorable porque si la célula se encuentra en un medio en don-
de la concentracién de solutos sea menor afuera de ella, el agua tenderé a
penetrar en la célula produciendo la expansién de su membrana, fenémeno
denominado turgencia. Esto es especialmente peligroso para las células mi-
crobianas que no poseen pared celular (protozoarios, zoosporas, amebas, etc),
en las cuales la excesiva turgencia puede hacer que la célula estalle. En sen-
tido contrario, si la célula se encuentra en un medio cuya concentracién de
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solutos es mayor afuera de ella, el agua tendera a salir de la célula causando
la contraccién del protoplasma o plasmdlisis. Si esa condicién no se modifi-
ca la célula puede morirg

En el transporte pasivo, las sustancias atraviesan la membrana sin inter-
vencién enzimdtica y gasto energético, aprovechando la diferencia de gra-
dientes entre la parte externa e interna. Este transporte por difusién es facili-
tado por mecanismos como la existencia de pequefios poros permanentes en
la membrana, originados por la estructura terciaria de algunas protefnas in-
tegrales o por el movimiento de las moléculas lipidicas que la constituyen. A
través de ellos pueden difundir el agua (la molécula polar més pequeria de
importancia bioldgica) y otras moléculas polares; su paso o no, es inversa-
mente proporcional a su tamano. La membrana en este caso actiia como un
tamiz. Ademas, la rapidez de la difusién estd determinada por el gradiente
de concentracién: a mayor gradiente mds rdpido el movimiento.

Otro mecanismo lo representan las proteinas integrales, que acttian como
acarreadoras, transportando en ambas direcciones moléculas que no pueden
atravesar la membrana por difusién, dado su tamaiio o polaridad. Estas pro-
teinas son muy selectivas, pueden aceptar una molécula y excluir otra casi
idéntica. Se las ha denominado permeasas, y a diferencia de las enzimas no
producen necesariamente cambios quimicos en las moléculas con las cuales
interactiian. Algunas proteinas portadoras sélo acarrean sustancias a través
de la membrana, si el gradiente de concentracién es favorable. Este transpor-
te se conoce como difusion facilitada y permite el movimiento de moléculas
de zonas con mayor concentracion a otras donde estdn menos concentradas,

Otros portadores vencen el gradiente de concentracién, proceso que re-
quiere gasto de energia por parte de la célula y se conoce como transporte
activo. En este proceso las sustancias no sufren cambios al pasar a través de
la membrana. Uno de los sistemas mas importantes de este tipo de transporte
es el de labomba Na*/K* que mantiene los iones de Na* en baja y los de K* en
alta concentracién en el citoplasma, junto con un potencial eléctrico negati-
vo neto en el interior de la célula.

Los microorganismos poseen sistemas de transporte que involucran en-
zimas que son excretadas para degradar sustancias complejas a unidades
mds sencillas (metabolismo exocelular), las cuales pueden ser movilizadas a
través de la membrana para la sintesis celular.

También’ puede ocurrir movimiento controlado desde y hacia la célula
mediante exocitosis o endocitosis, en las cuales las sustancias se transportan
en vacuolas constituidas por fragmentos de la membrana celular. La endoci-
tosis de sélidos se denomina fagocitosis, y la de moléculas disueltas, pinoci-
tosis; mientras que la eliminacién de gotas liquidas o pequenas partfculas
sélidas a través de la membrana se llama clasmocitosis. En las bacterias el
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citoplasma es inmdvil, por tanto no se observan corrientes citopldsmicas ni
movimiento mediante pseudépodos, tampocoe endocitosis ni exocitosis.

Ribosomas

Pequefias particulas oscuras dentro del citoplasma, que forman parte del
mecanismo sintetizador de proteinas de la célula. Su composicién es aproxi-
madamente 60% de dcido ribonucleico (ARN) y 40% de proteina. Una célu-
la procariota normal puede tener 10.000 o mds ribosomas dispersos en el
citoplasma; las células eucariéticas poseen una cantidad mucho mayor y
estdn unidas a un reticulo endoplasmaético.

Existen diferencias significativas entre los ribosomas de las células pro-
cariotas y las eucariotas. Los microorganismos procariéticos tienen riboso-
mas ligeramente més pequernios y livianos que los eucariéticos, caracteristica
que se expresa por su constante de sedimentacién (70S) en comparacién con
la de los eucariéticos (80S). Las arquibacterias tienen valores maés altos de S.

El tamariio de los ribosomas 70S y 80S se mide por unidades Svedberg
(S), que corresponde a la velocidad a la cual sedimentan cuando son someti-
dos a centrifugacién de alta velocidad o ultracentrifugacién.

Region nuclear

El niicleo es la estructura que contiene el ADN de las células eucari6ti-
cas. Visto al microscopio 6ptico, sin recurrir a tincién, apenas puede perci-
birse y se observa como un cuerpo oval o esférico, pélido, suspendido en el
citoplasma, en el cual ocupa aproximadamente el 10% del volumen total de
la célula. Fue observado por primera vez por Robert Brown en 1831.

El niicleo en reposo estd rodeado por una envoltura delicada, pero nitida
y bien definida, la «membrana nuclear», la cual estd formada de dos capas
concéntricas perforadas a intervalos; esto permite que moléculas selecciona-
das sean transportadas activamente hacia y desde el citoplasma.

El nicleo tiene un liquido viscoso que no se tifie, el jugo nuclear, y uno o
mds cuerpos esféricos refringentes, los nucléolos. Cuando se encuentra en
reposo, el nicleo presenta dos redes de filamentos intermedios: una de tales
redes (la ldmina nuclear) sostiene la capa interna de la membrana nuclear, en
tanto que la otra red rodea la capa mds externa de la misma.

La ldmina nuclear puede constituir lo que algunos autores llaman mate-
rial cromdtico, el cual se tifie fuertemente mediante colorantes comunes de-
bido a la tendencia de algunos de estos a reaccionar con los dcidos nucleicos;
estos, a menudo, se encuentran combinados con proteinas de naturaleza es-
pecial, denominadas nucleoproteinas.

El material cromético en el nicleo en reposo contiene uno de los princi-
pales dcidos nucleicos: el ADN (dcido desoxirribonucleico). El otro dcido
nucleico, ARN (4cido ribonucleico), se encuentra tanto en el nicleo en repo-
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so como en el citoplasma. Se ha demostrado también la presencia de ADN,
en pequefias cantidades, en organelas citoplasmicas como las mitocondrias,
los cloroplastos y los centriolos.

El micleo se considera de suma importancia en la determinacion de la
estructura y funcionamiento de la célula. Si el nicleo se extirpa, mediante
microcirugia, la célula degenera raipidamente hasta que muere. Los 4cidos
nucleicos, contenidos en gran parte en el nicleo, ejercen el control de las
actividades celulares, lo mismo que la transmisién de caracteristicas celula-
res de una generacion a otra.

Cada molécula de ADN estd empaquetada en un cromosoma separado; la
informacién genética almacenada en los cromoscmas de un organismo se
dice que constituye el genoma.

Se sabe que las bacterias y las cianobacterias no presentan nicleo propia-
mente dicho, sino la llamada region nuclear, nucleoidal o nucleoide, la cual
cumple las funciones del niicleo, aunque el ADN no se encuentra contenido
dentro de una membrana limitante. Las células de algunas algas, hongos y de
ciertos animales inferiores poseen mds de un nicleo.

La industria quimica ha producido ciertos fungicidas cuyo modo de ac-
cién afecta la sintesis de ARN con efecto secundario sobre la sintesis de otras
macromoléculas. Otros fungicidas alteran la sintesis de ADN al impedir la
incorporacién de la base Timina, en esta forma se interfiere la divisién celu-
lar (mitosis) y por tanto la reproduccién del organismo.

El nucleoide bacteriano o genéforo

La presencia de niicleo en las bacterias ha sido motivo de controversia.
Algunos niegan la existencia de dicha estructura en ellas, otros la afirman en
forma categérica, en tanto que hay quienes sostienen la presencia de un ni-
cleo difuso. No hay duda de que existe cierto tipo de estructura que contiene
ADN, de la cual depende la constitucién genética de la célula, aunque ella
no corresponde en estructura y forma de duplicacién con el micleo de los
organismos eucarioticos.

El material genético en los procariotas se localiza en la regién nucleoidal
o nucleoide. Al microscopio electrénico el nucleoide aparece como un 4rea
irregular y menos densa que el citoplasma que la circunda. Dependiendo de
la actividad de la célula, ésta puede presentar uno o méas nucleoides, los
cuales contienen una copia del mismo ADN en donde estdn localizados los
genes caracteristicos de la especie. La molécula desnuda del ADN de doble
cadena no estd intimamente ligada a las proteinas de los procariotas y en los
cortes de células aparece como una densa maraiia fibrilar. En algunas ar-
chaea, el ADN cromosdémico forma extensos complejos con proteinas, en for-
ma parecida a lo que ocurre con el cromosoma eucariético.
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La molécula de ADN tiene aproximadamente 2 nm de ancho y miles de
nandémetros de largo y su conformacién probablemente es circular en todas o
en la mayoria de las especies. El plegamiento estrecho del ADN en el nucle-
oide compacto se debe a la unién del ADN con proteinas y con ARN. No se
conoce el papel del ARN en la estabilidad del nucleoide pero se sabe que
algunas de las proteinas que unen el ADN presentan alto contenido de ami-
nodcidos bédsicos y que en algunas la composicion de estos es muy semejante
a las proteinas de los cromosomas eucaridticos. Se desconoce la funcién es-
tructural que tienen las proteinas en el plegamiento de]l ADN en el genoma
bacteriano.

Estructuras variables
Pared celular

Es Ja estructura que rodea la membrana citoplasmastica de casi todas las
células procariéticas y de muchas eucariéticas. Se considera una estructura
que protege a la célula contra los choques osméticos. Aquellos organismos
que no poseen pared celular presentan otros mecanismos para protegerse de
la presién osmética.

La pared celular no restringe el flujo de moléculas pequenias hacia aden-
tro o afuera de la membrana citoplasmaética, aunque los polimeros muy gran-
des no son capaces de pasar a través de ella. Algunas enzimas secretadas por
la célula pueden quedar atrapadas en el periplasma (espacio entre la pared
celular y la membrana citoplasmaética), el cual se considera una zona de gran
actividad enzimética.

La pared celular bacteriana: En los procariotas la pared celular es nor-
malmente rigida, lo cual le confiere la forma caracteristica de cada tipo en
particular. En casi todas las bacterias la pared celular contiene mureina, tam-
bién conocida como mucopéptido o peptidoglucano, compuesto que no se
encuentra en eucariotas.

La mureina o peptidoglicano consta de unidades repetidas alternativa-
mente de aminoaziicares N- acetilglucosamina, y dcido N- acetilmurdmico,
los cuales forman la porcién glucano de la molécula. Algunas de las unida-
des de 4cido N-acetilmurdmico estdn unidas con cadenas cortas de péptidos
compuestos por cuatro aminodcidos. Algunos de estos, como el dcido diami-
nopimélico, se encuentran en las bacterias y en ningtin otro sistema bioldgi-
co. Todos los tetrapéptidos incluyen a-alanina, dcido D-glutdmico, a-lisina o
acido diaminopimélico (D.A.P.) y D-alanina. La lisina se halla en las bacte-
rias grampositivas y el dcido diaminopimélico en las gramnegativas.

Las cadenas de tetrapéptidos se enlazan mediante un puente peptidico
entre el grupo carboxilo en una cadena de tetrapéptidos y el grupo amino de
un aminodcido en la cadena de otro tetrapéptido (Figura 7). En estos enlaces
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Figura 7. Esquema de la estructura de la mureina de la pared celular de las bacterias. G.
representa el aziicar aminado acetil-glucosamina, y M. un compuesto similar denomina-
do dcido murdmico. Las lineas quebradas que unen a las cadenas paralelas de G y M
estdn formadas por aminodcidos. El nimero de estos “puentes” entre cadenas paralelas
varia con las especies, y también varia el tipo y el nimero de los aminodcidos de esos
puentes. La linea punteada entre G y M indica el punto de ataque de la enzima lisozima
y el antibiético penicilina. La unidad encerrada en un rectdingulo de lineas punteadas,
representa aquella cuya incorporacién en la fabricacién de la pared celular es impedida
por la penicilina (Palleroni, 1970, Madigan, Martinco y Parker, 1999).

cruzados, los cuales se denominan puentes, sucede la mayor variacién en
los peptidoglucanos. Estos enlaces pueden presentarse entre tetrapéptidos
en diferentes cadenas o en cadenas adyacentes, de manera que el peptido-
glucano forma una hoja rigida de varias capas.

& El éxito de un antibiético para controlar infecciones bacterianas radica
en su capacidad para romper las uniones cruzadas, lo cual induce la forma-
cién de paredes celulares defectuosas y por tanto la muerte de las células La
penicilina no tiene tal poder y no tiene efecto sobre las bacterias que no
estdn en crecimiento, en cambio la enzima lisozima rompe la porcién gluca-
no en el enlace [3(1.4) entre el N-acetilglucosamina y el 4cido N-acetil mura-
mico, por tanto degrada la molécula de peptidoglucano ya formada.

La pared celular de Ias\factenas grdm_p_osmvas)presema una capa de pep-
tidoglucano que equivale al 90% de la pared celular, y se piensa que ella es
la responsable de fijar la coloracién primaria en el espacio peripldsmico al
aplicar la tincién de Gram, impidiendo que dicha coloracién sea eliminada
por el agente decolorante. Ademds del peptidoglucano, las bacterias gram-
positivas tienen en su pared celular también dcidos teicoicos los cuales son
polisacéridos 4cidos, contienen carbohidratos como la glucosa, fosfato y un
alcohol que puede ser glicerol o ribitol, Al parecer el dcido teicoico puede
ser responsable de la unién de sustancias en la superficie de la célula o del
almacenamiento de fésforo.
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Por el contrario, las bacterias gramnegativas presentan pared celular mds
compleja. La capa de peptidoglucano es muy delgada y puede representar
s6lo el 10% de la pared celular. No presentan dcidos teicoicos pero s{ fosfo-
lipidos, lipopolisacéridos y proteinas que conforman la capa externa de la
pared. Al colocar bacterias gramnegativas en KOH al 3%, éstas forman un
moco caracteristico (Figura 8a).

Los fosfolipidos y los lipopolisacdridos de la capa externa se conocen
como la envoltura celular y conforman una membrana adicional que regula
el flujo de materiales hacia adentro o afuera de la célula, permitiendo la
difusién de moléculas hidrofilicas e hidrofébicas, en tanto que la membrana
citoplasmatica excluye casi todas las sustancias hidrofilicas, excepto el agua.

Sin embargo, la membrana externa es menos permeable a las sustancias
hidrofébicas o anfipdticas como los fosfolipidos que tienen terminaciones
polares y no polares. De ahi que las bacterias gramnegativas sean menos sen-
sibles a los antibidticos. Ademds, los lipopolisacdridos de la capa externa se
conocen como endotoxinas microcdpsula o antigenos sométicos los cuales
producen sintomas de enfermedad como los que caracterizan a la diarrea del
viajero. Las anteriores consideraciones hacen que las bacterias gramnegati-
vas predominen sobre las grampositivas en las infecciones humanas.

No todas las bacterias poseen peptidoglicano en su pared celular, por
ejemplo algunas Archaea metanogénicas contienen paredes celulares con-
formadas por un polisacérido parecido al peptidoglicano, llamado pseudo-
peptidoglicano, en el cual el 4cido N-acetilatalosaminurénico reemplaza al
N-acetilmurdmico del peptidoglicano. Tampoco poseen esta molécula Sulfo-
lobus y Halobacterium. El género bacteriano Mycoplasma no presenta pared
celular y ademds incorpora esteroles en la membrana citoplasmatica a partir
de una célula eucariética hospedante. Por carecer de pared celular los Myco-
plasmas no son inhibidos por la penicilina.

Pared celular de los organismos eucariéticos

Esta estructura estd presente en muchos de estos organismos a los cuales
también protege del choque osmético. Muchas algas tienen pared celular
- compuesta por.celulosa, ademds de otros polisacaridos como las pectinas,
xilanas, mands y dcido alginico que se encuentran como componentes im-
portantes de algunas algas.

Otras poseen paredes celulares ricas en calcio o silicio, formando una
especie de concha o fristulo, como en las diatomeas. Las algas del coral
contienen carbonato de calcio en sus paredes celulares, con lo cual forman la
base de los arrecifes de coral. El género Euglena estd constituido por algas
que no presentan pared celular verdadera,
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En los hongos la pared celular estd conformada por microfibrillas de ce-
lulosa o quitina o una combinacién de las dos. Las llamadas lamas (hongos)
no presentan pared celular en buena parte de su ciclo bioldgico y son, por
tanto, pleomérficas. Para la sintesis de la pared celular en los hongos es ne-
cesaria la formacion de glicolipidos a partir de las membranas, lo mismo que
la fijacién de C-glucosamina a la quitina en la pared celular. Algunos fungi-
cidas ejercen su modo de accidn afectando la biosintesis de los componentes
de la pared celular.

Los protozoarios no tienen pared celular verdadera y muchos presentan
mecanismos especiales de osmorregulacion. Algunos de ellos forman una
pared externa o concha, compuesta de carbonato de calcio en los foraminife-
ros y de biéxido de silicio o sulfato de estroncio en los radiolarios.

T

Mitocondrias - |

Uno de los rasgos importantes de las células eucaridticas es su cardcter
membranoso, lo cual se demuestra mediante micrografia electrénica. Las
mitocondrias aparecen como cuerpos independientes rodeados por mem-
branas dobles. En esos cuerpos ocurre de manera importante la actividad
respiratoria. Estdn constituidas principalmente de lipoproteinas con peque-
fia cantidad de ARN. Contienen enzimas respiratorias, y por ello se denomi-
nan «centrales generadoras» de la célula. Se supone que ellas contienen el
«factor extranuclear citoplasmético» que estimula el mecanismo hereditario
encargado de mantener ciertos caracteres, tales como las actividades bioqui-
micas, que no estdn controladas, hasta donde se sabe, por mutacién de ge-
nes. Ensayos realizados acerca de la sintesis de enzimas respiratorias y otras
actividades bioldgicas de las levaduras, suponen la presencia de un factor
que se origina y se duplica en forma auténoma en el citoplasma y el cual estd
relacionado con las mitocondrias. Las mutaciones inducidas por cambios en
las mitocondrias son unidireccionales, irreversibles y diferentes en otros as-
pectos de los cambios resultantes de la mutacién de genes.

Flagelos

Muchas bacterias son mdviles y esta capacidad para desplazarse inde-
pendientemente, en general, es debida a la presencia de un organelo especial
para la motilidad, el flagelo. En las bacterias son apéndices largos y delga-
dos, libres por uno de sus extremos y unidos a la célula por el otro.

Los flagelos se disponen de manera diferente en las bacterias, sirviendo
como criterio para la clasificacién de algunos géneros. Por ejemplo, los géne-
ros Pseudomonas y Xanthomonas tienen flagelacién polar y los géneros
Erwinia, Agrobacterium Bacillus, Curtobacterium, Clostridium, Alcaligenes
Acetobacter y Enterobacter, flagelacién peritrica.
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En la flagelacién polar, los flagelos (uno o varios) estdn unidos a uno
(flagelacién lofitrica) o ambos extremos (flagelacién anfitrica) de la célula.
Los flagelos localizados alrededor de la célula, reciben el nombre de flagela-
cién peritrica (Figura 8b).

Los flagelos bacterianos estdn compuestos de subunidades de una protei-
na denominada flagelina, salen a través de la pared calular y se originan-en
una estructura granular en el citoplasma, inmediatamente por debajo de la
membrana celular.

La longitud del flagelo suele ser-varias veces la de la bacteria que lo po-
see, pero su didmetro es una pequena porcién del didmetro de la célula.

Cilios

Son estructuras citoplasmaticas cuyas formacion y actividad, al igual que
en los flagelos, estdn controladas por el centrosoma. Se proyectan a partir de
la superficie externa de la membrana celular en cierto tipo de células y son
estructuras relativamente cortas y muy numerosas. Organismos unicelulares
como el Paramecium poseen gran nimero de cilios que se mueven ritmica y

coordinadamente, pueden contarse por cientos y son los responsables de la
gran movilidad de estas formas unicelulares.

Fimbrias, pili o pelos

Muchas bacterias gramnegativas tienen apéndices filamentosos que son
mds pequeios, mds cortos y mas numerosos que los flagelos y no forman
ondulaciones como lo hacen estos.

Estdn compuestos por subunidades de una proteina denominada pilina y
emanan de la superficie de la célula; parece ser que estdn involucradas en
funciones de unién o adherencia con células vegetales animales y materiales
inertes. Estas estructuras no tienen funcién de motilidad y se encuentran en
especies méviles y no méviles. :

Al parecer hay varios tipos diferentes de pili que se pueden asociar con
la superficie de las bacterias; el pilus F o sexual estd involucrado en el apa-
reamiento y se le encuentra sélo en las células donadoras; al parecer el con-
tacto del pilus F de la célula donante con la pared celular de la célula recep-
tora establece el apareamiento e inicia la transferencia del ADN. A los pili,
ademads, se les ha involucrado en la habilidad de las bacterias para reconocer
los sitios receptores especificos en las membranas de la célula hospedante;
al parecer permiten a las bacterias fijarse y colonizar las células hospederas y
algunas veces son la puerta de entrada del patégeno al susceptivo.

Reticulo endoplasmdtico

Ademas de los cloroplastos y mitocondrias, que estdn involucrados en la
conversién de energfa, las células eucariéticas contienen una extensa red
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Figura 8. a) Formacion de moco por bacteria gramnegativa, b) Flagelacién peritrica en la
bacteria Erwinia, ¢) Endospora subterminal y d} Endospora bacteriana en Clostridium.

*membranosa que se conoce como reticulo endoplasmético; el cual varia mucho
“entre las diferentes células, pero siempre forma un sistema de sacos llenos
de liquido, contenidos dentro de una red de membranas.

Esta red membranosa al parecer realiza distintas funciones dentro de la
célula eucariota. Existe evidencia de que el reticulo endoplasmadtico se une
con la membrana nuclear externa, comunicacién a través de la cual se coor-
dinan las funciones metabélicas de la célula. El retfculo endoplasmatico es
de dos tipos: un reticu%o endoplasmadtico de apariencia rugosa porque tiene
ribosomas adheridas y'uno liso, el cual no se encuentra asociado a riboso-
mas. Los ribosomas de las células procariéticas no estdn fijos a estructuras
membranosas andlogas.

La fijacién de los ribosomas al reticulo endoplasmatico permite la coor-
dinacién de la actividad y los canales del R. E. proporcionan un sistema a
través del cual pueden ser transportadas las proteinas sintetizadas fuera de
la célula o para ser incorporadas en las membranas. Muchas de las enzimas
estdn asociadas tanto al reticulo endoplasmaético rugoso como al liso, y esta
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red de membranas proporciona gran importancia a las actividades enziméti-
cas, incluyendo la sintesis de lipidos para las membranas.

Cépsula

Son estructuras gruesas, viscosas y gelatinosas que rodean las células de
algunas especies bacterianas. Se consideran acimulos de polimeros de poli-
sacéridos o polipéptidos. Las cdpsulas se colorean débilmente y generalmente
se demuestra su presencia mediante un método de coloracién por contraste
o “negativo” en el cual se colorean el fondo y las demds estructuras celulares
quedando las capsulas incoloras. Cumplen funcién de proteccién contrala
desecacién y agentes nocivos: las bacterias encapsuladas patégenas no son
fagocitadas por los leucocitos.

.-

Cuerpos de inclusién

Son cuerpos inertes que aparecen en el citoplasma de células bacterianas
en cultivos envejecidos. Parecen ser materiales alimenticios de reserva, puesto
que se acumulan durante épocas de suficiente aporte nutricional y disminu-
yen durante la inanicién. En muchas especies de bacterias y en hongos, algas
y protozoarios aparecen granulos de volutina denominados granulos meta-
crométicos; se colorean intensamente con colorantes bdsicos y estdn integra-
dos por dcido fosférico polimerizado, conocido como polifosfato. En varias
bacterias, especialmente grampositivas, aparecen glébulos de lipidos. En otras
especies se encuentran también azufre y hierro. :

Esporas

Otra caracteristica que se emplea con frecuencia para diferenciar espe-
cies microbianas es la produccion de esporas, caracteristicas importantes en
la clasificacién taxonémica de microorganismos eucariéticos y para algunos
géneros de bacterias.

Endospora bacteriana

Es una estructura compuesta por siete capas que contienen mureina y
dipicolinato de calcio. Estructura resistente y refractaria a la desecacién que
mantiene su viabilidad durante largos periodos, en condiciones que no per-
miten el crecimiento del organismo, pero que sobreviven aun expuestas a
altas temperaturas durante largos perfodos.

Pocos géneros de bacterias son capaces de formar endosporas, las princi-
pales formadoras de ellas son miembros de los géneros Bacillus y Clostri-
dium, lo mismo que otros bacilos y cocos gramnegativos como Amphibaci-
llus, Desulfotomaculum, Oscillospira, Sporohalobacter, Sporolactobacillus,
Sporosarcina, Sulfidobacillus y Syntrophospora. Las endosporas se dan cuan-
do las condiciones de vida se tornan desfavorables para el desarrollo conti-
nuo de las bacterias; una vez se forman pueden mantener viabilidad durante
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milenios. Las endosporas se reconocen facilmente al microscopio por su ca-
racteristica localizacién intracelular, su gran refringencia y su resistencia a
tefiirse con colorantes de anilina bédsica (Figuras 8c y 8d).

Aparato de Golgi

Estructura distintiva del citoplasma de las células eucariéticas; nunca se
encuentra en las células procariéticas. Es un complejo membranoso, en for-
ma de disco, cuyas numerosas membranas se hallan préximas entre si y a las
del reticulo endoplasmatico. Sirve de estructura empaquetadora, ya que dentro
de sus vacuolas van encerradas y transportadas varias clases de productos
celulares.

El aparato de Golgi estd formado normalmente por cuatro a ocho cuer-
pos de Golgi, que son sacos membranosos aplanados, agrupados. Este apara-
to algunas veces es llamado complejo de Golgi y el conglomerado indivi-
dual de membranas se denomina dictiosoma. Las proteinas formadas en los
ribosomas del reticulo endoplasmaético rugoso son transferidas al aparato de
Golgi mediante un proceso de gemacién denominado burbujeo. Los cuerpos
de Golgi son los sitios en donde se efectian las distintas actividades de
sintesis a través de los cuales los polisacdridos y lipidos pueden ser adicio-
nados a las proteinas para formar lipoproteinas, glucoprotefnas y varios de-
rivados de polisacdridos; estos compuestos bioquimicos son esenciales para
la sintesis de varios constituyentes celulares. Los sacos membranosos del
reticulo endoplasmatico transportan proteinas y lipidos del aparato de Gol-
gi, en donde ocurre su empaquetamiento dentro de vesiculas secretoras. Las
vesiculas secretoras, que son formadas por el aparato de Golgi, se movilizan
a la membrana citoplasmaética en donde descargan su contenido mediante
exocitosis. Tal proceso es importante para la construccién de estructuras
celulares que se encuentran por fuera de la membrana citoplasmaética, como
la pared celular.

Plasmidos

Ademds del nucleoide, las bacterias pueden contener una o mds molécu-
las circulares de ADN denominadas pldsmidos, las cuales no estdn presen-
tes en todas las bacterias. Esas moléculas contienen cantidad limitada de
informacién genética especifica y complementaria a la informacién conteni-
da en el nucleoide. Dicha informacién puede establecer la capacidad de apa-
reamiento, la resistencia a los antibiéticos y la tolerancia a los metales téxi-
cos, garantizando su supervivencia en condiciones desfavorables.

Estas estructuras son ttiles-en ingenieria genética como transportadoras
de informacién ya que por su tamaiio resulta ficil manipularlas; se pueden
aislar, introducir en ellas informacién genética e implantarlas en otras célu-
las bacterianas viables en las cuales se expresa la informacién que portan.
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ALGUNAS DIFERENCIAS IMPORTANTES ENTRE PROCARIOTAS Y EUCARIOTAS

Caracteristicas

Procariotas

Eucariotas

Tamano de la célula

Sistemna genético

Membranas internas (orga-
nelos)

Formacién de tejidos

Divisién celular

Sistema sexual

Organelos de motilidad

Nutriciéon

Esteroles en la membrana
Ribosomas
Subunidades ribosomales

Pared celular

La mayoria pequeios

(1-10um)

DNA no asociado a protei-
nas en los cromosomas

Nucleoide no rodeado por
membrana

Un grupo de unién

Poco o ninglin DNA repe-
titivo

Transitorias, si se presen-
tan

Ausente

Fisién binaria, gemacién,
otros medios; no hay mi-
tosis

Transferencia unidireccio-
nal de genes de donador a
receptor

Flagelos simples en las
bacterias si se presentan

Principalmente absorcidn,
algunos son fotosintetiza-
dores

Ausentes
708
508 + 308

Contiene mureina

La mayoria grandes
(10-100um)

El DNA complejado con
proteinas en los cromoso-
mas

Niicleo con membrana

Dos 0 mds grupos de unién
DNA repetitivo

Numerosos tipos: mitocon-
drias, cloroplastos, lisoso-
mas, Golgi, etc.

Presente en muchos gru-
pos

Varias formas, asociadasa
la mitosis

Fusién nuclear completa
de genomas gaméticas
iguales; asociada a la
meiosis

Cilios o flagelos comple-
jos, si se presentan

Absorcién, ingestidn, foto-
sintesis

Presente

808

60S + 408

Varios tipos, ninguno con
mureina
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CAPITULO 1lI

Metabolismo microbiano

Acerca de cémo los microorganismos obtienen su energia*

Permanentemente estamos en contacto con manifestaciones de la activi-
dad microbiana al consumir pan, yogur, kumis, queso, bebidas fermentadas
en general (vino, cerveza, sake, chicha, whisky, vodka, etc.); presenciar la
descomposicién de residuos orgdnicos que se adornan con paraguas de di-
versos colores y sentir que se genera calor; ir por la carretera y percibir un
olor desagradable a huevo descompuesto que se desprende de suelos anega-
dos adyacentes; cuando enfermamos o enferma un animal o un cultivo; al ser
tratados con antibiéticos o cuando se acude a la inmunizacién a través de
vacunas; al observar que el pan, los alimentos, telas, maderas, etc. se enmo-
hecen y descomponen més rdpidamente si hay humedad en el ambiente. En
fin, cada uno de nosotros ha vivido cantidades de situaciones que le permi-
tirfan hablar de la accién de los'microorganismos.

Sin embargo, pocas veces nos interrogamos acerca de por qué los micro-
organismos realizan tal o cual actividad. Normalmente, como testigos pasi-
vos, simplemente calificamos y categorizamos a los microorganismos como
buenos o malos, segin nos beneficie o perjudique su actividad biolégica.

Este capitulo pretende resumir algunos conceptos bésicos para el tema
del metabolismo microbiano, haciendo énfasis en el catabolismo y su signi-
ficado a nivel del microorganismo en sf, para el ecosistema y para el hombre,
en particular.

Conceptos basicos para abordar el metabolismo microbiano

4 La propiedad de crecimiento

La caracteristica mds importante de la materia viva es la propiedad de
crecer. La célula crece partiendo de compuestos quimicos simples tomados

* Con la coautoria de la profesora Maria Elena Pineda M.V.
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del medio, y con ellos, modificados apropiadamente, construye sus macro-
moléculas caracteristicas. La célula se divide y la divisién significa la dupli-
cacién ordenada de todos sus elementos celulares; sin esta duplicacién or-
denada las propiedades de los seres vivos variarian profundamente de una
generacion a otra. Brock et al (1987), por su parte, consideran que la caracte-
ristica fundamental de los sistemas vivos es «su capacidad para organizar
moléculas y reacciones en secuencias sistematicas cuidadosamente contro-
ladas. La expresién final de esta organizacién es la capacidad del organismo
para replicarse a si mismo».

Asi, entendemos la actividad microbiana sobre diferentes materiales como
la necesidad de los microorganismos de aprovechar sustratos que les sirvan
de materia prima para ejercer la propiedad de crecer, proceso que requiere
alto grado de organizacién en los organismos vivos, que implica consumo y
transformacién permanente de energfa como fenémeno central del proceso
de la vida.

Energia

La energia estéd presente en diferentes formas en los procesos biolégicos;
por ejemplo, la energia térmica o calérica, causada por el movimiento mole-
cular. A pesar de ser producida por los organismos en sus procesos normales
de transformacién de energia, no puede usarse como fuente energética pri-
maria por ellos mismos, es liberada en forma de calor y se considera energfa
de desecho. La energia mecénica originada durante el movimiento celular,
por ejemplo movimiento de cilios, flagelos y corrientes citoplasmdticas, tam-
poco puede ser empleada como fuente primaria energética.

Igual sucede con la energia atémica contenida en la estructura de los
dtomos, la cual se libera como radiaciones atémicas y puede causar dafios
importantes en los organismos. La energia eléctrica se produce por el movi-
miento de electrones de un sitio a otro; todos los organismos vivos la produ-
cen como parte de sus funciones celulares.

Por su parte, la energia electromagnética se presenta en forma de radia-
ciones y en biologia, la mds importante es aquella que cae dentro de la luz
visible o cerca de estoshmltes como las radiaciones solares. La luz constitu-
ye la fuente primaria de energfa para los organismos que realizan la fotosin-
tesis y puede ser empleada para distintas funciones por muchos organismos
no fotosintéticos.

La energia quimica es aquella que puede liberarse a partir de compues-
tos orgdnicos o inorgdnicos mediante reacciones quimicas y es la fuente pri-
maria de energfa para los organismos no fotosintetizantes.

Bloléglcamente son titiles a la célula microbiana estas tres formas de ener-
gia: quimica, eléctrica y luminica. La premisa de la vida como proceso fun-
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damentalmente quimico, conduce a que la mayoria de las reacciones energé-
ticas dentro de la célula requieran energia quimica; incluso el empleo de la
luz como fuente energética primaria implica que debe ser convertida a ener-
gia quimica; igualmente, la energia eléctrica no puede emplearse directa-
mente pero es muy importante como forma intermediaria en las conversio-
nes energéticas y en el transporte de algunas sustancias a través de la mem-
brana celular.

3 ‘Se acepta entonces que el Unico tipo de energia utilizable por las células
para -a el trabajo de modificar las sustancias tomadas del exterior y convertir-_
~las en sus macromoléculas, es la energia gy@memda en las uniones
~ de los dtomos que forman las moléculas, Las células microbianas heterétro-
_fas obtienen dicha energia de los compuestos quimicos pro ntes del me-
‘dio exterior, y en el caso de los autétrofos de_l_a_rad;gg(ww

los trabajos celulares propios del acto de crecer y demés funciones celulares.

Recordemos que las formas de energia pueden transformarse unas en otras
y la unidad més usada para expresarlas es la kilocaloria (kc) —cantidad de
energia cal6rica necesaria para elevar la temperatura de un kilogramo de
agua en 1°C—. También se expresa en julios o kilojulios (kJ). Una kilocaloria

equivale a 4.184 kilojulios.

En las reacciones qulmlcas ocurren cambios energéticos que se manifies-

_tan en términos de ganancia o pérdida de energfa. La cantidad de » energia
hberada durante ‘una reaccién quimica tiene tres componentes: H, G y S

H corresponde a la cantidad total de energia liberada durante la reacci6n
y se le denomina entalpia; parte de ella no estd disponible para efectuar tra-
bajo til, se pierde como energia calérica v se la distingue como S o energia
entrépica; G se utiliza para expresar la energia libre disponible para efectuar
un trabajo. El cambio en la energia libre durante una reaccién se expresa
como AG® y es modificado por las concentraciones de los sustratos, los pro-
ductos, el pH y la temperatura. Si AG® (obtenido en condiciones estdndar:
pH 7, 25 °C, todos los sustratos y sus productos en una cantidad inicial 1M),
es negativo, entonces se libera energia libre, la reaccién tiene lugar esponté-
neamente y se denomina reaccién exergénica; por el contrario, si AG® es
positivo, la reaccién no podré efectuarse espontdneamente, requiere energfa
y se llama endergonica.

Es esencial para la vida de los microorganismos que la energia despren-
dida de reacciones exergénicas sea utilizada para efectuar las reacciones en-
dergénicas. Afortunadamente, los organismos han creado vias de acoplamien-
to de estos dos tipos de reacciones. El principio bdsico implicado es que
haya un reactivo comiin. Los de mayor uso para las células son aquellos
capaces de transferir ciertas cantidades de energia libre, llamados compues-
tos de alta transferencia de energia.
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El Cuadro 1 incluye algunos de los/compuestos de alta transferencia de
energfa encontrados en bacterias, de éstos el ATP es el mds importante.

CUADRO 1: ALGUNOS COMPUESTOS DE TRANSFERENCIA DE ALTA ENERGIA ENCONTRA-
DOS EN BACTERIAS, CON SUS CAMBIOS DE ENERGIA.

Compuesto ‘ AG? Kcal
ADENOSINA TRIFOSFATO (ATP) 7.3
GUANOSINA TRIFOSFATO (GTP) -7.3
URIDINA TRIFOSFATO (UTP) -7.3
CITIDINA TRIFOSFATO (CTP) ' 7.3
ACETIL - FOSFATO -10.1
ACIDO 1,3-DIFOSFOGLICERICO -11.8
ACIDO FOSFOENOLPIRUVICO (PEP) -14.8

Fuente: Pelczar, 1993

Recordemos que en los sistemas biolégicos el ATP es la moneda energé-
tica de uso de la célula en el intercambio entre las reacciones exergénicas y
endergénicas que e van a permitir realizar sus funciones vitales. Los com-
puestos del Cuadro 1 que tienen valores DG mds negativos que el correspon-
diente a la hidrélisis del ATP, pueden transferir su energfa directa o indirec-
tamente para la sintesis de esta molécula (ATP).

1,3 - dcido difosfoglicérico + ADP —>» 3 — dcido fosfoglicérico + ATP

Reacciones de oxido-reduccion

En la produccién de energxa intervienen varios tipos de reacciones qui-
micas, siendo la méds comin la 6xido-reduccién, cuya base fundamental es
la transferencia de electrones. Oxidaci6n es la pérdida o liberacién de elec-

“trones y reduccién es la ganancm “de éstos. Frecuentemente, las reacciones
de oxidacién son deshidrogenaciones (ya que acarrean la pérdida de dtomos
de H). Como un dtomo de H consiste en un protén y un electrén, un com-
puesto que pierde un dtomo de hidrégeno ha perdido esencialmente un elec-
trén y por lo tanto ha sido oxidado.

Ni las oxidaciones ni las reducciones tienen lugar en forma aislada, siem-
pre deben estar acopladas ya que los electrones no existen aislados en solu-
cién. En otras palabras, la inversa de cada reaccién de oxidacion es una reac-
ci6én de reduccioén y viceversa. También, en cada reaccién participan un par
de sustancias: una es la forma reducida y la otra la forma oxidada.

Las sustancias varfan en su tendencia a ceder electrones y oxidarse. Esta
tendencia se expresa como potencial de reduccién; este potencial se mide
eléctricamente en relacién con una sustancia estdndar, constituida por el H,.
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La mayoria de las moléculas pueden ser tanto donadoras de electrones (re-
ductoras) como aceptoras de electrones (oxidantes) en diferentes momentos,
dependiendo de las otras sustancias con las cuales reaccionan.

-/ En el catabolismo blologlco al donador de electrones frecuentemente se
le denomina fuente de energia, sin embargo es necesario tener claro que este
‘término no s1gn1fica que toda la energia esta contemdé eh el donador de
" electrones y es liberada mediante una oxidacidn, ya que es el proceso redox
acoplado el que libera energfa. En otras paIabras la cantidad de energia libe-
rada depende tanto del donador como del aceptor de electrones.

Enzimas

TWBS melabohcas de los microorganismos, implicadas en
la generacion y uso del | ATP, del poder reductor y de los precursores macro-
moleculares, son enzimdticas. En otras palabras, todas las reacciones quimi-
cas de la ¢ celula mlcroblana son catalizadas por enzimas.

Las enzimas ?Ep_rgtemas solas-o combinadas con otras moléculas, dota-
das de capacida catalitica, es decir, en pequefias c cantldades aceleran las

~Teacciones quimicas sin alterarse ellas mismas después-de las reacciones y

“sin que necesariamente las inicien. Poseen las mismas propledades de las
proteinas, es decir, se de desnaturalwau con el calor, precipitan con el etanol, a

concentraciones elevadas de sales inorganicas como el sulfato de amonio y
no dializan a través de membranas semipermeables.

Muchas enzimas contlenenﬁmoleculas pequenas no proteicas que i inter-

' vienen en la Ta catalisis, en este caso la pro feina se denomina apoenzima. . Se-

glin como estén asociadas estas moléculas con la enzima se llaman coenzi-
mas y grupos prostéticos. Cuando se unen las dos formas: apoenzima y coen-

kzima o0 grupo prostético, integran la enzima que se denomina holoenzima.

Se conoce como coenzimas a aquellas moléculas orgdnicas de bajo peso

molecular unidas laxamente con las enzimas, las cuales pueden estar asocia-

das con un niimero de enzimas distintas, en momentos diferentes durante el
crecimiento celular. La parte principal de algunas coenzimas es una vitami-
na, entre ellas varias del complejo B{ Por ejemplo: el dcido félico es parte de
la coenzima 4cido tetrahidrofélico, {a holoenzima interviene en el intercam-
bio de unidades de un carbén en la célula; la vitamina B, —riboflavina—
hace parte de la coenzima flavina-adenina-dinucleétido, (FAD), cuya holo-
enzima interviene en la transferencia de hidrogeniones en reacciones de éxi-
do-reduccién; la piridoxina —Vitamina B,— es parte integral del fosfato de
piridoxal y estd relacionada con la transaminacién y decarboxilacién de
aminodcidos.

En otros casos, la porcién no proteica de una enzima puede ser un metal
el cual puede estar unido estrechamente a la proteina o en forma laxa que le
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permite disociarse con facilidad, todo depende de la naturaleza de la enzi-
ma. Cuando la porcién no proteica estd unida a su enzima casi permanente- _
mente, se conoce como grupo prostético. Tal es el caso del grupo hemo en
los citocromos. Muchas enzimas requieren de la adicién de iones metdlicos,
como por ejemplo: Mg*%, Mn*?, Fe*?, Zn*%, los cuales activan su funcién enzi-
madtica. A estos iones metdlicos se les conoce como coenzimas inorgdnicas o
cofactores. Algunas veces tanto el cofactor como la enzima se requieren para
que la enzima empiece a ser activa. Asf, en la simbiosis rizobios-leguminosa,
la fijacién de nitrégeno molecular estd mediada por la enzima nitrogenasa,
de la cual hace parte el Fe.

Las enzimas son altamente especificas, es decir, cada una cataliza tan
s6lo una reaccién o un grupo de reacciones intimamente relacionadas. Los

nombres de las enzimas hacen relacién al sustrato sobre el que actiian o a
las reacciones que catalizan, agregando la terminacién asa. Por ejemplo, las
proteasas catalizan la ruptura de proteinas, la celulasa cataliza la degrada-
cién de la celulosa; la glucosa-oxidasa cataliza la oxidacién de la glucosa,
etc.

La actividad enzimética puede ser influenciada por diferentes condicio-
nes como la concentracién de la enzima, la concentracion del sustrato, el pH
y la temperatura. Dado que las enzimas son las responsables de catalizar las
reacciones asociadas con el proceso de la vida, las condiciones fisicas y qui-
micas que afecten su funcionamiento, naturalmente se manifiestan en su
respuesta en términos del desarrollo de los microorganismos.

Una célula consta de gran nimero de enzimas diferentes, cuya sintesis
depende de factores endocelulares muy importantes para la economia de la
célula; en esta forma cuando la célula no requiere determinadas enzimas
puede muchas veces dejar de producirlas (represién de la sintesis), y en otros
casos, no produce normalmente ciertas enzimas sino cuando se requieren en
el metabolismo (induccién enzimética).

Aunque todas las enzimas se producen inicialmente en las células, algu-
nas son excretadas a través de la pared o membrana de éstas y funcionan en
el medio externo. Segiin el sitio donde actien, se denominan enzimas intra-
celulares o endoenmmas [funmonan al interior de la célula), y enzimas ex-
tracelulares o exoenzimas (actian fuera de las células); estas iltimas propi-

“cian los cambios en el sustrato para permitir que entre a la célula como ali-
mento. Las endoenzimas catalizan reacciones de biosintesis, al igual que re-
acciones catabélicas.

Las caracteristicas generales de las enzimas son iguales, independiente-
mente de que hayan sido producidas por microbios, animales, plantas o el
hombre mismo. Incluso, células de organismos muy diferentes de hecho con-
tienen varias enzimas idénticas o que tienen funciones similares.
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Actualmente se conocen mas de 1.000 enzimas diferentes, y mas de 150
han sido cristalizadas. La primera enzima que se aislé en forma cristalina fue
la ureasa, logro que hizo merecedor a |.B. Summer del Nobel en 1946.

Acarreadores de electrones

En la mayoria de las reacciones bioldgicas de éxido-reduccién, la transfe-
rencia de electrones de un donador a un aceptor no ocurre directamente sino
que es mediada por uno o varios intermediarios a los que se denomina trans-
portadores o acarreadores de electrones. Cuando esto ocurre, al compuesto
inicial (sustrato) se le llama donador primario o inicial, y el que recibe por
dltimo el flujo de electrones aceptor final o terminal de electrones.

Estos acarreadores de electrones son de dos tipos: unos que se pueden
movilizar dentro de la célula asocidndose con diferentes enzimas, y otros
que se unen a la membrana celular en forma permanente. Como ejemplos de
los primeros tenemos las coenzimas NAD (nicotin adenin dinucleétido) y
NADP (NAD fosfato) que son los transportadores que difunden cominmen-
te: el NAD participa en las reacciones de produccién de energia, y el NADP
fundamentalmente en las reacciones de biosintesis.

En el proceso de respiracién, ademds del NAD intervienen otros acarrea-
dores permanentes de electrones como los denominados flavoproteinas, de
los cuales se conocen el mononucledtido de flavina (FMN) y el dinocleétido
de flavinadenina (FAD) y proteinas ferrosulfurosas, semejantes a las ferre-
doxinas pero con potencial reductor mayor, que se asocian con la cadena de
transporte de electrones en diversos sitios; citocromos que son proteinas que
contienen un anillo de porfirina con hierro denominado hem. Fuera de los
anteriores, se conoce un acarreador electronico no proteinico, las quinonas
liposolubles, denominadas en ocasiones coenzima Q.

Metabolismo microbiano

Como se dijo con anterioridad, para realizar las actividades quimicas or-
ganizadas requeridas para crecer y duplicarse, los microorganismos deben
tomar materiales del ambiente y transformarlos mediante una serie de reac-
ciones que se conocen como metabolismo, las cuales comprenden dos par-
tes: la extraccion de energia y del poder reductor del medio que rodea al
microbio y la utilizacién de la energia. i

La primera parte denominada catabolismo, comprende aquellas transfor-
maciones tendientes alobtener 'energia de los compuestos tomados del me-
dio, la cual es transferida y almacenada temporalmente dentro de la molécu-
la de ATP.

La segunda parte comprende el uso de esta energia en las reacciones bio-
quimicas endergonicas, requeridas para transformar las sustancias tomadas
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del medio y adaptarlas a las necesidades constructivas del organismo; estas

transformaciones dirigidas a la sintesis, se denominan anabolismo. El poder
reductor generado durante el metabolismo (por acoplamiento de Ja reduc-
cién de las coenzimas con reacciones de oxidacién), es necesario para la
conversion de las formas oxidadas de carbono a sus estados reducidos, tal
como se encuentran en las macromoléculas de los microorganismos.

Catabolismo y anabolismo constituyen una unidad dialéctica. Se requie-

ren grandes cantidades de energfa para poder desarrollar las extensas activi- -

dades de un microorganismo, [ldmese hongo, bacteria o pl‘DtO?Odl”l() entre
otros. La energia faculta para hacer un trabajo y por lo tanto se utiliza para
sintelizar, por ejemplo, componentes de la membrana celular, de la pared,
enzimas, dcidos nucleicos, polisacdridos; reparar dafos de la célula o con-
servar su estabilidad; mantener sustancias al interior de la célula en contra
de un gradiente de concentracién, para mantener a otras fuera; en el despla-
zamiento del microorganismo, etc.

La separacién que se hace entre anabolismo y catabolismo es mds didéctica
que natural. Parte de la maquinaria celular puede funcionar con fines cata-
bolicos en determinadas condiciones y en otras, con fines anabélicos —co-.
mo se verd més adelante— aunque la via bioquimica en la biosintesis de una__

molécula no es, por lo regular, idéntica a la que sigue pam_su_catabohsmo

AC

Estos dos pr procesos estdn ligados fntimamente y el equilibrio de la vida se

debe en buena parte a su coordinacién precisa.

Todas las reacciones metabdlicas de los microorganismos son catalizadas
por enzimas, ya sea que estén implicadas en la generacién y uso del ATP, del

poder reductor y en la generacion y utilizacién de los precursores macromo- -

(leculares Un mlcroorgamsmo requiere miles de enzimas para llevar a cabo
pasos Estos pasos sucesivos entre las moléculas del sustrato y el o los pro-
ductos finales, constituyen el metabolismo intermediario de la célula.

Atlas (1990) compara el metabolismo intermediario con el movimiento
para subir del primero al segundo piso de un edificio o viceversa. La mayoria
de nosotros no dispondriamos de la energfa necesaria para saltar tres metros
y alcanzar el nivel deseado; entonces para subir o bajar eficientemente se
recurre a las escaleras, mediante las cuales somos capaces de alterar los nive-
les de energfa en pasos pequefios. En esta misma forma, un microorganismo
no convierte un sustrato en producto en un paso grande, sino que ejecuta

una serie de reacciones metabélicas més pequenas. Esos pasos pequenos del”

metabohsmo ‘intermediario son necesarios porque a pesar de que la hidrdli-
sis del ATP es exergénica, la cantidad de energia desprendida es limitada,
entonces al liberarse en pasos sucesivos puede ser acoplada con reacciones
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_endergoénicas que requieren menos de 7.3 Kcal/mol. Ademds de lo anterior,
si las reacciones que llevara a cabo una célula fueran altamente exergénicas,
se producirfa gran cantidad de energfa libre, capaz de disturbar la organiza-
cién estructural y funcional del microbio.

Produccion de energia en los
sistemas biolégicos: Reacciones catabdlicas

Los microorganismos emplean una amplia gama de fuentes de energia y
de mecanismos para sintetizar enlaces de fosfato de alta energia en ATP. Es
de recordar una vez mds, que tanto la energia quimica como la luminica se
emplean para esta s sintesis de ATP. Entre las sustancias quimicas lo mismo
‘pueden servir compuestos organicos o inorgénicos como donadores de elec-
trones; en igual forma, en las reacciones redox acopladas, se emplean dife-
rentes aceptores de electrones que incluyen también tanto compuestos orga-
nicos como inorganicos.

El conocimiento de la serie de reacciones que participan en la oxidacién
de un solo compuesto, permite establecer un corredor central que se deno-
mina via bioquimica o ruta metabéhca

La degradacién de los compuestos orgdnicos que contienen formas redu-
cidas de carbono, es la fuente de energia en todos los animales, yen la mayo-
ria de los microarganismos, incluyendo hongos prolozoarios y casi todas las
bacterias. Sin embargo, existen microorganismos capaces de derivar su ener-
gfa de compuestos inorgénicos.

Las principales rutas metabdlicas mediante las cuales los microorganis-

~ mos obtienen su energfa son: fermentacién, respiracién, (o respiracién aeré-
bica), Tespiracién anaerdbica y fotosintesis.

Fermentacion: Los procesos redox ocurren en ausencia de un aceptor
_externo de electrones es decir que el sustrato orgénico : actia como donador
interno de electrones y un producto de este sustrato actiia como aceptor in-
“terno. Esta via metabélica ocurre en ausencia de aire ya que no se requiere.
oxigeno u otro aceptor externo de electrones para equ1hbrar un camblo en el
esta&o cfe ox1da(:16n 'de la molécula organica. '

Resp:mcwn El oxigeno molecular (O,) actiia como aceptor de electro-
“nes. Se precisa 0bl1gatorlamente del aceptor externo ya que mediante la re-
“duccién de este aceptor final, la célula es capaz de equlhbrar el cambio enel

estado de oxidacién de los productos metabdlicos en relacién con el sustrato
. mlclal. Se la denomina también respiracién aerébica.

Respiracién anaerdbica: En este proceso _participa un aceptor externo
de electrones dlferente al 0O,, por e]emplo nitratos [NO ), suTatos TSO =la
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_carbonatos (CO,7). Como su nombre lo indica, en esta via metabélica no se
requiere la presencia de aire.

Fotosintesis: Consiste en la absorcion de la energfa luminosa por la clo-
rofila y otros pigmentos y su conversién en energia quimica (ATP) que se
utiliza para la reduccién del CO, de la atmésfera a carbohidratos.

De manera simplificada se presentan cada una de estas rutas metabélicas
y su importancia para los microorganismos, el hombre y el ecosistema.

Fermentacion

Como se establecid, la fermentacién ocurre sin aceptor externo de elec-
trones, es un proceso anaerdbico; el compuesto orgdnico fermentable se oxi-
da parcialmente y el microorganismo sélo obtiene una cantidad pequena de
energia, la restante queda en productos intermedios de oxidacién y una par-
te se manifiesta en forma de calor.

Stanier ei al)(1977] sehalan que de las clases de metabolismo productores
de energia, Ja fermentacién, desde el punto de vista de su mecanismo es la
mas sunp]e Pasteur afirmé: La fermentation c'est la vie sans l'air.

Mecanismos de la fermentacion

A manera de ejemplo se analiza en forma global lo que sucede con res-
pecto al sustrato, a Ja energfa y a la célula microbiana, cuando ocurre la
fermentacién de la glucosa por parte de la levadura, Sacharomyces cerevi-
sige:

i

CH,0, — > 2CH,CH,OH + 2CO, + 57 kcal
Glucosa Enzimas Etanol Diéxido de carbono Energia
{sustrato) (producto reducido) (producto oxidado)

Como se puede observar, algunos dtomos del carbono de la glucosa se
han oxidado a mayor escala (CO,) mientras que otros han alcanzado un nivel
- de oxidacion menor en el etanol (C,H,OH), el cual en comparacién con la
glucosa es un compuesto més reducido ya que tiene més hidrégenos y elec-
trones por dtomos de carbono. En cuanto a la energia generada en este proce-
s0 (57 kcal): una parte se transforma en calor y otra se conserva como enlaces
fosfato de alta energia con produccién neta de 2 moléculas de ATP.

La degradacién de la glucosa (Figura 1) ocurre por una via bioquimica
llamada glucélisis o via de Embden-Meyerhof. La primera parte no implica
6xido-reduccién y lleva a la produccién del intermediario clave gliceralde-
hido 3-fosfato. Para ello, al inicio, la molécula de glucosa sufre fosforilacién
"con consumo de ATP dando origen a glucosa 6-fosfato, la cual sufre isomeri-
zacién y otra fosforilacién que la convierte en fructosa 1-6 difosfato.
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Glucosa
CG H‘IZ 06

ATP

ADFP

Glucosa 6 - Fosfato

ATP
Fosfato de dihidroxiacetona’

ﬁ Gliceraldehido-3-fosfato

Pi —“\\\ NAD"j:)
Fosforilacién NADH

a nivel de
sustrato

ADP

Fructosa 1,6 difosfato aldolasa

A
1,3 difosfoglicérico

ADP
\ /_~—-_.-"‘
ATP
C=0 ATP ADP
fosfoenol -
piruvico 3 fosfoglicérico
COCH
(dcido pinivico) .
CO, + CH,
Diodxido .
de Carbono NADH NAD
CH:O A CH:s
(acetaldehido}
‘Para que sea utitizado debe isomerizarse hasta gliceral- CH OH
dehido-3-fosfato, reaccion que es catalizada por la trio- (eta;n ol)

sa-fosfato-isomerasa.

Figura 1: Fermentacién de la glucosa por la levadura Saccharomyces cerevisiae.

L
1
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Esta molécula se parte, por accién de la enzima aldolasa, dando lugar a dos
triosas fosfato: el fosfato de hidroxi-acetona y el gliceraldehido —3-fosfato.

En la segunda etapa ocurren reacciones de éxido-reduccién, hay produc-
cidén de energia (ATP) a partir del enlace fosfato y se originan como produc-
tos finales etanol y CO, (Figura 1). Para ello, el gliceraldehido 3-fosfato es
convertido en dcido 1, 3 difosfoglicérico por la incorporacién de fésforo in-
orgénico —fosforilacién al nivel de sustrato—, con la intervencién de la coen-
zima NAD, la cual se reduce a NADH. Esta reaccién ocurre dos veces, una
por cada molécula de gliceraldehido 3-fosfato.

La conversidn posterior del difosfoglicérico en fosfoglicérico permite la
generacién de ATP; una etapa siguiente lleva al dcido fosfoenol pirdvico el
cual al oxidarse da lugar a la formacién del dcido pirdvico y a la generacién
de mds energia en forma de ATP.

. Asf, en la glucdlisis se consumen dos moléculas de ATP —en las dos
fosforilaciones s de Ta glucosa— y se producen cuatro moléculas de ATP —dos
de cada 4cido 1,3 difosfoglicérico que se convierten en piruvato—, lo cual
significa para el organismo que realiza la fermentacién una ganancia de dos
moléculas de ATP por cada molécula de glucosa fermentada.

En el caso de la fermentacién alcohélica llevada a cabo por Sacharomy-
ces cerevisiae, el 4cido piriivico es oxidado a acetaldehido y CO,; a su vez la
coenzima NADH, transporta de nuevo electrones al acetaldehfdo reduciéndolo
a etanol. En consecuencia, el producto final de esta fermentacién es la sinte-
sis de dos ATP, dos moléculas de etanol y dos moléculas de CO, (Figura 1).

Algunos productos finales de la fermentacién, como el etanol que es para
el mlcroorgamémo material de desecho, representan para el hombre sustan-
cias utilizables, en la mayoria de 1os casos, y constituyen la base de desarro—'
llos agroalimentarios, farmacéuticos e industriales.

La degradacion de la glucosa por via fermentativa al generar CO, como
uno de los productos finales contribuye a incrementar la presencia de éste
en los ecosistemas.

La glucosa, sustrato base en el ejemplo planteado, es fermentada por gran
variedad de microorganismos, cada uno con contenido enzimdtico y propie-
dades fisiol6gicas especificas, lo cual hace que los productos finales sean
variables segtin los géneros y especies microbianas involucradas (Figura 2).
Algunos microorganismos generan un solo producto y se denominan homo-
fermentativos, otros, llamados heterofermentatives, como su nombre Io in-
dica, dan origen a varios productos (Figura 3).

Los conocimientos actuales acerca de la fermentacién permiten compren-
der integralmente lo que constituy6, en su época, gran reto para Pasteur: dar
explicacién a los viticultores de Lille (su provincia natal) por qué mientras a
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Carbohidratos
Glucosa
CeB,.0,

. Acid ey
i <— 51, N Ve s 0,
2,3 - Glicol butileno «— Acetil - Metilcarbinol ¢—— Acido Pirtvico — % Acido Lictico

\ Acelaldehido +C0,— Alcabol etflico
CH,CHO
' Ciclo Acetato activo
de Krebs ‘ (Acetil CoA) —— % Acido Acético
Acido

Alcobol Isopropflico €——  Acetona  <€——  Acelo- acklico —>» Acido Butiico —  Alcohol Butirico

Acido - B - Hidroxibulirico

Figura 2. Vias de fermentacién microbiana de la glucosa. Los productos finales corres-
ponden a microorganismos diferentes.

Streptococus lactis Glucosa Escherichia coli
(homofermentativo) (CH,0) (Heterofermentativo)

6 12
l
/ Acido f6rmico —> Diéxido de carbono + Hidrdgeno
< Acido lctico
T Acido succinico
\ Acetil CoA  _, Alcohol etilico + Acido acético

Acido l4ctico «—— Acido pirtvico

Figura 3. Fermentacidn de la glucosa por un microorganismo heterofermentativo y uno
homofermentativo
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Vino bien fermentado

(Alcohol etilico)

Vino descompuesto

(Acido acético)

Dibujo: Nelson Brave O.

Figura 4: Pasteur en su época debié encontrar una explicacién a los vinos descompues-
tos y fermentados adecuadamente, lo cual le permitié establecer la especificidad m:a-
bélica microbiana.

partir del zumo o mosto de uva, algunos vinos fermentaban adecuadamente
y se obtenia etanol, en otros s6lo se lograba vino descompuesto con sabor a
vinagre -—acido acético—. Las observaciones microscépicas que efectud este
investigador le permitieron relacionar el producto final que se obtenia con el
tipo de microorganismo que estaba presente- (Figura 4). Hoy estos dos pro-
ductos de fermentacién; etanol y dcido acético, al igual que muchos otros,
tienen uso industrial, se conoce acerca de la especificidad metabélica micro-
biana conferida por las enzimas que poseen, y estdn identificados la mayoria
de los organismos que generan cada uno de los productos industriales obte-
nidos mediante fermentacién, buena cantidad de los cuales son manipula-
dos comercialmente.

Sustratos fermentables

Segiin Schlegel “la mayoria de productos naturales en cuya composicién
intervengan atomos de carbono, hidrégeno, oxigeno y/o de nitrégeno pue-
den ser fermentados en condiciones anaerdébicas”. La condicién para que un
sustrato seafermentable es que no presente un nivel extremo de oxidacién ni
de reduccién; los carbohidratos constituyen un ejemplo cldsico de sustratos
fermentables.

Entre los sustratos fermentables estdn: polisacdridos —hexosas, pento-
sas, tetrosas y polialcoholes—, dcidos orgdanicos —glucosidicos, dcido glucé-
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nico, malico, tartdrico, etc.—, aminoacidos —excepto los aromaticos, que
necesitan condiciones especiales—, las purinas y pirimidinas.

Sustratos no fermentables

En condiciones anaerébicas no pueden ser fermentados hidratos de car-
bono aromdticos y alifaticos, esteroides, carotenoides, terpenos, dcidos gra-
sos a partir de cinco dtomos de carbono y porfirinas, La estabilidad de tales
compuestos en condiciones anaerébicas parece deberse a que no se consigue
energfa por hidrélisis interna de éstos, ya que la mayoria contienen solo ato-
mos de carbono y de hidrégeno.

Respiracion aerdbica
En este proceso los donadores de electrones son _compuestos orgémcos o

—

tos organicos hasta CO,.

La cantidad de ATP con51derab1emente mayor que se produce durante la
 respiracion se debe a la fosforilacién acoplada al flujo de electrones a través

' de la cadena respiratoria de transporte, la cual se conoce como fosfonlacndn _
J))udallva

El sistema de transporte de electrones en los procariotas estd asociado
con la membrana citoplasmatica, ya sea unido a ella o haciendo parte inte-
~ gral; en los eucariotas los citocromos y el sistema transportador se encuen-
tran en las mitocondrias.

- \ /
Respiracion aerdbica de\sustratos orgamcos | =

Se parte de la actividad de la misma levadura: Sacharom yces cerevisiae
sobre el mismo sustrato orgénico que se utilizé como ejemplo en la fermenta-
cién —glucosa—, con una diferencia, en este caso las condiciones son aerd-
bicas. La reaccién global es:

CHLO. + 60, ——— > GCO +6HO+E[ATP)674kcaI
¢ Enzimas -

Como se puede observar, los dtomos de carbono de la glucosa sufren su
grado méximo de oxidacién en el CO,. En cuanto a la energia generada en
este proceso, 674 Kcal, una parte se transforma en calor y otra se conserva
como enlaces fosfato'de alta energia con una produccién neta de 38 molécu-
las de ATP. )

En la respiracién aerdbica, el 4cido pirdvico que se origina de igual ma-
nera que en la fermentacién (glucélisis) se descarboxila con la produccién
de una molécula de NADH y de un radical acetilo que se acopla con la coen-
zima A formando el acetil CoA cuyo enlace es rico en energfa. (Figura 5). El
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grupo acetilo del acetil CoA se combina con el dcido oxalacético para produ-
cir dcido citrico e incorporarse al ciclo de Krebs, del dcido citrico (CAC) o de
los dcidos tricarboxilicos (ATC), como se le conoce.

Suceden reacciones posteriores de deshidratacién, descarboxilacién y
oxidacién con la produccién consecutiva de dcidos aconitico o aconitato,
isocitrico, (-cetoglutdrico, succinico, fumdrico, mdlico; este altimo es transfor-
mado en dcido oxalacético completdndose el ciclo. Se liberan ademas, dos
moléculas de CO,.

El resultado neto de este ciclo es la oxidacién completa del dcido pinivi-
co a CO, con la produccién de cuatro moléculas de NADH y una de FADH.

Glucosa
—— (6C)
//“ DN Glucélisis
N
a Acido pirivico

\ N ' {30)
‘\._\ ( . o, A/i
g acetil CO"\C NAD + CoA

NADH
CoA

dcido citrico

/ (6C)

NADH dcido oxdlico

(4C) PRI
dcido cis-aconitico

NAD (6C)

acido mélico
{40)

dcido isocitrico

— scido fumdrico (4C) (6C) K NAD(PY
)é(iidf) succinico NAD(PH
F"‘P {4C) dcido oxalosuccinico
CoA (6C) co,
GTP 3
succinil CoA

GDP+Pi
(4C)
NAD + CoA  dcido Ot—cetoglutirico (5C)
CO,

NADH

Reaccién global del ciclo del dcido tricarboxilico: Piruvato + 4 NAD + FAD — 3CO, + 4NADH + FAD
Mediante fosforilacién al nivel de sustrato:

GDP + Fosfatp ———» GTP
GTP + ADP ————» GDP + ATP

A través de fosforilacién por transporte de electrones:

4NADH = 12 ATP 15 ATP/icido pinivico
FADH = 2 ATP

Mas: oxidacidn de 2 NADH (glucolisis) » BATP

Fosforilacion al nivel de sustrato ———— - 2ATP

Ciclo del dcido citrico + glucdlisis = 38 ATP/glucosa

Figura 5. Ciclo resumido de la respiracion aerébica
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Mediante el sistema de transporte de electrones (NAD, flavoproteinas, cito-
cromos, quinonas), cada una de las moléculas de NADH y FADH pueden ser
oxidadas. Gran parte de la energia liberada por la transferencia de electrones
del NADH al O, se conserva por medio de la sintesis de ATP a través de la
fosforilacion oxidativa.

\rf\"\ Por cada molécula de NADH, que se oxida se producen tres moléculas de_
ATPy cuatro de agua, mientras que FADH prod uce 2 ATP. Teniendo en cuen-
ta Jos ATP produc1dos en las demas reacciones, en cada vuelta del ciclo se
sintetizan 15 moléculas de ATP por molécula de dcido pirivico, lo cual equi-
vale a 30 moléculas de ATP por molécula de glucosa oxidada; ademds, por la
oxidacién de las dos moléculas de NADH producidas en la glucélisis se ob-
tienen seis moléculas mas de ATP, y dos moléculas mds por la fosforilacién a
nivel de sustrato correspondiente al paso de glucosa a dcido pirdvico. Asi,
_los microorganismos aerobios estrictos o facultativos pueden formar 38 mo-

léculas de ATP mediante la c 0)_(1(1&010n delag g,luro';a mientras que los anaero-
~ bios sélo obtlenen ‘dos moléculas cuando fe rmentan el mismo sustrdto

La respiracién de sustratos orgdnicos por parte de los microorganismos,
en algunos casos, se interrumpe naturalmente o mediante manipulacién del
hombre, entonces se formaw productos orgdnicos parcialmente oxidados, por
ejemplo los &cidos citrico, fumdrico, --cetoglutarico, todos ellos de impor-
tancia industrial. En cuanto al ambiente, la respiracién y la fermentacién

pes

constituyen las vias mds importantes de retorno de CO, a la atmdsfera.”

Ademds de su funcién en la produccion de energia (ATP) es importante
resaltar que el ciclo de Krebs (ATC o CAC) proporciona productos interme-
diarios claves para la b_nﬁn_tesxs O sea que es una via anfibélica: func:ond
0 s6lo en el catabolismo sino también en la generacién. de precursores Iiara
reacciones anabglicas, Un ejemplo de ello es la utilizacién de O-- cetoglutara-

to y oxalacetato para la sintesis de aminodcidos (Figura 6).

o - Arginina

Acido a-cefoglutarico —» Acido — ___ prgling
glutémico
T~a Glulamina

Ciclo de Krebs

Asid —~ Asparagina Metionina
i cida Oxaloncali tido
Acido Oxaloacélico —— Aspirticy " Homoserina <

e T . Treonina .
T~ Lisina — Isoleucina

Figura 6. Sintesis de algunos aminodcidos por la via del ciclo de Krebs
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-

e %

Respiracion aerobica de sustratos inorgdnicos / -

Algunas bacterias del suelo y de ambientes acuéticos pueden obtener
energia a partir de la oxidacién de compuestos inorgdnicos, mediante un
proceso generalmente acoplado a lareduccién de CO,. Varias sustancias pue-
den servir de donadores de electrones y energia, generando diferentes canti-
dades de energfa, como se observa en el Cuadro 2. Los microorganismos que
realizan respiracién de sustratos inorgdnicos tienen gran importancia en el
suelo, pues mediante su actividad se pueden llevar a cabo procesos como la
nitrificacién, donde el amonio, liberado de la materia orgdnica en descom-
posicidn, es transformado al ién nitrato, generando disponibilidad de nitré-
geno altamente asimilable, el cual a su vez se lixivia muy ficilmente y gene-
ra también acidificacién del suelo.

CUADRO 2. RESPIRACION DE COMPUESTOS INORGANICOS POR DIFERENTES MICROOR-

GANISMOS

Microorganismos Reaccion Productos Finales pH
Nitrosomonas, Nitrosolubus NH,+1/20,  NO, +2H*+2H,0 + 66Kcal/mol 7
Nitrosospira, Nitrovibrio
Nitrobacter “Noz-mz 0, '5;5N03‘+18Kcal/mol 7
Beggiatoa y Thiotrix HS+1/20,  S+H,0 + 50Kcal/mol ' 7
Thiobacillus thioxidans y $+11/20,+H,0 SO,*+H*'+140Kcal/mol 7
Thiobacillus ferrooxidans
T. ferrooxidans Fe**+H*1/40, Fe'*+1/2H,0+17Kcal/mol 2-3
Hidrogemonas, Micrococcus,  H, +1/20, H,0 + 57Kcal/mol 7

Pseudomonas, Rhizobium
Azospirillum y Azotobacter

Carboxidomonas CO+1/20,  CO, + 61Kcal/mol 7

Fuente: Brock, 1984; Paul y Clark, 1989; Burbano, 1989; Garcia 1992; Neves, 1992 y Victoria et al, 1992

Diversos compuestos reducidos de azufre son usados también para pro-
mover fosforilacién oxidativa que genere ATP y reductores necesarios para
la fijacién de CO,. En esta oxidacién el pH disminuye drésticamente en el
suelo y puede llegar a valores cercanos a 1, como consecuencia del metabo-
lismo de estos microorganismos. Los productos que se forman en esta oxida-
cién, como azufre elemental, pueden ser depositados en el interior de los
microorganismos en forma de granulos o excretados al medio ambiente, como
dcido sulfirico por ejemplo.
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Tanto el i6n ferroso como el monéxido de carbono pueden ser oxidados
generando energia para las reacciones de sintesis. Las bacterias que oxidan
monoéxido de carbono para obtener ATP y poder reductor son importantes en
procesos de desintoxicacién de ambientes polutos por esta molécula.

Otra via de metabolismo de la glucosa: la hexosa monofosfato

La mayoria de los microorganismos metabolizan entre 60 y 80% de la
glucosa a través de la via de Embden-Meyerhof, también denominada glucé-
lisis, glicdlisis o de las hexosas difosfato, por lo cual como se vio con anterio-
ridad, la glucosa se convierte en piruvato sin pérdida de carbonos, reducien-
do dos moléculas de NAD a NADH y generando dos moléculas de ATP. La
pregunta es: ;qué ocurre con el resto de la glucosa? Generalmente la glucosa
restante es metabolizada por la via de los fosfatos de pentosa, llamada tam-
bién via de las hexosas monofosfato. El punto que controla la proporcién de
C que fluye hacia cada ruta se encuentra generalmente en la via de Embden-
Meyerhof al nivel de la fosforilacién de fructosa-6-fosfato a fructosa-1,6 di-
fosfato, catalizada por'la fosfofructoquinasa. La conexién entre la-via de la
glucélisis y de la hexosa monofosfato se aprecia en la Figura 7.

Via de la hexosa difosfalo Via de la hexosa monofosfato
[glucélisis)
Glucosa Co,

Glucosa-6 fosfato

NADPH
|
Fructosa-6 fosfato
l
Gliceraldehido-3 fosfato Reninsas
|
ACIDO PLRL:NJCO eritrosa-4-fosfato

Figura 7. Conexidn entre la via de la glucélisis y de la hexosa monaofosfato.

La via de la pentosa monofosfato es estrictamente aerébica y muy impor-
tante para proveer pentosas requeridas para la sintesis de d4cidos nucleicos y
grupos prostéticos que contienen nucleétidos, al igual que elementos nece-
sarios para la sintesis de aminodcidos aromaticos y de vitaniinas.
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Esta via no provee energia directamente, pero si NADPH que puede cons-
tituir una fuente de ATP a través del flujo de electrones que son transporta-
dos al O, mediante la cadena respiratoria. Su ecuacién general es:

3glucosa-6P + BNADP 2 fructosa-6P + gliceraldehide-3P + 3CO, + 6NADPH

Ademds de las dos vias mencionadas, existen otras alternativas para me-
tabolizar la glucosa, como la de Entner-Doudoroff y la de la pentosa-fosfoce-
tolasa, las cuales son menos comunes y funcionan en microorganismos espe-
cificos.

El ciclo del glioxalato

Muchas bacterias reponen los intermediarios del ciclo Krebs (ATC o0 CAC)
mediante el ciclo del glioxalato, cuya reaccién es:

2 Acetil-CoA — s Succinato + 2H  + 2C0A

Esta via no ocurre en los animales superiores, porque estos nc basan su
alimentacion sobre moléculas de dos carbonos, como si sucede en los micro-
organismos. El succinato y el malato que se forman como se puede apreciar
en la Figura 8, contintian con la secuencia habitual de las reacciones del
ciclo del ATC.

Si un organismo crece sobre un compuesto de dos carbonos (C,}, sobre un
dcido graso o sobre un hidrocarburo —el cual es degradado inicialmente a
unidades C,—, el ciclo de Krebs no explica su metabolismo, puesto que los
compuestos C, no pueden ser convertidos en piruvato, ya que no hay forma

Acelil CoA
20)
Cilrato (6C)
Oxalacelato \\
(€ Isacilralo
(6C)
Halala (40) . Oxalacetalo  —> Aspdrtico
Acetil CoA \
(2C) Glioxalalo Succinalo—» Azlicares
(4C)
) "™ Succinil CoA —» Porfirinas
Acido graso
Hidrocarburo
—
Resumen
2C, — C,

Figura 8. Ciclo del glioxalato

Fuente: Bulock, 1991; Burbano, 198%
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para que el oxalacetato o cualquier compuesto C, pueda ser producido a
partir de un compuesto C, por las reacciones del ATC. As{, la via por Ja cual
los compuestos C, se convierten en C, se conoce como la desviacién del
glioxalato, para lo cual se requieren dos enzimas adicionales a las del ciclo
de Krebs (ATC), la liasa Isocitrica y la sintetasa mdlica (Figura 8).

Respiracion anaerdbica

En el mundo microbiano es_posible encontrar algunas especies capaces
de respirar, en ausencia de oxigeno del aire, cuando tienen a su disposicién
otras moléculas que sean alternativas de aceptores de electrones como nitra-
to, sulfato, fumarato, etc.

El nitrato, que es uno de los mds frecuentes aceptores alternos, se con-
vierte a formas mds reducidas de nitrégeno: N,O y N,. En los microorganis-
mos que realizan esta actividad metabdlica, el nitrato es reducido a nitrito
por la nitrato-reductasa respiratoria, que cataliza la reaccidn acoplando la
reduccidn del nitrato con la oxidacién de un citocromo. Observemos la reac-
cién completa para la oxidacién de la glucosa:

GH,. O, + 12NO, — 3 6CO,+ 6H,0 + 12NO, + ATP
Nitrato N. reductasa Nitrito

El nitrito se acumula en el medio y es téxico para buen nimero de orga-
nismos; con frecuencia se realiza la reduccién del nitrito u éxido nitrico,
6xido nitroso o nitrégeno en forma gaseosa. El proceso completo se llama
'ﬁdit’ffffmn.ﬂa secuencia de las reacciones es:

2NO, — 3= 2NO,; ——3» 2NO — 5= N, f

En comparacién con la respiracidn aerébica, la cadena de transporte de
electrones es mds corta en este proceso y se genera menos ATP. Esto significa
que el crecimiento microbiano con el nitrato es menos eficiente que con el
O,; en la mayoria de los microorganismos que realizan la reduccién del ni-
trato, ésta se inhibe en presencia del O,.

Todas las bacterias que reducen el nitrato son anaerobias facultativas,
puesto que sélo transfieren electrones al nitrato en ausencia de oxigeno. Al-
gunos géneros de bacterias que participan en la desnitrificacién o denitrifi-
cacién son: Pseudomonas, Achromobacter, Rhizobium, Denitrobacillus, etc.
Los hongos no estdn asociados con la desnitrificacién.

Los estudios de la desnitrificacién han cobrado gran interés, por una par-
te, ante la necesidad de disminuir las pérdidas de nitrégeno en el suelo, pues
los costos de produccién y uso de los fertilizantes nitrogenados son muy
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altos. Por otro lado, los productos gaseosos de la desnitrificacién como el
¢xido nitroso (N,O} y el 6xido nitrico (NO), reaccionan y afectan negativa-
mente la capa de ozono que rodea la tierra, lo cual puede conducir a serios
trastornos ecoldgicos en la medida que esta actividad prolifere en el planeta.

En otros casos, el aceptor de electrones es el sulfato que es reducido a
dcido sulfhidrico (H,S). Generalmente, las bacterias reductoras del sulfato
son anaerobias estrictas incapaces de crecer o emplear el O,. Este tipo de via
metabélica lo ilustran las bacterias del género Desulfovibrio que oxidan sus-
tratos reducidos como el lactato de sodio y el gas hidrdgeno, transfieren elec-
trones al sulfato y lo reducen directamente a sulfuro, asi:

2 lactato + SO~ + 4H — 2acetato + 2CO, +S+H,0+ ATP
donador aceptor

2 CH,CHOHCOOH + SO,” > 2CH,COOH + 2CO, + S* +H,0 + ATP

dcido ldctico aceptor
donador
4CH,COCOOH + S80S —> 2CH,COOH + HS + 4CO, + ATP
dcido pirdvico aceptor
donador

Entre los principales géneros de bacterias que llevan a cabo la reduccién
de sulfatos estdn, entre otras, Desulfovibrio, Desulfotomaculum y Desulfo-
monas. A altas temperaturas los sulfatos se reducen por la accién de Clostri-
dium nigricans, un anaerobio esporulante. Bacillus megatherium y Pseudo-
monas zelinski también reducen los sulfatos.

La reduccién de nitratos o desnitrificacién, al igual que la reduccién de
sulfatos son procesos de gran significado geoquimico, en ambos disminuye
la disponibilidad de dichos elementos para las plantas y ocurre su transfe-
rencia a la atmdsfera.

Un ejemplo de un aceptor de electrones organico lo constituye el caso del
fumarato, utilizado por amplia variedad de bacterias con este propésito, ta-
les como Vibrio succinogenes que puede crecer con el H, como tinica fuente
de energia, Desulfovibrio gigas, bacteria reductora del sulfato, Escherichia
coli, algunas especies de Proteus y Clostridium. En esta reaccién el fumarato
es reducido a succinato —caso contrario a lo que acontece en el ciclo de
Krebs— donde el succinato es oxidado a fumarato, como se observa en la
Figura 4.

Otro ejemplo lo constituye la reduccién del CO, a CH, llevada a cabo por
las bacterias metandgenas. Estas — muy importantes en el ciclo anaerébico
del carbono — son un grupo de organismos muy sensibles al oxigeno, se en-
cuentran en los lodos anaerobios, en el tubo digestivo, en el rumen de bovi-
nos y otros rumiantes y en las instalaciones para el tratamiento anaerdbico

108



MICROBIOLOGIA: ASPECTOS FUNDAMENTALES

de las aguas negras. Es comin que estas bacterias crezcan con el H, como su
tnico donador de electrones y el CO, como su tinico aceptor de electrones.
Algunos de los géneros de bacterias que realizan este proceso son Methano-
bacterium, Methanosarcina, Methanospirillum, etc.

La férmula més comiin de la reaccién que tiene lugar, es:

sH, + €O, ———> CH,+2H0O+ATP
donador  aceptor hidrogenasa

Por otra parte, algunos microorganismos pueden promover la reduccién
del ién férrico Fe** mediante una reaccién que puede ser representada asi:

Materia orgdnica + Fe” + @ » Fe
Donador aceptor nitrato-reductasa

En los suelos bien aireados, la mayor parte del hierro estd en estado oxi-
dado. Cuando se suscitan condiciones anaerébicas generalizadas en microsi-
tios (inundacion de los suelos, fenémenos de gleizacién, adicién de abun-
dante materia orgénica e interfase aerobia-anaerobia de los agregados del
suelo), ocurre acumulacién de idn ferroso. Entre las bacterias que pueden
realizar este proceso estdn anaerobias facultativas como los géneros Bacilius,
Klebsiella, Pseudomonas y anaerobias como las pertenecientes a los géneros
Clostridium y Desulfovibrio. Este proceso puede ocasionar la corrosién de
tuberias de hierro. Es muy comin que en condiciones anaerébicas ocurra
ademads de la reduccién de Fe*?, la reduccién de azufre y la formacion de
dcido sulfhidrico, que con el hierro ferroso forma sulfuro ferroso.

Esle proceso se observa también en muchos organismos que reducen el
nitrato, lo cual ha llevado a que se considere que posiblemente el mismo
sistema enzimdtico estd involucrado en ambas reducciones.

_ Otro ejemplo de respiracién anaerébica lo constituye la reduccién del
manganeso, (ue OCuITe por un proceso muy semejante a la reduccién de
hierro. En este caso, el MnO, funciona como aceptor final de electrones en la
cadena respiratoria. Este fendmeno sucede en suelos hidromdrficos y en
ambientes pobremente aireados, haciéndose mds manifiesto si existen sus-
tratos carbonados para ser metabolizados; también la adicién de materiales
orgénicos estimula la reduccién del Mn.

La reaccién se puede esquematizar asi:

R-H, + Mn* 0, — = Mn"¥OH], + R** + ATP
Donador Aceptor

La reduccién bioldgica del manganeso es realizada por bacterias como
Thiobacillus thiooxidans, especies de los géneros Bacillus, Clostridium, Mi-
crococcus, Pseudomonas y varios hongos.
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En términos generales, la cantidad de ATP que puede ser generada por la
respiracién anaerdbica es mds baja que aquella que los microorganismos ob-
tienen por la via de la respiracién. Por esta razén, los microorganismos que
realizan esta ruta, para generar la cantidad de ATP necesaria para su desarro-
llo y reproduccidn, deben degradar cantidades considerables de sustrato, lo
cual explica su marcada importancia en las reacciones biogeoquimicas cicli-
cas que tienen lugar a gran escala.

Fotosintesis

La fotosintesis es el proceso biolégico fundamental que permite la conti-
nuidad de la vida en el planeta. En términos cuantitativos, las plantas y las
algas realizan el mayor aporte, sin embargo existen también bacterias capa-
ces de efectuar la fotosintesis, aunque su aporte es menor en términos de la
economfia de la naturaleza; a pesar de ello, los estudios acerca de cémo ocu-
rre la fotosintesis bacteriana han permitido profundizar en el conocimiento
del mecanismo de la fotosintesis en general.

El proceso de fotosintesis microbiana ocurre en dos etapas, el resultado
més importante de la primera de ellas es la absorcién de luz por la clorofila
de los organismos fotosintéticos y su conversién en energfa quimica en la
forma de ATP.

En la segunda etapa, en la cual no es necesaria la luz, la energia de ATP se
invierte en la fijacién de anhidrido carbénico —ciclo de Calvin— o sea, en la
produccién de materia orgdnica, inicialmente hidratos de carbono simples
que pueden ser almacenados como productos de reserva y/o ser utilizados
como materiales estructurales o funcionales de los microorganismos fotosin-
tetizantes (celulosa, lipidos, proteinas, etc.). Esta segunda etapa es similar
para las plantas verdes, las bacterias fotoautotréficas y las bacterias quimiau-
totréficas.

Como se dijo con anterioridad, para que ocurra este proceso de conver-
sién de energia, conocido como fotofosforilacién oxidativa, es necesario que
la energfa luminosa sea captada por la clorofila y otros pigmentos. Las bacte-
rias fotosintéticas' poseen clorofilas diferentes a las de las plantas, tanto en
su estructura como en sus propiedades para absorber la luz. Las bacterioclo-
rofilas absorben la luz en las proximidades de la regién infrarroja (660 a 870
nm), éstas no estdn contenidas en cloroplastos, sino extendidas en sistemas
membranosos.

1. Las bacterias fotosintéticas pertenecen a! orden Rhodospirillales, €l cual se divide en tres familias:
Rhodospirillaceae, antiguamente llamada Athiorhodaceae, se conocen como bacterias purpuras no
sulfureas; Chromatiaceae, antiguamente llamada Thiorhodaceae, se las conoce comunmente como
bacterias purpuras sulfureas y, Chlorobiaceae, llamadas antiguamente Chlorobacteriaceae, se las
denomina bacterias verdes sulfireas. Las bacterias de este orden son capaces de efectuar metabo-
lismo fotolitotréfico o fotoorganotrofico, en forma anaerobja. Se han aislado principalmente en am-
bientes acuaticos.
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En la fotofosforilacién oxidativa (fotosintesis), una molécula de clorofila,
al absorber energia luminosa, se excita energéticamente y emite un electrén
que es transferido por una cadena de transporte de electrones, andlogo al
sistema de transporte de electrones de la fosforilacién oxidativa. Dicha trans-
ferencia de electrones implica una serie de portadores conocidos en conjun-
to como fotosistema. En esa transferencia de electrones por la cadena de
transporte se establece un gradiente de iones hidrégeno a través de las mem-
branas. Las membranas fotosintéticas contienen ATPasa, enzima que inter-
viene en la sintesis de ATP."

En todos los fotoautétrofos, el mecanismo quimioosmético que dirige la
sintesis de ATP es el mismo, sin embargo, hay una diferencia basica entre las
algas y las bacterias fotosintéticas anaerobias en los fotosistemas que em-
plean para transferir la energia absorbida de la luz a la sintesis de ATP. Las
algas® tienen dos fotosistemas conocidos como Fotosistema I y Fotosistema
II; en las bacterias sulfureas fotosintéticas verde y pirpuras (anaerobias) hay
un solo fotosistema conocido como Fotosistema I o de fotofosforilacién ci-
clica.

Eltipo de fotosintesis al que comuinmente se hace mencién es el realiza-
do por las plantas, algas y otros organismos eu y procariéticos. Esta se carac-
teriza por la formacién de O, como subproducto; algunos autores la denomi-
nan fotosintesis oxigénica. Es responsable del oxigeno presente en la atmés-
fera y ha hecho posible la vida aerobia en el planeta. Su ecuacion general es:

CO, + 2H,0 » (CHO), + 0, + HO
Energia radiante . ‘
Clorofila o pigmentos fotosintéticos
Sistema enzimdtico

! i

En este tipo de fotosintesis, el agua aporta el poder reductor al donar H, y
al mismo tiempo todo el O, liberado proviene de ella.

Otro tipo de fotosintesis menos conocida es la llamada fotosintesis bacte-
riana o anoxigénica que se caracteriza porque no produce O,, es un proceso
anaerébico y la reduccién del NADP se logra utilizando el poder reductor de
los constituyentes de los medios anaerébicos donde habitan las bacterias
que la realizan, como H,S, H, y otros compuestos orgdnicos. Las reacciones
se expresan asi:

CO, + H,S + 2HO : (CH,0), + 25 + 2H,O
Energia luminica
Enzimas
Bacterioclorofila

1. Principalmente en ambientes acuéticos.
2. Incluye a las algas verde-azules, cianoficeas o cianobacterias.
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La llevan a cabo las familias Chromatiaceae y Chlorobiaceae.

€O, + 2CH,CH,COOH + H,0 » (CH,0),
Energia luminica
Sistema enzimadtico
Bacterioclorofila

Este (ltimo tipo de fotosintesis anoxigénica la realiza la familia Rhodos-
pirillaceae. ‘

Un caso especial de conversién de energia luminosa a quimica lo presen-
tan las bacterias del género Halobacterium que poseen una membrana pir-
pura que permite tal conversién por un mecanismo diferente a los tratados
para los fotoautdtrofos. Dicha membrana contiene bacteriorrodopsina, una
proteina cuya estructura es similar al pigmento rodopsina del ojo humano.
Cuando hay oxigeno, estas halobacterias acuden a la respiracién para gene-
rar su ATP, pero cuando falta, obtienen ATP mediante una forma de fotofos-
forilacién. Al recibir luz, la bacteriorrodopsina bombea protones al exterior
de la membrana, estableciendo un gradiente de iones hidrégeno, que condu-
cen a la sintesis de ATP por quimiodsinosis. El conocimiento de este meca-
nismo despierta la curiosidad de los cientificos, quienes plantean la posibi-
lidad de su utilizacién en la fabricacién de “chips” para computadores.

Organismos como los que realizan fg_losintesis o las bacterias de la nitri-
ficacién que pueden vivir con CO{como tinica fuente de carbono, se llaman
autdtrofos, los primeros son llamados fotoautétrofos, mientras que a las bac-
terias nitrificantes se las denominalquimidtrofas o guimiautétrofas, como se
verd en el siguiente capitulo. ' ‘ :

Consideraciones generales sobre |os procesos
mediante los cuales los microorganismos obtienen su energia

Los microorganismos requieren de energia quimica para poder llevar a
cabo funciones como locomocién, formacién de nuevas organelas, reproduc-
cién, etc., en fin, para ejercer su propiedad de crecimiento. La utilizacién de
esta energia en los organismos vivos implica reacciones de éxido-reduccion,
cuya base fundamental es la transferéncia de electrones, los cuales no se
encuentran en estado libre sino que son acarreados por sustancias denomi-
nadas acarreadores o lransportadores de electrones. Estos transportadores se
encuentran al nivel de la membrana citoplasmética en las células procariéti-
cas y de las membranas de las mitocondrias en las células eucariotas. La
sintesis de ATP estd acoplada a las reacciones de transferencia de electrones;
al ATP se lo considera como la molécula energética primaria de los seres
vivos, sin embargo, es una fuente energética que debe utilizarse rapidamen-
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te. Para el almacenamiento energético de largo plazo, los microorganismos
deben recurrir a la formacién de compuestos orgdnicos como el almidodn,
glucégeno, o a moléculas especificas segiin el tipo de microorganismo.

Todas las reacciones quimicas de la célula microbiana son catalizadas
por enzimas, las cuales son determinadas por el genoma microbiano y le
confieren a los microorganismos su especificidad metabélica.

El metabolismo. microbiano comprende aquellas transformaciones ten-
dientes a extraer energia de los sustratos, transferiria y almacenarla tempo-
ralmente en la molécula de ATP (catabolismo), utilizar esta molécula para
modificar las sustancias tomadas del medio y adaptarlas a las necesidades
constructivas del microorganismo (anabolismo). Las dos fases constituyen
una unidad dialéctica y el equilibrio de la vida se debe en buena parte a su
coordinacién precisa.

Los microorganismos utilizan amplia gama de sustratos (fuentes de ener-
gfa) y de mecanismos para generar ATP. Tanto la energia quimica como la
luminica se emplean para sintetizarlo. Como sustratos pueden servir sustan-
cias orgdnicas o inorgénicas e igualmente compuestos orgdnicos o inorgdni-
cos pueden emplearse como aceptores de electrones. Las vias para la oxida-
cién de estos compuestos se agrupan en: fermentacion, respiracion, respira-
cién anaerdbica y fotosintesis.

Los microorganismos son extraordinariamente diversos con respecto a la
clase y al niimero de compuestos orgénicos o inorgdnicos que pueden usar
como fuente de carbono y energia. Esta diversidad se manifiesta en que no
hay en la naturaleza ningin compuesto organico natural que no pueda ser
utilizado como fuente de carbono por algiin microorganismo. Esto los con-
vierte en una fuerza ecoldgica de extraordinaria importancia.

Los microorganismos que realizan fermentacién pueden ser anaerébicaos
estrictos o facultativos o aerotolerantes. El proceso de fermentacién le signi-
fica al microorganismo baja obtencién de ATP, sin-embargo,-desde el punto
de vista industrial le significa al h hombre la posibilidad de obtener amplio
nimero de sustancias de manera econémica, mediante el trabajo silencioso
de los microorganismos. Como sustratos fermentables se tienen los carbohi-
dratos, dcidos orgdnicos, aminodcidos, excepto los aromaéticos; las purinas y
las pirimidinas.

Los microorganismos que realizan respiracién son aerobios estrictos o
facultativos. Es un proceso muy eficiente de obtencién de ATP para el micro-
organismo. El ciclo de Krebs, ademds de su importancia catabélica, implica
la presencia de moléculas intermediarias fundamentales para la sintesis mi-
crobiana. Desde el punto de vista industrial, la manipulacién de la respira-
cién microbiana le permite al hombre la utilizacién de un sinnimero de
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moléculas que antes se obtenian a altos costos, como por ejemplo, dcidos
orgdnicos, proteinas, carbohidratos, etc. Desde el punto de vista ecolégico, la
respiracién hace que compuestos complejos como los hidrocarburos satura-
dos, los hidratos de carbono aromdticos y aliféticos puedan ser degradados y
reciclados.

La respiracion anaerdbica, més restringida, reviste gran importancia bio-
geoquimica y para la conservacién del ambiente. A diferencia de la fermen-
tacion y respiracién que son compartldas por eucarlotas y procarmtas este
proceso s6lo se realiza en procariotas. La cantidad de ATP generada es muy
bajd, sin embargo, la alta capacidad de degradacién de estos microorganis-
mos compensa la ineficiencia del proceso.

La fotosintesis es el proceso biolégico fundamental que permite la conti-
nuidad de la vida en el planeta, mediante ella la clorofila de los organismos
fotosintetizantes absorbe la luz v la convierte en energia quimica (ATP), la
cual se invierte en la fijacién de anhidrido carbénico, o sea en la sintesis de
materia organica. Es decir que en la fotosintesis el catabolismo y anabolismo
se ligan estrechamente, convirtiéndose en ejemplo clave de cémo la separa-
cién de estos procesos es mas didactica que real.

Es necesario tener en cuenta que el metabolismo microbiano, ya sea cata-
bolismo o anabolismo, estd influido por condiciones ambientales como pH,
temperatura, humedad, CO,, O,, nutrientes, sustancias toxicas, etc. Las con-
diciones ambientales que pueden ser limitantes para un microorganismo
pueden ser ideales para otro.

La comprension de los procesos de obtencidn de energfa por los microor-
ganismos permite explicar parcialmente la accién patogénica que ejercen
algunos de ellos sobre plantas, animales y sobre si mismos.
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CAPITULO IV

Catabolismo y anabolismo

La degradacion y sintesis de moléculas
por los microorganismos

Introduccion

En el capitulo anterior se observé que los procesos de obtencién de ener-
gia para la actividad microbiana, ademés de producir ATP proporcionan pro-
ductos intermedios precursores de otras moléculas que requieren los orga-
nismos, situacién ilustrada en el caso de la respiracién aerébica —ciclo de
los dcidos tricarboxilicos—. Sin embargo, quedan pendientes interrogantes
como: ;qué hacen los organismos con esa energia? jcémo llevan a cabo la
biosintesis de sus moléculas?, entre otros.

En esta seccién se ilustra mediante ejemplos que la degradacién o esci-
sién —catabolismo— y la construccion o sintesis —anabolismo— de mo-
léculas son actividades complementarias, procesos que se separan con fi-
nes didacticos pero que realmente son indivisibles y como tales integran
una unidad conocida como metabolismo, la cual requiere de un genoma
que confiere especificidad a los organismos —expresada en términos de
enzimas y capacidad para trabajar sobre algunos sustratos— y de condi-
ciones ambientales que propician o reprimen su accién.

Se pretende que el lector se acerque al concepto de metabolismo micro-
biano de manera sencilla e integral —sin desconocer su complejidad— en
un esfuerzo que le permitira posteriormente entender las similitudes y parti-
cularidades metabélicas de diferentes microorganismos.

Catabolismo y anabolismo:
las dos caras de la moneda llamada metabolismo

Como se decia en el capitulo anterior, la particularidad mds importante
de un organismo unicelular o pluricelular, es la propiedad de crecer. Para
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ello recurre a los compuestos quimicos del medio exterior, los modifica de
acuerdo con sus necesidades y con ellos —transformados—, construye sus
macromoléculas caracteristicas que le van a permitir alcanzar su forma, ta-
mario y madurez, expresada en la capacidad para replicarse a si mismo.

Desde esta perspectiva, el trabajo que realizan los microorganismos sobre
diferentes sustratos orgénicos e inorgdnicos presentes en su medio exterior,
se entiende como una necesidad de disponer de materias primas —nutri-
mentos— y de energia para ejercer la propiedad de crecer, la cual requicre
alto grado de organizacién en los organismos vivos que les permita dirigir las
reacciones quimicas y ensamblar sus moléculas en estructuras especificas. A
esta serie de procesos quimicos que se cumplen dentro de la célula se le
denomina metabolismo.

En el metabolismo, a través del catabolismo (del griego Katabdllein: de
katd, abajo, y bdllein, echar) los productos quimicos utilizados como fuentes
de energia y nutrientes, son descompuestos o degradados a constituyentes
mnés sencillos y la energia que se libera se transfiere y almacena temporal-
mente dentro de la molécula de ATP. A su vez, los nutrimentos simples y la
energia gencrados, son tomados por la célula y transformados en nuevo ma-
terial celular. Este proceso se conoce como anabolismo o biosintesis (del griego
anabolé, que significa progresidn}. El anabolismo y el catabolismo estén liga-
dos intimamente y constituyen una unidad, cuya coordinacién precisa se
torna en eje de equilibrio de las funciones vitales del organismo.

¢ Qué nutrimentos requieren los microorganismos para crecer?

Nuestras moléculas fundamentales se caracterizan por la presencia de C,
H, O, N, Py S. En general, el C es el elemento mayoritario de las macromolé-
culas del hombre, los animales, las plantas y los microorganismos; podria
decirse que somos los organismos del C. Normalmente, el 50% del peso seco
de una célula corresponde a C.

Después del carbono, el nitrégeno es el elemento mas abundante, puede
representar hasta el 12% del peso seco de una bacteria. Es componente fun-
damental de amino4cidos, proteinas, ATP, ADN y ARN, entre otros. EIHy O
basicos para la construccién de macro y micromoléculas provienen del agua,
de procesos de oxido-reduccién de compuestos orgénicos y del O,.

Al nivel celular, en términos generales, el agua representa el 90% de su
peso humedo v, aproximadamente el 96% del peso seco lo conforman las
macromoléculas —proteinas, polisacédridos, lipidos y 4cidos nucleicos—. Esto
quiere decir que aproximadamente el 3% estd representado por pequeiias
moléculas —aminodacidos, aziicares, nucleétidos y sus precursores—y el 1%
por iones inorgdnicos como P, K, Ca, Mg, S, Fe, Zn, Mn, Cu, Mo, Co, Ni, Se, V,
entre otros, segtin las necesidades de cada organismo.
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Ademds de macromoléculas, pequerias moléculas orgdnicas, macronu-
trientes (P, S,K,Mg, Ca, Na, Fe) y micronutrientes (Zn, Cu, Mn, Mo, Co, etc.),
los microorganismos precisan también de factores de crecimiento, los cuales
son compuestos orgdnicos. Al igual que los micronutrientes, son requeridos
en pequeiiisimas cantidades y s6lo por algunas células. Pueden ser vitami-
nas, aminodcidos, purinas y pirimidinas, entre otros, que normalmente son
sintetizados por el mismo microorganismo o tomados del medio ambiente.
Entre las vitaminas estdn el 4cido félico, biotina, cobalamina (vitamina B,,),
niacina, dcido pantoténico, tiamina (vitamina B,}, quinonas, hidroxamatos,
etc.

En términos generales, estas son las necesidades nutricionales que los
microorganismos deben suplir a partir de los productos quimicos exteriores
(sustratos orgdnicos e inorgdnicos) en unas condiciones ambientales dadas y
las que se deben llenar en el caso de cultivar los microorganismos en el labo-
ratorio.

Alternativas nutricionales en los microorganismos

Teniendo en cuenta las fuentes de energia y de C que utilizan los micro-
organismos para derivar su alimentacién —trofos—, éstos se han agrupado
en fotétrofos, cuya fuente de energia es la luz, y quimiétrofos, que la derivan
de la degradacién de compuestos quimicos.

Si el C lo obtienen del CO,, son autétrofos —también se los conoce como
litétrofos o litoautétrofos—. En caso de provenir de materiales orgénicos,
entonces son heterétrofos u organétrofos. El Cuadro 1 ilustra las alternativas
metabdlicas a disponibilidad de los microorganismos. Como se puede obser-
var, algunas de dichas alternativas metabélicas sélo son factibles y se cono-
cen en el mundo microbiano, en particular en las bacterias y en el dominio
de las Archaea y sus ambientes.

En la medida que se profundiza en el conocimiento de los tipos nutricio-
nales se han encontrado situaciones particulares, como es el caso de algunas
bacterias quimiolitétrofas que tienen capacidad de asimilar compuestos or-
gdnicos como fuente de C, usando oxidaciones de compuestos inorgénicos
para obtener energfa, se las conoce como mixétrofas —la bacteria del azufre
Beggiatoa es un ejemplo de mixotrofia—, situacién que les confiere ventaja
ecoldgica al utilizar compuestos orgdnicos e inorgdnicos simultdneamente.

¢ Qué condiciones ambientales se requieren
para que los microorganismos realicen su mefabohsmo?

Ya sea en la naturaleza o en condiciones de laboratorio, las propiedades
fisicas y qufmicas del ambiente tienen influencia marcada sobre el creci-
miento de los microorganismos como individuos aislados o interactuando
en comunidades.
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CUADRO 1: ALTERNATIVAS NUTRICIONALES DE LOS MICROORGANISMOS, DE ACUERDO
CON LAS FUENTES DE ENERGIA Y DE C QUE PUEDEN UTILIZAR.

Tipo

Fuente
de energia

Fuente de C

Microorganismos

Fotétrofos

Fotoautdtrofos, o
fotolitétrofos o fo-
tolitoautétrofo.

Fotoorganotréficos
(fotoheterdtrofos).

Quimidirofos

Quimicautétrofos
(quimiolitétrofos o
quimiolitoautétro-
fos).

Quimioorgané-
trofo (quimiohete-
rétrofol.

Luz

Luz

Oxidacién de
compuestos
inorganicos

Oxidacion de
compuestos
orgdnicos

CO

Compuestos
organicos

CcO

2

Compuestos
orgdnicos

Cianobacterias, algas —verdes,
pardas, rojas— Chromatium.
Las Rhodospirillaceae, Chroma-
tiaceae y Chlorobiaceae cuando
utilizan fuentes inorgdnicas de
C. Fuera del mundo microbia-
no, las plantas,

Rhodopseudomonas, en general
las Rhodospirillaceae (bacterias
purpuras no sulfireas), Chroma-
tiaceae (bacterias pirpuras sul-
fireas} y Chlorobiaceae (bacte-
rias verdes sulfiireas), cuande
utilizan fuentes orgdnicas de C.

Bacterias nitrificanles: Nitro-
bacter, Nitrospina, Nitrococcus,
Nitrosomonas, Nitrospira, Ni-
frosococcus y Nitrosolobus.

Bacterias del hidrégeno: Hydro-

genomonas.

Bacterias oxidantes del azufre:
Thiobacillus, Beggiatoa, Thio-
trix, Sulfolobus, etc.

Bacterias que deposilan Fe-u
6xidos de Mn: familia Sidero-
capsaceae.

Hongos, bacterias como Esche-
richia, Pseudomonas, Xan-
thomonas, Bacillus, etc., y pro-
tozoos. Este tipo de nutricién lo
presentan el hombre y los ani-
males.

Adaptado de: Pelczar, Reid y Chan, 1982; Burbano, 1989; Sdnchez de F.y Pineda, 1996 y Madigan,

Martinko y Parker, 1999.
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Dentro de los factores que afectan significativamente el metabolismo mi-
crobiano estdn la temperatura, disponibilidad de agua, presencia de O,, pHy
luz, entre otros.

A medida que la temperatura se incrementa, aumenta la velocidad de las
reacciones enzimdticas, por tanto el metabolismo microbiano y el crecimien-
to se hacen mds rapidos. Esto es valido hasta cierto punto, pues existen 1fmi-
tes de temperatura por encima de los cuales los dcidos nucleicos, protefnas y
otros componentes de las células microbianas pueden sufrir dafios irreversi-
bles. Dichos limites varian dependiendo de las especies, asi, hay temperatu-
ras minimas y extremas que si se superan, impiden el crecimiento y la tem-
peratura 6ptima que favorece el desarrollo de cada microorganismo.

Se encuentran microorganismos capaces de crecer en ambientes que al-
canzan temperaturas bajo cero, algunos a temperaturas bajas entre § - 10°C y
otros que soportan 100°C y mds. Aquellos microorganismos que crecen en
condiciones extremas —llamados extreméfilos por algunos investigadores—
acuden a diferentes adaptaciones moleculares que les permiten prosperar en
dichos ambientes.

De acuerdo con su temperatura éptima, los microorganismos se han agru-
pado en psicréfilos, cuyas temperaturas estdn por debajo de 0°C y la-6ptima
de crecimiento de 15°C o menos; mesoéfilos, con temperaturas éptimas entre
25 y 40°C; terméfilos, con temperaturas 6ptimas superiores a 45°C e hiper-
termofilos, aquellos cuyo ambiente dptimo supera los 80°C. Esta tiltima cate-
goria se localiza en hébitats limitantes para la mayoria de los organismos
vivos, como son los géiseres, fuentes hidrotermales abisales y en hendiduras
encontradas en perforaciones profundas de la corteza terrestre; los termofi-
los, en aguas termales superficiales; los psicréfilos en ecosistemas frios como
las regiones nevadas, zonas como el Artico y el Antartico, siempre que dis-
pongan de agua en forma liquida, y los meséfilos predominan en ambientes
tropicales y templados (Figura 1).

La temperatura 6ptima del psicréfilo Polaromonas vacuolata es de 4°C y
por encima de 12°C es incapaz de desarrollarse. Escherichia coli, nuestro
simbionte intestinal, es un ejemplo de meséfilo, cuya temperatura éptima en
el tracto digestivo es similar a la del cuerpo humano, es decir, 37°C; en me-
dios de cultivo ricos y complejos, ésta es de 39°C, la maxima de 48°C y la
minima de 8°C. Pyrolobus fumarii, ejemplo de hiperterméfilo, crece mejor
en ambientes con temperaturas de 105°C y llega a soportar 113°C, sin embar-
go a temperaturas menores a 90°C no crece. Metanopyrus sp es otro hiperter-
mofilo que habita en las chimeneas volcénicas.

Al igual que la temperatura, cada microorganismo tiene un rango de pH
gue posibilita su crecimiento éptimo. Hay que separar el pH interno de la
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célula, el cual debe estar siempre cercano a la neutralidad, independiente
del exterior, y el pH del medio extracelular.

Son pocos los microorganismos que crecen a pH extremos inferioresa 2 o
mayores de 10. Aquellos que proliferan en ambientes con pH entre 6 v 8 se
les denomina neutrdfilos y son comunes en los medios naturales que presen-
tan esta caracteristica; aquellos que crecen a valores inferiores a 6, se distin-
guen como acidéfilos. Los hongos tienden a soportar mejor las condiciones
de acidez que las bacterias, sin embargo, muy pocos prosperan a pH 2. Aun-
que generalmente las bacterias se localizan como neutrdéfilas, hay también
acidofilas, algunas con carédcter obligado como Thiobacillus, Sulfolobus v
Thermoplasma, que no pueden crecer a pH neutros pero lo hacen en condi-
ciones 6ptimas a pH inferior a 2.

El pH éptimo para los microorganismos alcaléfilos estd entre 10 y 11.
Estos se encuentran en suelos y lagos con altos contenidos de carbonatos. La
mayoria se ha registrado dentro del género Bacillus, tal vez por la propiedad
de formar endosporas. Algunos de ellos son también haléfilos, como es el

Figura 1. Ambienies naturales que propician la presencia de diferentes grupos de micro-
organismos: aj Fuentes termales de Pisimbald {departamento del Cauca), b} Reducto sel-
vitive de la Costa Pacifica en el departamento del Valle, ¢) Suelos salinos del Valle del
Cauca y, d} Ambiente acudtice del departamento del Cauca.
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caso de Natranobacterium gregoryi. Muchos de estos microorganismos alca-
16filos se han utilizado con fines industriales, pues producen proteasas alca-
linas que pueden emplearse como suplemento para los detergentes.

Los procesos metabdlicos de los organismos ocurren en un ambiente acuo-
so lo que hace que la vida esté ligada a la presencia de agua liquida, cuya
disponibilidad no sélo depende del contenido del ambiente, sino también
de la concentracién de solutos en ella. Dicha concentracién va a definir que
el agua difunda hacia el interior —turgencia— o exterior de la célula, plas-
" molisis. Los microorganismos haléfilos son capaces de crecer a concentra-
ciones de cloruro de sodio entre 1 v 30%, localizéndose en este extremo
aquellos fuertemente haléfilos como Haloferax volcanii. También hay orga-
nismos que crecen en slevadas concentraciones de azicar —osmafilos—,
otros que se desarrollan en ambientes con escasa agua disponible —xerdéfilos
e hidréfilos— que se tornan inactivos cuando la tensién de agua es superior
a 7.1 megapascales (= 71 atm). En ambientes como el suelo, la méxima activi-
dad de los microorganismos ocurre a tensiones entre 0.01 y 1 megapascales.

Dependiendo de la disponibilidad de agua, los microorganismos acuden
a diferentes estrategias que les permitan obtener agua del ambiente, como
por ejemplo, incrementar la concentracién interna de sustancias muy solu-
bles en agua —solutos compatibles— tales como aziicares (sacarosa, trehalo-
sa), polialcoholes (glicerol, manitol), aminodcidos y derivados (glicocola be-
taina, ectoina v prolina, entre otros) y en caso de ambientes salinos extre-
mos, al i6n K+,

Los microorganismos varfan en sus necesidades de O,. Los aerobios cre-
cen en tensiones de oxigeno total normales en el aire (21%) y algunos son
capaces de soportar concentraciones mds altas. Dentro de este grupo estdn
los microaerofilicos que requieren su presencia, pero las concentraciones
deben ser menares a las del aire. Los anaerobios, por el contrario, no utilizan
esta molécula como captadora final de electrones; algunos de ellos, a pesar
de no emplear el O, en su metabolismo pueden crecer en su presencia por lo
cual se los denomina aerotolerantes, mientras que para otros es letal, es el
caso de los anaerobios estrictos, los cuales perecen en atmésferas aerébicas
posiblemente por su incapacidad enzimdtica para degradar algunos deriva-
dos que se producen en la reduccién del oxigeno hasta agua durante la respi-
racion, tales como el peréxido de hidrégeno (agua oxigenada 6 H,0 ), supe-
réxido (O,) y radicales hidroxilo (OH). Los peréxidos pueden dafiar los com-
ponentes celulares, siendo mds téxicos los O, y radicales hidroxilo.

Los organismos aerobios, a diferencia de los anaerobios estrictos, estdn
equipados con enzimas capaces de degradar estos productos téxicos. La més
conocida es la catalasa que degrada el peréxido de hidrégeno, al igual que la
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peroxidasa. Ambas tienen en comiin que dan origen a agua, y como diferen-
cia que la actividad de la catalasa libera O,, asf:

H,0,+HO, ——— > 2H,0 + O, (forma burbujas)
catalasa

H,0,+ NADH + HY —— 3 2H,0 + NAD"
peroxidasa

El superéxido es degradado por la enzima superéxido dismutasa, la cual,
en trabajo combinado con la catalasa, puede reconvertir los superéxidos a
oxigeno. Los aerobios y aerobios facultativos generalmente contienen estas
dos enzimas; la superéxido dismutasa es fundamental en los microorganis-
mos aerdbicos y su carencia en los anaerobios estrictos hace que el oxigeno
sea mortal para ellos.

Entonces, en general se puede decir que dependiendo de sus necesida-
des de oxigeno, los microorganismos pueden agruparse en aerobios estrictos
u obligados, aerobios facultativos, microaerofilicos, anaerobios estrictos y
aerotolerantes.

Muchos microorganismos aerobios facultativos pueden degradar un mis-
mo sustrato por la via de la respiracién y el de la fermentacién. Un ejemplo
bastante conocido —que se utilizé en el capitulo anterior— es el de las leva-
duras Sacharomyces cerevisiae, que si se cultivan en condiciones anaerébi-
cas fermentan la glucosa a alcohol y CO,, mientras que si su crecimiento
ocurre en presencia de O,, respiran la glucosa oxidéndola completamente
hasta CO,,.

La respiracién y la fermentacién microbianas, ademads de la funcién me-
tabélica que cumplen naturalmente, pueden ser utilizadas por el hombre
con fines industriales. El vino, al igual que la cerveza, whisky, vodka, ron,
ginebra, sake y chicha son aplicaciones précticas del metabolismo fermenta-
tivo, mientras que dcidos orgdnicos, aminodcidos, etc., son producidos me-
diante manipulacién del metabolismo respiratorio microbiano.

Pruebas sencillas de laboratorio, como la aplicacién de agua oxigenada
(H,0,) sobre el cultivo puro de un microorganismo, su crecimiento en sustra-
tos azucarados en condiciones aerébicas y/o anaerdbicas controladas y la
degradacién de almidones, son indicativos de la presencia de enzimas de
diferente naturaleza y la capacidad de diversos microorganismos de realizar
0 no, esta o aquella actividad metabélica, dependiendo de la informacién
genética que posean (Figura 2).
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Figura 2: Actividades enzimdlicas en diferentes microorganismos: a) Al agregar agua
oxigenada a lo muestra de bacterias de la izquierda, se observa que posee la enzima
catolasa y la de la derecha no. b} El crecimiento de bacterias en medios ricos en glucosa,
permite concluir que la bacteria 170 degrada el medio en condiciones aerébicas, mien-
tras que la 173 lo hace en presencia y ausencia de oxigeno. es decir, es aerobica faculta-
tiva ¢} La bacteria 307 posee la enzima amilasa y degrada un sustrato rico en almidén, en
cambio, la bacteria 314, al no tener esta enzima no tiene capacidad de utilizar esta fuente
de energia.

Ejemplos de metabolismo microbiano

Procesos catabolicos, escision o descomposicion de sustancias
Catabolismo de carbohidratos

Cualquier sustancia que ocurra naturalmente puede ser degradada por
una o varias especies microbianas, las cuales, como se afirmdé con anteriori-
dad, la utilizan para derivar su energia para sus funciones vitales y obtener
moléculas mds simples que les sirvan de piezas fundamentales para la fabri-
cacién de sus componentes celulares especificos. -

Los nutrientes y la cantidad de energia que provea una sustancia van a
depender de lo que ella contenga y de las condiciones ambientales en las
cuales ocurra su degradacion por parte de los microoorganismos. Asi se po-
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drian analizar un buen numero de sustratos al nivel de la naturaleza y en
condiciones de laboratorio. Tomar los tejidos vegetales que llegan al suelo y
se convierten en fuente de nutrimentos para los microorganismos puede ser-
vir para ilustrar la degradacién o catabolismo de sus componentes.

El Cuadro 2 ensefia las macromoléculas que estdn presentes normalmen-
te en los tejidos vegetales. La degradacién de los disacéridos (sacarosa, lacto-
sa), trisacdridos (rafinosa) y polisacdridos (celulosa, hemicelulosa) por hon-
gos y bacterias ocurre en el exterior de los microorganismos, quienes excre-
tan sus enzimas (exocelulares) al medio. Mediante reacciones hidroliticas,
estos compuestos son degradados a sus componentes mds simples —mono-
sacdridos— como la glucosa, asi:

hemicelulosa + HO ————  aziicares simples ——— CO, + H,0
hemicelulasa  dcidos urdnicos

celulosa + HO —————> celobiosa
celulasa

celobiosa + H,O —————— > glucosa —»

Aerobios CO, + H,0 + ATP
" B - glucosidasa [

Anaerobios CO, + Ac. orgén. + ATP

sacarosa + H,O —————» glucosa + fructosa
sacarasa

almidén + HO ————— maltosa
alfa amilasa

maltosa + HO ——————> glucosa
o - glucosidasa

CUADRO 2. COMPQSICION MEDIA DE LOS TEJIDOS VEGETALES

Macromolécula %
Carbohidratos 30 -75
Lignina 10 - 30
Celulosa 20 -50
Hemicelulosa 10 -30
Axzicares (hexosas y pentosas) 1-5
Proteinas y compuestos nitrogenados 1-15
Ceras, grasas, taninos 1-8
Acidos orgénicos, pigmentos y otros 5-20

Fuente: Sigueira y Franco, 1988; Gémez Z. y Sanchez de P, 2000.

Cada una de las moléculas analizadas es descompuesta por microorga-
nismos especificos. Asi, sobre la celulosa actiian bacterias aerobias: Cellulo-

124



MICROBIOLOGIA: ASPECTOS FUNDAMENTALES

monas, mixobacterias —Cytophaga—, bacterias anaerobias y termofilicas
—Clostridium, Ruminococcus—, actinomicetos —Streptomyces y Nocar-
dia—hongos filamentosos —Aspergillus, Penicillium y Trichoderma—y pro-
tozoarios como Hartmanella. Algunos microbios de estos géneros pueden
también degradar almidén como los actinomicetos citados, Clostridium y
Aspergillus, a los cuales se suman Bacillus, Pseudomonas y Fusarium, en-
tre otros.

Moléculas como la hemicelulosa y celulosa, insolubles en agua, son de-
gradadas hasta glucosa —la cual es soluble—. Esta tltima penetra a ]a célu-
la microbiana donde es consumida como fuente de energfa para lo cual es
atacada por las enzimas endocelulares microbianas. La mayorifa de los mi-
croorganismos heterétrofos utilizan esta molécula, pero la forma como la
degradan depende del contenido enzimético de las diferentes especies, es
decir, de su genoma. ‘

La degradacion de la glucosa por los diferentes organismos que la usan
como fuente de energfia sigue el esquema general de la glucélisis y/o sus
modificaciones, pero a partir del piruvato se pueden originar gran variedad
de moléculas, sin embargo, ninguna especie microbiana es capaz de produ-
cirlas todas, La Figura 2 del capitulo anterior da ejemplos de esta natura-
leza.

Catabolismo de proteinas y otros compuestos nitrogenados

La degradacién de las proteinas de origen vegetal y animal provee de
aminoécidos esenciales a los microorganismos. Al mismo tiempo, la pro-
tedlisis es el inicio de la mineralizacién del nitrégeno que hace posible la
presencia de amonio y nitratos, formas disponibles de N para los autétrofos
y quimiolitétrofos.

Las proteinas son demasiado grandes para atravesar la membrana celu-
lar de los microorganismos, por lo tanto su digestién ocurre por enzimas
exocelulares. Entre los organismos proteoliticos se conocen bacterias —Pseu-
domonas, Bacillus, Clostridium, Serratia, Proteus y Micrococcus—, hongos
—Alternaria, Penicillium, Aspergillus, Mucor, Rhizopus y Cladosporium—
y también los actinomicetos.

La hidrolisis de las proteinas ocurre asi:

Proteina + H,0 ———— polipéptidos + H,O ——— aminoécidos
proteasas peptidasas

Los aminodcidos pueden ser incorporados a las células microbianas como
unidades para la construccién de sus propias proteinas o ser degradados a
formas mds simples, mediante diferentes reacciones:
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* desaminacién oxidativa N
R-CHNH,COOH + 1/20, ———> R-COCOOH + NH,
desaminasa
proceso que puede estar unido a una descarboxilacién:
R-CHNH,COOH + O, ———— > R-COOH + CO, + NH,
desaminasa
* desaminacién hidrolitica
R-CHNH,COOH + H.O ————— R-COHCOOH + NH,
desaminasa
también puede ocurrir descarboxilacidn:

R-CHNH,COOH + O, » R-CH,0OH + CO, + NH,
desaminasa y descarboxilasa

¢ desaminacién reductiva
R-CHNH,COOH + 2H, ——» R-CH,COOH + NH,
' desaminasa
Puede ocurrir la descarboxilacién del dcido graso:
R-CH, COOH ——— > CO, + R-CH,
descarboxilasa
¢ desaminacion directa
R-CH,CH NH, COOH —————> R-CHCHCOOH + NH,
desaminasa

e desaminacidn oxidativa-reductiva, en la cual un aminodcido sirve de
donador de hidrogeniones v otro de aceptor de ellos.

R-CHNH,COOH + 2H,0 +
R-CHNH,COOH —— > R-CO-COOH + NH, + X -CH,COOH
desaminasa

¢ transaminacién: es una reaccién importante en el metabolismo de los
aminodcidos, en la cual un grupo amino de un aminoécido se transfiere a
un ceto-dcido, por ejemplo la transaminacion del dcido glutdmico en 4dci-
do aspartico:

HOOCCH,CH, NH,COOH + HOOCCOH COOH ———

Acido glutdmico dcido oxalacético transaminasa
HOOCCH, -CH, -COCOOH + HOOCCHNH ,CH,COOH
Acido cetoglutérico acido aspdrtico

En la descomposicién de nucleoproteidos por hidrélisis se obtienen ba-
ses nitrogenadas y proteinas, asi:
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Nucleoproteidos

Nucleina proteinas
Acidos nucleicos proteinas
Aminodcidos

I |
Adenina timina guanina citosina PO~ pentosas CO, NH, H,O HS

a

La degradacién de aminodcidos azufrados como la cistina, cisteina, me-
tionina, en condiciones anaerébicas produce dcido sulfthidrico, mercaptano
y metilmercaptano, los cuales se caracterizan por olores desagradables. En
estas mismas condiciones ambientales, los arométicos como el triptéfano,
originan dcido indolacético —escatol e indol— que junto con los anteriores
participan en la produccién de los olores propios de las putrefacciones. Es
conveniente tener en cuenta que el dcido indolacético tiene efecto estimu-
lante sobre el crecimiento de las raices de las plantas. En condiciones aero-
bias, la descomposicién de estos aminodcidos finalmente produce amonia-
co, sulfato, anhidrido carbénico y fosfatos.

Degradacién de la urea

Esta molécula es utilizada como fertilizanle, sin embargo, también se
encuentra en las excreciones de los animales y cuando se descomponen las
bases nitrogenadas de los dcidos nucleicos. Diferentes hongos, bacterias y
actinomicetos poseen la capacidad de degradar la urea:

CO(NH,), + HO ———» CO, + 2NH,
ureasa
El metabolismo de la urea es aerébico pero puede ocurrir en condiciones
anaerdbicas ya que la ureasa es una enzima exocelular que puede ser reteni-
da por el suelo. El amoniaco resultante de este proceso ocasiona cambios en
el pH del medio (lo alcaliniza). '

El principal producto de este proceso y en general de la descomposicién
de los aminoécidos es el amoniaco, que puede ser tomado por las plantas y
por los microorganismos, u oxidado a nitratos mediante el proceso llamado
nitrificacién, que se ilustré en el capitulo anterior, como ejemplo de respira-
cién aerdbica de sustratos inorganicos.

Del catabolismo de los aminoécidos, ademds del nitrégeno, quedan los
esqueletos de carbono, los cuales entran al ciclo de Krebs. Esta incorpora-
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cién puede ser por diferentes vias como por ejemplo acetil-Coa, a-cetogluta-
rato, succinato, fumarato u oxalacetato.

Catabolismo de lipidos

Los lipidos son componentes fundamentales de las membranas celulares
y también son constituyentes de materiales de reserva de microorganismos,
Los triglicéridos o grasas son ésteres de glicerol y acidos grasos. Al igual que
en el caso de los carbohidratos complejos y las proteinas, su degradacién
ocurre por enzimas exocelulares llamadas lipasas, formédndose glicerol y 4ci-
dos grasos libres.

El glicerol es metabolizado por los microorganismos por la via conectada
con la degradacidén de los carbohidratos. El fosfato de dihidroxiacetona se
metaboliza por glucélisis.

Glicerol + ATP » ADP + a-glicerol fosfato + H,O
cinasa glicerol Mg**
+ NAD » fosfato de dihidroxiacetona + NADH
glicerolfosfato deshidrogenasa

Los dcidos grasos son oxidados removiéndose sucesivamente fragmentos
de dos carbonos en forma de acetil-CoA, que entran al ciclo de Krebs, y los
dtomos de hidrégeno o sus electrones correspondientes pasan a ser parte de
la cadena respiratoria que lleva a [a fosforilacién oxidativa.

En sintesis, los productos finales del catabolismo de las grasas son dcidos
grasos, 4cido acético, propidnico, valeridnico y butirico, los cuales en condi-
ciones aerdbicas se descomponen en anhidrido carbénico y agua, mientras
que en ausencia de oxigeno se acumulan o transforman en otros productos
orgénicos como alcoholes y metano, cuyo metabolismo se ilustra mds ade-
lante.

Catabolismo de hidrocarburos

Entre los compuestos orgdnicos dificiles de descomponer estdn los hi-
drocarburos debido a que pocos microorganismos pueden utilizarlos comno
sustratos, entre ellos, Pseudomonas, Mycobacterium, Nocardia y algunos
hongos. Cuando se trata de hidrocarburos alifaticos de cadena larga como el
hexadecano v el octadecano, su descomposicién ocurre en condiciones aeré-
bicas. Estos hidrocarburos son estables en condiciones andxicas y constitu-
yen la base de las reservas de petr6leo. Los alifdticos no saturados pueden
ser degradados por bacterias reductoras del sulfato y otras anaerdbicas.

Los hidrocarburos aromaticos en condiciones naturales pueden ser cata-
bolizados en condiciones aerébicas o anaerdbicas y requieren de la presen-
cia de oxigenasas. Por la primera via se obtienen inicialmente productos sim-
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ples como protocatecuato o el catecol que contintian degradandose a formas
mads sencillas que posteriormente entran al ciclo de Krebs como succinato,
acetil CoA o piruvato. En condiciones anaerdbicas o andxicas los interme-
diarios —dcidos grasos o dicarboxilicos— se descomponen hasta acetil-CoA
que puede entrar al ciclo de Krebs o ser precursores para procesos anabdéli-
cos como se verd mds adelante.

El metano: El hidrocarburo mds sencillo

Dentro del ciclo del C, el metano (CH,) reviste interés pues se vislumbra
como biocombustible de amplio uso en el tercer milenio, junto con el meta-
nol. La produccién de esta molécula la realizan microorganismos clasifica-
dos como Archaea, ubicados en géneros como Methanobacterium, Methano-
coccus y Methanosarcina, entre otros.

Los metandgenos hacen parte de los organismos vivos mds primitivos de
la tierra ya que pueden crecer en forma autétrofa con base en H, y CO, en
condiciones anaerobias estrictas, aparentemente las predominantes en la at-
mostera primitiva del planeta.

Como se estudié en el capitulo anterior, estos microorganismos obtienen
su ATP por respiracion anaerdbica, utilizando CO, como aceptor de electro-
nes y H, como donador, reduciéndolo a CH,, en un proceso llamado metano-
génesis.

4H2+C02—)CH4+2HZO

Son escasos los compuestos de carbono que son precursores directos de
la metanogénesis, entre ellos, metanol, CH,OH; el formiato, HCOO-; metil-
mercaptano, CH SH; el acetato CH, COO- y las metilaminas pueden conver-
tirse en metano. Estas moléculas son producidas por diferentes microorga-
nismos a partir de materia orgdnica compleja, en ambientes anéxicos, como
pantanos, zonas encharcadas, micrositios anaerdbicos que se presentan en-
tre las particulas del suelo, biodigestores, el rumen, tracto intestinal de ma-
miferos, insectos que se alimentan de madera, endosimbiontes de amebas y
flagelados, entre otros.

Es asi como a partir de polimeros de elevado peso molecular —polisacd-
ridos, proteinas y grasas— la actividad conjunta de diferentes microorganis-
mos conduce a la formacién de CH,. La Figura 3 resume los procesos anéxi-
cos —fermentacidn y respiracién anaerdbica— que dan origen a CH,. Como
se presentd anteriormente, las bacterias celuloliticas degradan la celulosa a
celobiosa y ésta a su vez a glucosa, a partir de la cual se producen diversidad
de moléculas: acetato, propionato, butirato, succinato, alcoholes, H, y CO,.
La totalidad del H, producido en estos procesos fermentativos la consumen
las bacterias metanogénicas, homoacetogénicas o reductoras de sulfato. Fue-
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ra de ello, como se observa, el acetato puede ser convertido en metano por
algunos microorganismos metanogénicos.

Las bacterias que degradan dcidos grasos y alcoholes para obtener ATP
producen abundante H, que se convierte en limitante para su crecimiento,
situacién que es superada en la naturaleza asocidndose con microorganis-
mos consumidores de H, —como los metanégenos o bacterias reductoras de
sulfato—. A esta relacién se la denomina sintrofia, que significa «comiendo
juntos» y el género Syntrophomonas es un ejemplo de degradador de écidos
grasos con produccién de acetato, CO, y H,, los cuales pueden ser consumi-
dos por las arqueas metanogénicas o también por bacterias reductoras de

sulfato.

En la conversién anaerdbica de polimeros complejos a metano, excep-
tuando las bacterias celuloliticas, los otros grupos microbianos que intervie-
nen dependen unos de otros, ddndose una transferencia de electrones entre
especies, que se ha denominado transferencia interespecifica de hidrégeno
que conduce a la formacién de CH,.

Asi como el CH, se acumula para que algunos microorganismos puedan
obtener su ATP mediante la metanogénesis, también hay otros que son capa-
ces de degradarlo con fines energéticos (Figura 3). En su oxidacién intervie-
ne la enzima metano monooxigenasa:

€H, ... . CHOM . - - HCGHO. = HEOO .. - HEJ,

4 Ca,
Metanol formaldehido formiato bicarbonato

Las bacterias oxidadoras del metano o metanétrofas, son aerobias estric-
tas, en el ciclaje del carbono se encargan de convertir este compuesto en
material celular y en CO,; algunos géneros de ellas son: Methylococcus, Me-
thylocystis, Methylobacter, etc.

Catabolismo de otras moléculas: La lignina

La lignina es un polimero aromdtico complejo, componente mayoritario
de la madera, estructuralmente relacionado con muchos compuestos que
causan problemas de contaminacidn en suelos; es también fundamental para
la formacion de humus en el suelo. Este polifenol complejo aparentemente
es estable a la degradacion anaerébica y se descompone mediante la accion
microbiana en condiciones aerdbicas:

Lignina » fenoles + alcobol coniferilico
fenoloxidasa, lacasa, lignina-peroxidasa
+ alcohol sinapilico + alcohol paracumarilico + otros polifencles
+ hexosas + pentosas.
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Figura 3: Formacion y degradacidn del metano, a través de la accién de microorganis-
mos metanogénicos y metandtrofos.

Procesos anabdlicos, de construccion o biosintesis microbiana

La biosintesis en los microorganismos permite que estos construyan las
moléculas pequenas y macromoléculas que los integran v las cuales requie-
ren para realizar su crecimiento. Aquellas pequenas pueden encontrarse li-
bres en el citoplasma o constituir parte de las mds grandes. Estas moléculas
pequefias cominmente son las mismas en organismos diferentes. Las macro-
moléculas, por el contrario, son diferentes y confieren las caracteristicas que
distinguen a un microrganismo de otro, hasta el punto que la diversidad de
organismos es un reflejo de la extensa gama de macromoléculas que se en-
cuentran en la naturaleza.

Algunos organismos como los fotolitétrofos son capaces de elaborar sus
componentes celulares —pequefas y macromoléculas— a partir de CO,, H,0
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y energfa solar, mientras que otros deben recurrir al medio externo para obte-
ner las moléculas pequeiias que no pueden construir y que son bdsicas para
fabricar sus macromoléculas. Estas tiltimas se construyen siempre al interior
del organismo y caracterizan cada especie.

En general, se puede afirmar que para hacer sus macro y pequenias mo-
léculas, los microorganismos requieren de energia, la cual es suministrada
por el ATP y de «piezas» o moléculas simples, que ensamblan, dependien-
do de la informacién genética del microorganismo. Esos componentes «sim-
ples» son intermediarios que se forman durante el catabolismo y que pue-
den ser usados para la obtencién de ATP o para procesos anabdlicos. La
Figura 4 muestra estos intermediarios o precursores, los cuales se originan
en la glucélisis y en el ciclo de Krebs.

Aunque estos precursores o intermediarios pueden ser utilizados con
fines catabdlicos y/o anabélicos, la via quimica en la biosintesis de una
molécula, normalmente no es igual a la que se sigue para su catabolismo, v
aunque puede haber corredores metabélicos con varios pasos idénticos -
vias anfibélicas - normalmente hay por lo menos una o varias reacciones
enzimaticas que son diferentes en las reacciones de biosintesis y de des-
composicién. Estas diferencias aseguran la permanencia de moléculas cons-
tituyentes de estructuras biolégicas estables.

Ademas, la biosintesis microbiana al requerir ATP estd ligada obligato-
riamente con la desintegracién de esta molécula, cuyo proceso es exergénico
¢ irreversible en la direccién del anabolismo. Fuera de ello, las enzimas que
controlan y regulan la velocidad de las reacciones catabélicas no participan
en el anabolismo, es decir, que la regulacién de ambos procesos es indepen-
diente. La biosintesis se regula por la concentracién de los productos finales
y la célula, en condiciones normales, sélo sintetiza lo que necesita de un
compuesto, en un espacio y tiempo determinados.

Palleroni (1980) presenta un esquema resumido de vias de biosintesis de
algunas moléculas pequenas y macromoléculas fundamentales que se deri-
van de ellas (Figura 5). La glucosa como molécula de amplia utilizacion pue-
de ser convertida en diversos aziicares, incorporada a polisacdridos —para
constituyentes celulares o materiales de reserva—, degradada a compuestos
de dos carbonos que se incorporan al ciclo de Krebs, o se convierte en pre-
cursora de lipidos y/o aminodcidos. También puede ser convertida a pento-
sas o intervenir en la sintesis de purinas y pirimidinas, materias primas para
la sintesis de dcidos nucleicos. Fuera de ello, puede servir de base para las
porfirinas, constituyentes de citocromos y clorofilas.

Atlas, 1990, permite entender la estrecha relacién entre el anabolismo y
catabolismo de los organismos y comprender por qué son estos dos proce-
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Figura 4: Precursores o intermediarios metabdlicos que se originan en la glucélisis, ciclo
de Krebs y pueden ser utilizados por los microorganismos en biosintesis.
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Figura 5: Esquema simplificado de rutas de biosintesis de moléculas pequeias y macro-
moléculas constituyentes de las células microbianas.
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sos, analizados holisticamente, con sus caracteristicas en comiin y particula-
ridades, los que conforman el metabolismo microbiano (Figura 6).

Con esta vision integral del metabolismo se presentan ejemplos de bio-
sintesis de algunas moléculas fundamentales. ;

Carbohidratos

Ribosa o Glucosa
S g
~— Aminodicidos —— Fosloglicerato «——
?—) Aminoacidos —» Fosfoenolpiruvato >—’Lipid05
w
8
K & Aminoédcidos —»  Piruvato
E z
= =
8 A i R
4 Acetil CoA 4—— Acidos grasos
2
Pirimidinas Aminoécidos —» Oxaloacetalo
inodci — Suyccinato
Aminodcidos Uelog!ulmalo
“—» Purinas Aminoécidos

Figura 6: Rutas metabdlicas en el catabolismo y el anabolismo. Se observa que algunos
corredores bioquimicos son similares y a través de estas vias anfibélicas el carbono pue-
de ser revertido dando origen a una red que conecta las principales macromoléculas.

Biosintesis de carbohidratos

Las hexosas y pentosas son aziicares muy importantes para la construc-
cién de macromoléculas esenciales. Las primeras pueden ser obtenidas por
los microorganismos del medio externo o sintetizarlas en su interior usando
precursores diferentes a los carbohidratos,

Cuando el microorganismo utiliza una hexosa por ejemplo, la glucosa
como fuente de carbono y energfa, esta misma se convierte en precursora de
las hexosas que requiere sintetizar el organismo. La glucosa-6-fosfato —pro-
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Figura 7: Vias a través de las cuales se efectia anabolismo de hexosas y pentosas.

cedente de la glucélisis— y el uridin difosfoglucosa (UDPG) son intermedia-
rias clave en el metabolismo de las hexosas. Esta tltima, sintetizada a partir
de uridin trifosfato y glucosa-1-fosfato (originada en la glucosa-6-fosfato),
constituye la base para la construccién de polisacdridos y de nucledsidos
difosfato requeridos en la biosintesis. La UDPG se considera la molécula in-
termediaria central en el anabolismo de la glucosa (Figura 7}, mientras que
en el catabolismo es la glucosa-6-fosfato.

En otros casos, el microorganismo mediante un proceso llamado gluco-
neogénesis sintetiza la glucosa al interior de sus células, usando precursores
diferentes a carbohidratos. El precursor de partida es el fosfoeno! piruvato o
fosfoenol pirivico —intermediario en la glucélisis— que da origen a glucosa
- 6- fosfato.

Con relacién a las pentosas, estas se obtienen generalmente por descar-
boxilacién de las hexosas por diferentes vias que llevan a la formacién de la
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ribosa y desoxirribosa, fundamentales para la sintesis de ARN y ADN, res-
pectivamente. La Figura 7 resume la biosintesis de estos azicares.

Biosintesis de aminodcidos

Algunos microorganismos pueden obtener del medio todos o parte de los
aminodcidos que requieren, otros deben proceder a sintetizarlos. El cédigo
genético codifica 21 aminodcidos que son insertados en las proteinas duran-
te la traduccién.

Los aminoécidos se forman dentro de la célula usando aziicares como
materia prima, pero ademds requieren de nitrégeno. La mayor parte del ni-
trégeno estd en la atmdsfera en forma de N, y sélo pocos organismos tienen
la capacidad de incorporar este nitrégeno del aire llevdndolo a amonfaco,
nitritos y nitratos, que son usados por el mismo organismo que lo incorpora
y por el resto de los seres vivos, otra parte se encuentra en las moléculas
orgédnicas que contienen nitrégeno, a partir de cuya degradacién lo obtienen
gran cantidad de microorganismos.

Entonces, el esquema bésico de un aminodcido es

H
|
R—C—COOH
f
NH

2

Para que ocurra la biosintesis de aminoécidos se requiere ademds de la
construccidn o existencia de un esqueleto carbonado, la sintesis y unién del
grupo amino. Las moléculas precursoras de la fraccién carbonada son algu-
nos compuestos organicos que provienen principalmente de la glucélisis y
del ciclo de Krebs, de los cuales se originan las familias de aminodcidos que
se presentan en la Figura 8.

Dado que el nitrégeno puede convertirse en un factor limitante, la sinte-
sis v unién del grupo amino es trascendental para la construccién de los
aminodcidos, paso que puede ocurrir por la accién de transaminasas que
intercambian un grupo amino de un compuesto a otro como se vio anterior-
mente, o por aminoédcido dehidrogenasas que catalizan la asimilacién reduc-
tiva del amonio, el cual procede del medio ambiente.

Aunque pueden existir gran variedad de aminodcidos diferentes sélo vein-
tiuno de ellos se utilizan para construir las proteinas, independiente que se
trate de una bacteria, una célula de una planta o de un hombre. Las proteinas
se ensamblan al unirse un grupo amino de un aminodcido al grupo carboxilo
de otro formando cadenas unidas entre si a través de enlaces covalentes dan-

‘
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Figura 8: Origen de las familios de aminodcidos en general, a partir de precursores car-
bonados procedentes de la glucdlisis y ciclo de Krebs.
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do origen a polipéptidos. La secuencia de los aminodcidos en la cadena poli-
peptidica es definida por la informacién hereditaria que cada organismo con-
tiene y que va a determinar la especificidad de sus proteinas.

Biosintesis de lipidos

Los dcidos grasos se forman a partir de fragmentos de Acetil-CoA cuyo
grupo acetilo se transfiere a una proteina llamada ACP —Acyl carrier pro-
tein— a cuyo conjunto se une la enzima dcido graso sintetasa. La vitamina
biotina es fundamental para su construccién. Los dcidos grasos mds comu-
nes en procariotas son compuestos de 12 a 20 carbonos. Los dcidos grasos
ramificados e insaturados tienen gran importancia en el mantenimiento de
la fluidez de la membrana celular.

En cuanto a las grasas se forman por sucesivas esterificaciones de fosfato
de glicerol por derivados de CoA y ACP para formar un diacil glicerol fosfato
(dcido fosfatidico), al cual se le elimina el fosfato y se adiciona un tercer
dcido graso. En los fosfolipidos el dcido fosfatidico se convierte en un deri-
vado de los nucleétidos. Es de recordar que los fosfolipidos son constituyen-
tes fundamentales de las membranas celulares.

Un tipo de lipidos llamados isoprenoides, que se deriva del isopreno
—un hidrocarburo ramificado de cinco carbonos— cumple importantes fun-
ciones metabdlicas. Dentro de ellos se encuentran los carotenoides, la coen-
zima Q y los bactoprenoles, que son acarreadores en la sintesis de paredes
celulares bacterianas. El fitol, componente de la clorofila también es isopre-
noide y los esteroles presentes en la membrana de los eucariotas son deriva-
dos del isopreno. Otros isoprenoides, ausentes en microorganismos pero co-
munes en vegetales, son el caucho y los terpenos, que participan en la defen-
sa de las plantas.

La unidad del metabolismo

Como ejemplos que permiten una visién holistica de la unidad del meta-
bolismo se tienen la fotosintesis y quimiosintesis, con sus particularidades y
puntos en comun. La primera de ellas requiere la presencia de agua, luz y
nutrimentos. La segunda es una alternativa a la que acuden un menor niime-
ro de microorganismos y se convierte en opcién de vida en condiciones ex-
tremas como ausencia de luz, oxigeno y concentraciones elevadas de com-
puestos téxicos como el sulfuro de hidrégeno (H,S), entre otros (Figura 9).

La fotosintesis es el proceso en el cual la energia luminica es captada por
la clorofila y/o pigmentos fotosintéticos en los cloroplastos [plantas y algas)
o sistemas membranosos (bacterias y cianobacterias) y convertida en energia
quimica (ATP) mediante la fotélisis o catabolismo del agua. Este ATP genera-
do se invierte en la fijacién de CO, a través del ciclo de Calvin, es decir, en la
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Fotosinlesis Quimiosintesis
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Figura 9: Similitudes y diferencias entre fotosintesis y quimiosintesis como ejemplos de
metabolismo microbiano.
Fuente: Childress et al, 1987.

biosintesis de compuestos reducidos de carbono, materia orgdnica bédsica para
la construccién de los constituyentes celulares y almacenamiento de reser-
vas, y al mismo tiempo produce una molécula fundamental para la vida so-
bre el planeta: el oxigeno - O,. La eficiencia de este tipo de metabolismo hace
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que los fotoautétrofos o fotolitétrofos sean los productores primarios en la
mayoria de los ecosistemas marinos y terrestres.

,' En la quimiosintesis, al 1gua1 que en Ja fotosfntesis se requiere de ATP {
' para la fijacién de CO,. A diferencia de ella, en este caso los microorganis-

. mos para obtenerlo acuden al catabolismo de compuestos inorgédnicos como |
| el sulfuro de hidrégeno. Este ATP en forma similar a los fotoautétrofos se_|
H\EEﬁe en la fijacién del CO,, pero aqui no se produce O, ,{E.Tl los ambientes
donde habitan, estos microorganismos son productores primarios y se los
denomina quimiolitoautétrofos o quimiolitétrofos.

El conocimiento del proceso de quimiosintesis ha permitido explicar la
presencia de vida en fuentes termales terrestres y en manantiales termales
abisales como los encontrados en 1977 por los geélogos del submarino de
investigacién Alvin, en cercanias de las Islas Galdpagos, en chimeneas hi-
drotermales situadas a 2600 metros de la superficie. Alli, las cadenas troficas
se han organizado en torno a la capacidad de bacterias del azufre de hacer
quimiosintesis (Figura 9).

Metabolismo secundario

Ademds de las macromoléculas y pequefias moléculas inherentes al cre-
cimiento microbiano —metabolismo primario—, los organismos también fa-
brican y acumulan moléculas destinadas a cumplir funciones bioinformati-
cas, de defensa, llamadas metabolitos secundarios —aunque tal vez deberian
denominarse metabolitos complementarios— cuya produccién se maximiza
en la fase estacionaria del microorganismo. Durante algin tiempo se pensé
que eran «errores» metabélicos de la célula, pero hoy se entiende que son
fundamentales en sus relaciones dentro de los ecosistemas. Para sintetizar-
los los microorganismos utilizan diversos intermediarios del metabolismo
primario que participan en la glucélisis y en el mismo ciclo de Krebs, como
se observa en la Figura 10.

Los metabolitos secundarios mds estudiados y conocidos son los antibid-
ticos. De los 6.000 o mds antimicrobianos reconocidos, alrededor del 67%
son producidos por actinomicetos y cerca del 90% de ellos provienen de
Streptomyces. Otras bacterias como Bacillus, Enterobacter, Pseudomonas,
flavobacterias y hongos como Penicillium, Trichoderma, Aspergilius y Fusa-
rium, también producen antibiéticos.

La hormona sirenina es otro metabolito secundario que interviene en el
reconocimiento y atraccién entre los gametos de hongos inferiores como el
género Allomyces. Los metabolitos secundarios de origen microbiano se han
convertido en una industria muy importante. Ademds de los antibidticos,
algunos de ellos exhiben propiedades como anticancerigenos, antitumorales
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e hiperestrogénicos, lo cual hace prever que la microbiologia industrial tiene
en ellos una importante fuente de desarrollo.

Espectinomicina
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Gentamicina Glucosaming ~—— Glucosa ——  Erilrosaloslato
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T Prolina

Figura 10: Vias de diversos metabolitos secundarios. Nuevamente intermediarios de la
glucdlisis y del ciclo de Krebs, juegan papel fundamental.
Fuente: Santana, Seguray Sanchez, 1894,

Consideraciones finales

El anabolismo y el catabolismo integran el metabolismo del organismo,
el cual les permite que ejerzan su propiedad de crecimiento. Para ello, el
catabolismo provee la energia (ATP) v piezas fundamentales, los cuales se
utilizan para la biosintesis de moléculas constituyentes de la célula, para su
reproduccién, locomocion, etc. Todas las reacciones quimicas son cataliza-
das por enzimas, las cuales son determinadas por el genoma de cada organis-
mo y le proporcionan su especificidad metabélica.

Esta especificidad metabdlica se manifiesta en la construccién de macro-
moléculas caracteristicas para cada microorganismo y en la degradacién de
unos sustratos y de otros no, adoptando rutas metabélicas que llevan a dife-
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rentes productos finales, dependiendo de su contenido enzimaético y de las
condiciones ambientales en que se desarrollan.

Los precursores o intermediarios metabdlicos que se originan en la glu-
célisis y/o ciclo de Krebs, pueden ser utilizados con fines catabélicos y/o
anabélicos. Sin embargo, las vias quimicas que se siguen no son iguales, y
aunque puede haber corredores bioquimicos con varios pasos idénticos, nor-
malmente, hay por lo menos una o varias reacciones enzimadticas que son
diferentes en las reacciones de biosintesis v de descomposicién. Estas dife-
rencias aseguran la permanencia de moléculas constituyentes de estructuras
biolégicas estables.

La diversidad microbiana es un reflejo de la extensa gama de macromolé-
culas que se encuentran en la naturaleza y que estos organismos son capaces
de construir gracias a su disposicién de hacer uso de diferentes sustratos y
de adaptarse a condiciones ambientales, aun extremas.

Ademds del metabolismo primario —a través del cual los microorganis-
mos obtienen la energia y moléculas fundamentales para su crecimiento—,
los organismos también sintetizan una serie de biomoléculas que desempe-
fian funciones de defensa, comunicacién, etc., en un proceso llamado meta-
bolismo secundario, el cual, tal vez deberia denominarse metabolismo com-
plementario o simplemente considerar el metabolismo como uno solo. Este
tiene también como precursores a compuestos originados en la glucdlisis o
en el ciclo de Krebs.

Los compuestos que se originan en el metabolismo primario y secunda-
rio de los microorganismos, ademds de la importancia que revisten para ellos
en si, constituyen la base de la microbiologia industrial y biotecnolégica con
todos sus desarrollos presentes y futuros.
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CAPITULO V

Bacterias fitopatogenas

Introduccion

Los disturbios de salud de origen biético que sufren las plantas son cau-
sados por organismos procaridticos, eucariéticos y por entidades acelulares.

En el primer grupo se localizan las bacterias y los mollicutes, dos tipos
de organismos caracterizados por tener nicleo primitivo conocido como nu-
cleoide (ADN no incluido en una membrana) y ribosomas 70 S. La principal
diferencia estriba en que las bacterias poseen pared celular y los mollicutes
no presentan dicha estructura, por lo cual son pleomérficos.

En el grupo de los eucariotas (organismos que presentan células con nu-
cleo verdadero) fitopatégenos se enumeran hongos, nematodos, algas, proto-
zoarios y plantas superiores. Las entidades acelulares estdn representadas
por virus y viroides.

Este capitulo estd dedicado a consideraciones generales acerca de las bac-
terias fitopatégenas en lo que corresponde a morfologia, ecologia, formas de
diseminacién, sintomatologfa, condiciones ambientales, taxonomia, manejo
y clinica y diagnosis. En cuanto a taxonomia se mencionarén los géneros que
comprenden especies fitopatdgenas, algunas de las cuales no estdn presentes
en nuestro medio, pero constituyen problemas potenciales dado el gran nu-
mero de paises de los cuales se importan semillas y material vegetal en ge-
neral.

Morfologia

Se han descrito alrededor de 1.800 especies bacterianas, entre las cuales
se encuentran patégenos del hombre, los animales, las plantas y muchas sapro-
fiticas. Anteriormente se mencionaban casi 200 especies fitopatégenas pero
en la actualidad ese nimero se ha reducido a 80 6 100, con base en la evolu-
cién de las técnicas de identificacion de los caracteres taxondémicos.

143



Marina Sanchez de Prager - Fernando Marmolejo De la Torre - Neison Bravo Otero

La mayoria de las fitopatégenas tienen forma de bacilos con algunas ex-
cepciones, como Curtobacterium, que tiene forma cocoide en cultivos enve-
jecidos, Alcaligenes sp. (bacilos o varillas cocoides o cocos), Nocardia sp. y
Streptomyces sp. (filamentosos). '

En cuanto a la disposicién celular, generalmente son células simples (in-
dividuales) o agrupadas en pares (diplobacilos), en algunos casos dispuestas
en V, aunque Clavibacter forma empalizadas de 4-6 células; Erwinia en algu-
nos casos puede formar cadenas cortas.

Motilidad

Algunos géneros exhiben movilidad mediante flagelos dispuestos en for-
mas variadas.

a) Flagelos polares: Un solo flagelo polar Xanthomonas, Xylophilus, Rhi-
zomonas, Acidovorax. Uno o varios flagelos polares Pseudomonas, espe-
cialmente la especie P. marginalis que presenta un haz de flagelos, y Rhi-
zobacter.

b) Flagelos peritricos: Agrobacterium presenta 1-6 flagelos y Erwinia nu-
merosos, a excepcién de E. stewartii que es no mévil. Presentan también
este tipo de flagelacién Bacillus, Curtobacterium, Clostridium, Alcalige-
nes, Acetobacter, Enterobacter y Pantoea.

¢) No mdviles: Corynebacterinm, Xylella, Clavibacter, Rhodococcus, No-
cardia, Streptomyces, Arthrobacter.

Reproduccion

Ocurre mediante fisidn binaria o biparticién. Debe tenerse en cuenta que
en algunas bacterias se ha determinado cierto tipo de intercambio genético,
andlogo a “reproduccién sexual”, el cual ocurre por conjugacién, con la par-
ticipacién de los llamados pili sexuales. Esta caracteristica puede aprove-
charse para llevar a cabo clonacién mediante ingenieria genética y establecer
las llamadas genotecas.

Mediante el proceso de conjugacion, o mismo que a través de transduc-
cién (paso de genes de un hospedante a otro mediante virus), o el de transfor-
macién (transferencia de genes de una célula bacteriana a otra) o por el de
mutacién, pueden ocurrir modificaciones genéticas en las células bacteria-
nas, cambios que pasan a nuevas generaciones.

Ecologia

La mayoria de las bacterias fitopatégenas se desarrollan principalmente
en el hospedante como pardsitos y parcialmente como sapréfitos en dese-
chos vegetales o en el suelo.
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E. amylovora (afiublo de fuego de peral y manzanos) produce sus pobla-
ciones en el hospedante y cuando cae al suelo su niimero disminuye rdpida-
mente porque no tiene mecanismos para resistir condiciones adversas. De
alli que produce ciclos de infeccién planta-planta debido a la naturaleza pe-
renne de sus hospedantes, a través de insectos vectores, o a la asociacion de
la bacteria con los érganos de propagacién o semillas.

Otras bacterias como A. tumefaciens (agalla de corona) Burkholderia so-
lanacearum (= Pseudomonas solanacearum) que causa el marchitamiento
vascular de algunas solandceas y el moko del pldtano y Streptomyces scabies
(sarna comin de la papa) son habitantes del suelo y aunque producen sus
poblaciones en los hospedantes, ellas se reducen lentamente cuando son
liberadas en el suelo. Pseudomonas puede sobrevivir en la rizosfera y en el
rizoplano aprovechando las secreciones de las plantas hospedantes.

Clavibacter sp. sobrevive sobre, dentro o con semillas. C. flaccumfaciens
se encontrd viable en semillas de frijol después de 5 — 24 anos. C. flaccumfa-
ciens var. auranticum fue aislada y mantuvo su virulencia en semillas de
frijol de 15 afios. También Xanthomonas phaseoli var. fuscans fue aislada y
patogénica en semillas de frijol después de 15 afios.

La mayoria de las fitopatdgenas se consideran invasoras del suelo y lle-
gan a él en los tejidos de su hospedero o como células libres, pero debido a
su poca habilidad para competir como saprofitos, persisten en el suelo el
tiempo que resisten dichos tejidos el proceso de degradacién o por periodos
variables que dependen de las especies bacterianas y de las condiciones de
humedad y temperatura del suelo.

Las bacterias, ademas de vivir en el suelo en materiales vegetales princi-
palmente y en menor proporcién libre o saprofiticamente, también lo hacen
en sus exudados naturales los cuales las protegen de condiciones desfavora-
bles. Pueden sobrevivir ademds dentro o sobre las semillas, otras partes de la
planta o en insectos que se encuentran en el suelo. En las plantas pueden
vivir epifiticamente, en yemas, sobre heridas, en sus exudados o dentro de
diferentes tejidos u érganos que ellas infectan.

Diseminacion
La dispersién de las bacterias de una planta a otra o de una parte a otra de
la misma planta puede ocurrir a través de diversos factores:

En forma auténoma: Aquellas bacterias que poseen flagelos pueden des-
plazarse a muy cortas distancias.

Agua: Se considera el agente de diseminacién més importante si se tiene
en cuenta que las bacterias la requieren en mayor cantidad que otros micro-
organismos. En forma de lluvia o de riego por aspersién, produce lavado o
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salpique que lleva y distribuye bacterias entre plantas o en la misma planta y
desde el suelo a las partes inferiores de ellas. El agua también separa y lleva
bacterias sobre o dentro del suelo a otras dreas en las cuales se encuentren
plantas susceptibles.

Insectos: Pueden transportar las bacterias adheridas a su cuerpo a partir
de los exudados e inocularlas con su aparato bucal en sitios especificos en
los cuales ellas aseguran su desarrollo. Por ejemplo E. amylovora es llevada
por insectos Hymenoptera a los capullos y su penetracién ocurre a través de
estructuras semejantes a los estomas presentes en los nectarios situados en la

base de la flor.

Algunas bacterias persisten dentro del insecto y dependen de él para su
dispersién y sobrevivencia. E. tracheiphila penetra en el insecto cuando éste
se alimenta en las hojas tiernas o cotiledones de plantas sanas susceptibles,
en las cuales se dispersa a través del xilema. Se ha comprobado que E. stewartii
puede sobrevivir de una estacién a otra en insectos Coleoptera (Diabrotica
duodecimpunctata), y la incidencia y severidad de la enfermedad, bacterio-
sis del maiz, se puede predecir con base en la poblacién del insecto. Este es
el Unico caso, hasta ahora conocido, en el cual la bacteria se multiplica den-
tro del insecto. E. carotovora puede sobrevivir en pupas de la mosca de la
semilla de maiz (Hylemia ciclicrura), aunque puede vivir en todas las etapas
del ciclo del insecto. En otros casos los insectos son importantes pero no
esenciales para la diseminacién de algunas bacterias fitopatégenas.

Otros animales: Aunque no se conocen casos especificos, se asegura que
aves, conejos y otros animales que visitan las plantas y se mueven entre ellas
pueden llevar bacterias adheridas a su cuerpo y diseminarlas. Tampoco se
ha comprobado que los nematodos cumplan el papel de vectores en enfer-
medades bacterianas aunque si se conocen algunos pocos casos de comple-
jos patolégicos nematodo-bacteria.

Humanos: E] hombre se considera un elemento importante en la disemi-
nacién de enfermedades bacterianas. En forma local (planta-planta en un
cultivo) a través de la manipulacién de las plantas y de las practicas de cul-
tivo. Las herramientas, maquinaria v ropa empleadas en dichas précticas
pueden servir como agentes de diseminacién. Se sabe por ejemplo que la
bacteria Clavibacter xyli subsp. xyli (raquitismo de las socas en cana de azu-
car) puede sobrevivir casi por 18 dias en machetes empleados en el corte. La
diseminacién de un drea a otra, aun a grandes distancias, puede ocurrir me-
diante el transporte de plantas o partes de plantas infectadas o por la intro-
duccién de ellas desde otras dreas. En estos eventos las semillas de plantas
infectadas por bacterias pueden llevar estas sobre o dentro de sus estructuras
a cortas o grandes distancias, por cualquiera de los agentes de dispersién de
semillas.

146



MICROBIOLOGiA: ASPECTOS FUNDAMENTALES

Penetracion

Las bacterias no poseen mecanismos para penetrar directamente en los
tejidos como lo hacen los hongos y los nematodos. Para este efecto utilizan
aberturas naturales o heridas. En el primer caso la penetracién ocurre a tra-
vés de estomas (las aberturas mds importantes para ellas), hidatodos, lentice-
los, nectarios y la abertura formada en la raiz principal al emitir raices se-
cundarias. En la penetracién a través de estomas es condicidn, en algunos
casos, la presencia de pelicula de agua continua desde la superficie foliar
hasta la cavidad estomadtica lo cual facilita la penetracién para las bacterias
que poseen flagelos, en caso contrario la penetracién se realiza en forma
pasiva.

Ya se expreso la importancia de los insectos para inocular con su aparato
bucal bacterias como E. tracheiphila y E. stewartii a través de las heridas que
producen durante su proceso de alimentacién. Las heridas naturales como
cicatrices ocasionadas por la abscision de las hojas. o durante el periodo de
lluvias las que dejan las flores al caer, son vias de penetracién para P. savas-
tanoi, agente causal de la agalla del olivo.

~ Cuando la humedad relativa es alta, las plantas exudan la llamada agua
de gutacioén a través de los hidatodos (poros abiertos en forma més o menos
permanente), situados en los bordes y dpice de las hojas. Esa secrecién asi
expuesta al medio ambiente puede contaminarse con bacterias. Al disminuir
la humedad relativa el exudado es reabsorbido por la planta, llevando al
interior su carga bacteriana. De acuerdo con algunos investigadores, ciertas
bacterias pueden inclusive multiplicarse en el agua de gutacién que, debido
a su constitucién, se puede comportar como un medio de cultivo. Estd com-
probado que el agua de gutacién constituye fuente de inéculo importante en
el caso de Xanthomonas albilineans (raya clorética de la cana de azicar) la
cual se disemina a través de maquinaria.

Los lenticelos son aberturas naturales en los frutos, tallos y tubérculos,
los cuales estdn llenos de células conectadas en forma laxa para permitir el
paso del aire. A pesar de que permanecen abiertos durante la fase de creci-
miento, pocos hongos y bacterias penetran a través de ellos. La mayoria de
los patégenos que utilizan esta via de penetracién también lo hacen median-
te heridas y los lenticelos son una alternativa secundaria y menos eficiente.

Los nectarios o nectdrtodos, como ya se anotd anteriormente, son via
importante para la penetracién de bacterias portadas por insectos o por gotas
de lluvia arrastradas por el viento a la parte basal de la flor.

Las heridas a través de las cuales pueden penetrar algunas bacterias pue-
den ser: a) por dafio mecdnico a las células y tejidos; b) heridas por insectos,
y c) heridas naturales. El primer tipo de herida es aprovechado por bacterias
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causantes de pudriciones suaves como E. carotovora y patégenos vasculares
como Clavibacter michiganense subsp. sepedonicum. A. tumefaciens requiere,
ademds de las heridas, la respuesta del hospedante (atraccién y principio
inductivo) tanto para su multiplicacién inicial como para la formacién pos-
terior de agallas.

Sintomatologia

Las bacterias fitopatdgenas inducen el desarrollo de casi todas las clases
de sintomas en las plantas que parasitan al igual que lo hacen los hongos.
Ellas pueden atacar cualquier 6rgano de las plantas y varios géneros originan
cualquier tipo de sintoma dado. Cada género contiene algunas especies ca-
paces de ocasionar diferentestipos de enfermedades. En forma general las
bacterias que afectan plantas pueden promover el desarrollo de:

Manchas foliares: Las cuales pueden ser cloréticas, traslicidas, interve-
nales, circulares, angulares, necréticas, con apariciencia acuosa o seca (Figu-
ra 1a}. Las manchas foliares pueden ser suscitadas por especies de los géne-
ros Xanthomonasy Pseudomonas.

Pudriciones suaves: Ocurren en tejidos suculentos o carnosos ya sea en
campo o en almacenamiento, con desprendimiento de olor fétido debido ala
formacién de sustancias voldtiles durante la desintegracién de los tejidos.
Estos se vuelven blandos y acuosos y a menudo exudan masas viscosas de
bacterias y residuos celulares. En muchos casos las bacterias involucradas
en tales pudriciones no son patégenos sino més bien saprofitos o pardsitos
secundarios, o sea que crecen en tejidos muertos por otros patégenos y facto-
res ambientales o en tejidos tan debilitados o viejos cuyo deterioro fisioldgi-
co no les permite resistir el ataque de cualquier microorganismo. Ademas de
estos factores secundarios de pudricién, existen algunas bacterias que ata-
can tejidos vegetales vivos en el campo o en el almacenamiento, tales como
‘especies de Erwinia (grupo caratovora o de las pudriciones suaves o blandas
en frutos carnosos, hortalizas y ornamentales) (Figura 1c), Pseudomonas (en
papa y hortalizas carnosas) y Bacillus y Clostridium, géneros recientemente
incluidos entre las bacterias fitopatigenas.

Marchitamientos vasculares: Son causados por bacterias que afectan
principalmente plantas herbdceas, tales como hortalizas, ornamentales y tro-
picales (Figura 1b). Los principales agentes de este tipo de afecciones perte-
necen a especies de los géneros Clavibacter (Corynebacterium), Erwinia, Pseu-
domonas y Xanthomonas.

Agallas: Son el resultado del sobrecrecimiento no organizado o desorga-
nizado de algunos tejidos vegetales en tallos y raices. En este caso los agentes
mds importantes son especies de los géneros Agrobacterium y Pseudomo-
nas. Las agallas también pueden originarse por la proliferacién de tejidos
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Figura 1. Tipos de sintomas inducidos por baclerias en plantas susceptibles: a) Manchas
foliares (Xanthomonas campestris pv. malvacearum en algoddn), b} Pudricién suave o
acuosa (Erwinia chrysanthemi pv. paradisiaca en seudotallo de pldtano), ¢) Marchita-
miento vascular (Burkholderia solanacearum en tabaco), y d) Agallas (Agrobacterium
tumefaciens en eucalipto}.
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que desarrollan érganos teratomérficos (de forma anormal) més o menos or-
ganizados inducidos por especies de Agrobacterium y:Corynebacterium (Fi-
gura 1d).

El tipo de sintoma en el caso de Agrobacterium depende del tipo de plés-
mido que porta la bacteria. Si ésta contiene el pldsmido Ti (inductor de tu-
mor) induce agalla de corona, pero si ella engloba el pldsmido Ri (inductor
de enraizamiento) suscita rafz velluda o en cabellera. Las especies involu-
cradas en estos desérdenes celulares son A. tumefaciens, A. rubi y A. rhizo-
genes; todas pueden contener el plasmido Ti y ocasionar agalla de corona,
pero hasta ahora sélo razas de A. tumefaciens y A. rhizogenes pueden llevar
el pldsmido Ri y promover la proliferacién anormal de raices.

La especie Corynebacterium fascians produce agallas folidceas, sintoma
conocido como fasciacién (aplanamiento anormal de un érgano después de
alcanzar su tamano normal) en muchas ornamentales herbdceas anuales o
perennes.

Pseudomonas syringae pv. savastanoi produce las enfermedades nudo
del olivo y la agalla o chancro del cilantro.

Sarna o costra: Las enfermedades bacterianas que dan origen a este tipo
de sintoma afectan principalmente partes de la planta que se desarrollan en
forma subterrdnea. Las lesiones son de tipo sarnoso o costroso en los tejidos
externos de los érganos afectados. La especie bacteriana reconocida en esta
afeccién es Streptomyces scabies, que causa Ja sarna comun en papa y la
viruela de la batata.

Cdncer: Relativamente pocas enfermedades de este tipo son producidas
por bacterias, pero algunas tienen amplia distribucién y son devastadoras,
causando grandes pérdidas o exigiendo grandes esfuerzos para proteger las
plantas de ellas. Las afecciones mds importantes son producidas por espe-
cies de Pseudomonas en frutales y Xanthomonas en citricos (Figura 2a, 2b).

Raquitismo: Sintoma hipopldsico que conlleva a la apariencia de subde-
sarrollo y que puede confundirse con deficiencias hidricas o de elementos
nutricionales. El caso més representativo es la enfermedad denominada RSD
o raquitismo de las socas en cafa de azicar producida por Clavibacter xyli
subsp. xyli, bacteria ubicada en el grupo de las fastidiosas que actian en el
xilema y especificamente en los vasos de metaxilema (Figura 2c).

Condiciones ambientales

Los factores ambientales que tienen mayor efecto sobre las bacterias fito-
patégenas son: temperatura, pH y humedad.

Temperatura: La mayoria de estas bacterias son meséfilas, por tanto la
temperatura 6ptima estd entre 20 - 35°C, y los extremos, minima 10°C y méxi-
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Figura 2. Sintomas inducidos por bacterias en plantas susceptibles: a) Sarna o costra (X.
campestris pv. citri) en frutos citricos, b} Cdncer {X. campestris pv. citri) en citricos, ¢}
Raquitismo, RSD (Clavibacter xyli subsp. xyli) en cafia de aziicar, sintomas externos en
planta afectada comparada con planta sana, y d) Ragquitismo (C. xyli subsp. xyli) en cafa
de aziicar, sintomas histolégicos por fluorescencia en vasos de metaxilema.
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ma 52°C. Existe un segundo grupo de mesdéfilas cuya temperatura éptima
estd entre 35 y 45°C.

PH: Es un factor importante para aquellas bacterias que actiian en el sue-
lo. Lo ideal para ellas son niveles de pH alcalino o cercano a la neutralidad
(6.5 - 7.5). En general la mayoria de las bacterias tienen los limites minimo y
maéximo entre pH 4.0 y pH 9.0.

En muchas de las enfermedades el efecto de la acidez del suelo (pH) pa-
rece actuar sobre el patégeno, aunque en algunas el debilitamiento del hos-
pedante a través de la alteracién nutricional por la acidez del suelo puede
afectar la incidencia y la severidad de la enfermedad.

Humedad: El agua se considera como el factor mediante el cual los orga-
nismos holofiticos (bacterias, levaduras y mohos) obtienen alimento y elimi-
nan productos de desecho. Entre los microorganismos comunes las bacterias
tienen los mayores requerimientos hidricos, los cuales pueden estar repre-
sentados como humedad relativa alta (80 - 90%) en el ambiente que circunda
la planta, o agua liquida sobre los tejidos de la misma.

Géneros de bacterias fitopatégenas

Hasta la década de los afios setenta se hablaba de cinco géneros de bacte-
rias que afectaban plantas; hoy el nimero ha aumentado de manera signifi-
cativa. De acuerdo con Young et al (1992) la evolucién en la taxonomia bac-
teriana se puede dividir en tres periodos:

* 1932 - 1940, caracterizado por la proliferacién de muchos nombres de
especies y durante el cual los principios taxonémicos no estaban sufi-
cientemente establecidos.

* 1940 - 1975, los estudios comparativos realizados en este periodo condu-
jeron a proponer gran nimero de sinénimos o nombres inapropiados;
ademds, en este transcurso se elaboraron los principios de clasificacién
en términos fenéticos {agrupacién de organismos y poblaciones por se-
mejanzas, resultantes de la comparacién de gran namero de caracteres
independientes).

¢ De 1975 hasta el presente, periodo en el cual han ocurrido cambios signi-
ficativos en los conceptos que orientan la clasificacién bacteriana gracias
a los avances de la biologia molecular.

Los géneros que contienen especies patégenas de plantas se enlistan, en
este capitulo, con base en la publicacién de Young, J. M. et al (1992} pero
siguiendo el esquema y caracteristicas del Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology en su novena edicién 1994, en el cual se han establecido 35
grupos para la ubicacién de todas las bacterias. Hasta ahora seis de esos gru-
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pos contienen géneros en los cuales se han identificado especies patégenas
de plantas, asi:

Grupo 4: Bacilos y cocos Gram-negativos, aerébicos o microaerofilicos.
En este grupo se encuentran los géneros:

Agrobacterium: Con su especie tipo A. tumefaciens. Otras especies: A.
rhizogenes, A. rubiy A. vitis.

Pseudomonas: Tiene una especie muy importante desde el punto de vis-
ta fitopatoldgico (P, syringae) en la cual se han ubicado en la categoria de
patovar muchas de las especies fitopatégenas del género conocidas en la dé-
cada de los afios setenta (P syringae pv. phaseolicola, P.s. pv. pisi, Ps. pv.
glycinea, etc.).

Recientemente el género se dividio en dos: Pseudomonas, en el cual que-
daron ubicados aquellos individuos del grupo fluorescente, y Burkholderia,
para las no fluorescentes, J. 1. Victoria K. (comunicacién personal, 1995).
Asi, la especie causante del marchitamiento bacteriano de las solandceas y
del moko del pldtano, Pseudomonas solanacearum, pasé a ser Burkholderia
solanacearum.

Xanthomonas: Este género incluye més especies patégenas que todos los
demds combinados. Al igual que en Pseudomonas, muchas de las especies
conocidas anteriormente se han ubicado como pv. de la especie X. campes-
tris {X.c. pv. campestris, X.c. pv. malvacearum, X.c. pv. phaseoli, X.c. pv.
vesicatoria, etc.).

Xylophilus: Género creado por Willems et al (Holt, ].G. et al 1994], tiene
como especie tipo y unica X. ampelinus (antes Xanthomonas ampelina).
Causa necrosis y chancro y ha sido aislada principalmente de tejidos lefiosos
de vid en el Mediterrdneo y Suréfrica, 1o mismo que en Suiza, Austria, Bul-
garia, Islas Canarias y Argentina.

Acetobacter: Las especies de este género se han encontrado en flores,
frutos, miel de abejas, jugo de caiia, sake, tequila, vino, cerveza, vinagre,
jugo de cafia de aztcar, suelo de jardin y agua de canal. Algunas causan el
mal rosado en el fruto de la pifia y pudricién en manzanas y peras. Una
especie que habita en raices y tallos de cafia de azicar es fijadora microae-
rofilica de Nitrégeno.

Rhizomonas: Fue creado en 1990 por Van Bruggen et al (Holt, J.G. et al,
1994), con la especie tipo y inica R. suberifaciens, que causa la raiz corchosa
en lechuga.

Acidovorax: Género propuesto por Willems et al (Holt, J. G. et al 1994).
En él se han descrito tres especies, dos de ellas anteriormente ubicadas en el
género Pseudomonas: la especie tipo A. facilis (antes P, facilis), A. delafieldii
(antes P. delafieldii} y A. temperans.

-
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Xylella: Género creado en 1987 por Wells et al (Holt, J.G. et al 1994). For-
ma parte de las bacterias “fastidiosas”, anteriormente agrupadas en Organis-
mos Similares a Rickettsias o R.L.O. Son organismos restringidos al xilema
(vid, alfalfa y durazno), aunque otras fastidiosas estdn circunscritas al floema
(trébol). La especie tipo y unica es X. fastidiosa que se ha encontrado en los
vasos xilematicos de plantas de vid afectadas por la enfermedad de Pierce. De
acuerdo con Agrios, G. N. (1988), todas las bacterias fastidiosas Gram-negati-
vas son transmitidas por insectos que se alimentan del xilema, tales como
saltahojas (Cicadellidae y Cercopidae). Los vectores adquieren y transmiten la
bacteria en menos de dos horas. Si los insectos son adultos pueden transmitir
la bacteria durante toda su vida, pero no la pasan a la progenie.

Alcaligenes: Género que se ha encontrado principalinente en agua y sue-
lo. Posiblemente en el futuro quede incluido en el género Burkholderia {]. 1.
Victoria, comunicacién personal, 1995).

Rhizobacter: Este género fue propuesto por Goto y Kuwata en 1988 (Holt,
J. G. etal, 1994). Incluye sélo la especie R. daucus que es la especie tipo y se
encuentra en el suelo, causa agallas en raices de zanahoria en forma natural.

Grupo 5: Bacilos Gram-negativos, facultativamente anaerébicos. Las es-
pecies fitopatdgenas corresponden a los géneros:

Erwinia: Género estudiado principalmente por los fitopatélogos. Varias
especies fueron ubicadas en el género Pectobacterium, nombre que, aunque
védlido, no es muy empleado. Las especies de Erwinia se han encontrado
asociadas con plantas como patégenos, saprofitos o como parte de la flora
epifitica. La especie tipo es E. amylovora. Young, ].M. et al, 1992, mencionan
que mediante estudios fenotipicos se han establecido tres subgrupos confor-
mados por las especies: 1) E. amylovora, E. tracheiphila, E. quercina, E. ru-
brifaciens, E. salicis y E. stewartii. 2) E. herbicola, E. ananas y E. uredovora,
y 3) E. carotovora y sus subespecies y E. chrysanthemi.

Se ha propuesto la reclasificacién de E. herbicola en el nuevo género
Pantoea creado en 1989 por Gavini et al (Holt, . G. et al. 1894), el cual inclu-
y6 dos especies: P. agglomerans (sinénimos: Enterobacter agglomerans,
Erwinia herbicola, E. milletiae) y P. dispersa.

Enterobacter: Género ampliamente distribuido en la naturaleza, se ha
encontrado en agua fresca, suelo, plantas, lo mismo que en heces fecales de
animales y humanos.

Grupo 18: Bacilos y cocos, Gram-positivos y formadores de endosporas.
En época reciente se ha venido prestando atencidn a la asociacién de los
géneros Bacillus (aerébico o anaerdbico facultativo) y Clostridium {anaerébi-
co estricto) con pudriciones especialmente en tubérculos de papa. Serfan asi
las primeras bacterias esporégenas reconocidas como fitopatdgenas (J.1. Vic-
toria, comunicacion personal, 1995).
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Grupo 20: Bacilos irregulares, Gram-positivos, no esporégenos. En este
grupo se reconocen especies fitopatégenas en los géneros:

Corynebacterium: Se ha considerado un género heterogéneo, constitui-
do por organismos cuya pared celular contiene peptidoglicano basado en
4cido mesodiaminopimélico, componente lipido que contiene una cadena
corta de dcido micélico. Las especies corineformes fitopatégenas no tienen
estas caracteristicas y por tanto han sido reubicadas en los géneros Clavibac-
ter, Curtobacterium y Arthrobacter. El género se caracteriza por contener
pardsitos obligados en membranas mucosas y la piel de algunos mamiferos,
aunque ocasionalmente se ha encontrado en otras fuentes. La especie tipo es
Corynebacterium diphtheriae.

Clavibacter: Género propuesto por Davis et al, en 1984 ( Holt, J. G. et al.
1994), para aquellas especies fitopatégenas aerébicas de Corynebacterium
cuyas paredes celulares contienen dcido 2-4 diaminobutirico en vez de aci-
do mesodiaminopimélico que estd presente en dicho género, y ademds au-
sencia de acidos micélicos. Las especies de Clavibacter también son consi-
deradas bacterias “fastidiosas”, grupo en el cual son las Uinicas Gram-positi-
vas; al igual que Xylella son propias del xilema y se han encontrado causan-
do el R.5.D. (Ratoon Stunting Disease) o raquitismo de las socas en cana de
aztcar (Clavibacter xyli subsp. xvii) y el achaparramiento del pasto Berrmuda
(C. xyli subsp. cynodontis). Algunos investigadores las consideran pardsitos
obligados. debido a que ninguna de las bacterias “fastidiosas” puede ser cul-
tivada en los medios bacterioldgicos convencionales; sin embargo, todas las
restringidas al xilema pueden crecer en medios nutritivos mas o menos com-
plejos, en los cuales crecen de manera lenta y producen colonias diminutas
(1-2 mm de didmetro).

La especie tipo es Clavibacter michiganense y a esta han sido transferi-
das, al nivel de subespecies, la mayoria de las especies reconocidas en Cory-
nebacterium: Clavibacter michiganense subsp. michiganense {cancer bacte-
rial y marchitez del tomate) C.m. subsp. insidiosum (marchitamiento bacte-
rial de la alfalfa}, C.m. subsp. sepedonicum (pudricién anular de la papa).

Curtobacterium: El peptidoglicano en este género estd basado en la pre-
sencia de ornitina y también ausencia de dcidos micélicos. A este género
pasaron otras especies fitopatégenas ubicadas anteriormente en Corynebac-
terium. Se encuentra en plantas, en el suelo y en salmuera de aceite. La espe-
cie tipo es Curtobacterium citreum. La especie fitopatégena més importante
es C. flaccumfaciens, que comprende los patovares C.f. pv. flaccumfaciens
(marchitamiento bacterial del frijol). C.f. pv. betae, C.f. pv. oortii y C.f. pv.
poinsettiae.

Arthrobacter: Género conformado por organismos ampliamente distri-
buidos en el ambiente, principalmente en los suelos. La especie tipo es A.
globiformis, y desde el punto de vista fitopatolégico, la especie A. ilicis, que
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fue transferida de Corynebacterium con base en un subcultivo de la raza
tipo.

Grupo 22: Actinomycetos Nocardioformes. El grupo se divide en cuatro
subgrupos, el primero de los cuales comprende bacterias que contienen dci-
dos micélicos en su pared celular. En este subgrupo se han incluido los géne-
ros fitopatégenos que tipicamente producen micelio ramificado, que tem-
prano o tarde se fragmenta en elementes bacilares o cocoides que son marca-
damente pleomorficos.

Rhodococcus: Son organismos Gram-positivos aerébicos, sensibles a la
lisosima. Estdn ampliamente distribuidos en la naturaleza y abundan princi-
palmente en el suelo y el estiércol de herbivoros. Algunas razas son patége-
nos de los animales, incluidos los humanos. La especie tipo es Rhodococcus
rhodochrousy como fitopatégena se ha registrado la especie R. fascians (an-
tes conocida como Corynebacterium fascians), que se ha encontrado causan-
do agalla foliosa en muchas plantas herbdceas ornamentales, anuales o pe-
rennes.

Nocardia: Género que contiene organismos Gram-positivos o Gram-va-
riables y aerébicos. El glicano de la pared celular contiene residuos de N-
glicolil. Estd ampliamente distribuido y abunda en el suelo. Algunas razas
son patdgenos oportunistas en humanos y animales. La mayoria de especies
son resistentes a la lisosima. La especie tipo es Nocardia asteroides y se ha
registrado a N. vaccini como especie fitopatégena.

Grupo 25: Estreptomicetos y géneros relacionados. El inico género que
contiene especies fitopatégenas es Streptomyces, el cual forma micelio ex-
tensivamente ramificado que a veces se fragmenta. Algunas especies produ-
cen estructuras similares a esclerocios, picnidios o sinemas. Son Gramposi-
tivos y aerobios. Producen amplia variedad de pigmentos, los cuales son
responsables del color del micelio vegetativo y aéreo. También se pueden
formar pigmentos de color difusibles. Muchas razas producen uno o mas
antibioticos. La especie tipo es Streptomyces albus y la inica especie fitopa-
tégena registrada hasta ahora es S. scabies (sarna comiin en papa y la viruela
de la batata).

Grupo 30: Los Mycoplasmas o Mollicutes: bacterias sin pared celular. En
este grupo se han ubicado organismos procariotas muy pequefios, totalmen-
te carentes de pared celular, limitados s6lo por la membrana plasmatica e
incapaces de sintetizar peptidoglicano y sus precursores. En consecuencia
son resistentes a la penicilina y antibiéticos andlogos y sensibles a la lisis
mediante choque osmético, detergentes, alcoholes y anticuerpos mds com-
plemento.

Son organismos pleomérficos y varian en forma desde esféricos o pirifor-
mes hasta filamentos helicoides o ramificados. Generalmente no méviles;
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sin embargo algunas especies muestran movilidad por deslizamiento sobre
superficies himedas. Las especies que tienen forma de filamentos helicoi-
des exhiben movimiento rotatorio, flexional y traslacional.

Los mollicutes son Gram-negativos. La mayoria de las especies requieren
esteroles para crecer en medios artificiales, aunque algunas especies pueden
crecer pobremente en medios artificiales y pueden ser ficilmente aisladas
mediante procedimientos de cultivos de células. La mayoria son anaerobios
facultativos, aunque algunos son anaerobios obligados. En condiciones ade-
cuadas la mayoria de especies forman colonias que tienen la apariencia de
“huevo frito”. Todos los mollicutes son pardsitos, comensales o saprofitos y
muchos son patégenos de humanos, animales, plantas e insectos. Los orga-
nismos de este grupo hasta ahora reconocidos como especies fitopatégenas
se han relacionado con el nombre genérico de fitoplasmas.

La mayoria de especies requieren colesterol o esteroles relacionados para
su crecimiento. En plantas las enfermedades mds conocidas son: amarilla-
miento del Aster, que tiene como vector al saltahojas Macrosteles fascifrons,
el amarillamiento letal del cocotero y otras clases de palmas; el insecto Myn-
dus crudus ha sido reconocido como uno de los vectores; necrosis del floe-
ma del olmo, asociada al saltahojas Scaphoideus luteolus; enfermedad del
diazno, transmitida por saltahojas de los génerc . Cofladonus y Scaphyto-
pius; declinacién del peral, diseminada por la especie insectil Psylla pyrico-
la, amachamiento, machismo o proliferacién de yemas de la soya, cuyo vec-
tor es la especie Scaphytopius fuliginosus.

Spiroplasma: Son fitoplasmas helicoides que se mueven mediante flexion
o contraccién. Requieren colesterol o posiblemente otros esteroles para su
crecimiento. Han sido aislados de la hemolinfa e intestinos de garrapatas, de
fluidos de plantas vasculares e insectos que se alimentan de dichos fluidos y
de la superficie de flores y otras partes de las plantas. La especie tipo Spiro-
plasma citri es patdgena en citricos (toronja y naranja) en las que causa la
enfermedad conocida como “stubborn”, la cual puede ser transmitida con
frecuencia moderada mediante yemas e injertos y en los huertos a través de
saltahojas como Circulifer (Nevaliturus) tenellus, Scaphytopius nitridusy S.
acutus delongi. La misma especie (S. citri) se ha encontrado afectando rdba-
no y otras plantas herbdceas con la participacion de Macrosteles fascifrons
como vector. S. kunkeli se determind como el agente causal del achaparra-
miento del mafz v en este caso los insectos vectores son entre otros Dalbulus
elimatus y D. maydis.

Manejo

Las bacterias, al igual que cualquier otro agente fitopatégeno, deben ser
“manejadas” mediante la implementacion de una serie de estrategias que
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integren los principios a través de los cuales se enfrentan los disturbios sani-
tarios de los cultivos. Tales principios son:

1.

Exclusién, en el cual se tienen en cuenta las normas cuarentenarias que
rigen para el ingreso de materiales vegetales a cada pafs o regién, ademds
de la seleccién del material de propagacién y el uso de semilla certifi-
cada.

Eliminacién o erradicacién de plantas o partes de la planta que se em-
plean como semilla. Esta medida se aplica cuando es una practica viable
o posible, mediante précticas de cultivo (métodos culturales), tratamien-
to fisico, por ejemplo aplicacién de calor, secamiento de granos vy frutos,
refrigeracién y el empleo de radiaciones.

Proteccién mediante control biolégico o control quimico. En el primer
caso la experiencia mds representativa se tiene con el empleo de la raza
K-84 de Agrobacterium radiobacter para la proteccién del material de
siembra contra A. tumefaciens. En cuanto a sustancias quimicas se sabe
que algunos fungicidas a base de cobre tienen efecto bactericida. En esta
forma se pueden emplear para tratamientos al follaje, a la semilla, al sue-
lo, a las heridas y con algunos materiales vegetales en poscosecha.

Inmunizacién mediante la produccién de materiales resistentes, que re-
sulta el método mds econémico y seguro a través del mejoramiento gené-
tico. El principio de inmunizacién incluye ademds el mejoramiento de
las condiciones de crecimiento de las plantas. Para las enfermedades bac-
terianas no se conocen ensayos relacionados con proteccién cruzada o
resistencia inducida.

Terapia mediante tratamiento quimico: se han utilizado experimental-
mente algunos antibioticos como la estreptomicina, teniendo en cuenta
que su empleo resulta costoso y ademads que son sustancias muy especifi-
cas en cuanto al sitio de accién y pueden llegar a inducir resistencia. La
tetraciclina se ha ensayado en el caso de los mollicutes.

Tratamientos térmicos o termoterapia con niveles de temperatura y tiem-
pos de exposicién que afectan al patdgeno mds no la viabilidad del mate-
rial vegetal.

Cirugia o eliminacién mediante poda de partes afectadas, especialmente
en plantas perennes cuando el caso lo amerite.

Evasion: Esta relacionado con el manejo de condiciones de temperatura,
pH y humedad, lo cual conlleva al estudio o andlisis de la zona geogréfi-
ca, la seleccion del sitio de siembra y seleccién de la época propicia para
la siembra.
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Clinica y diagnosis

El diagnéstico de enfermedades de origen bacteriano se desarrolla con

base en una serie de pasos, algunos comunes para todos los agentes fitopaté-
genos y otros especificos para este tipo de organismos. A continuacién se
enumeran los pasos generales, sin entrar en detalles:

d.

Identificaciéon del hospedante, ojalé a nivel de especie con informacién
complementaria acerca del sitio en el cual se estd desarrollando, condi-
ciones ambientales, densidad de siembra (si se trata de cultivos), condi-
ciones de suelo, practicas de cultivo efectuadas, etc.

Descripciéon de la sintomatologia: ésta es importante pera no suficiente
para determinar la etiologia de la enfermedad.

Consulta bibliogrdfica: con buen conocimiento en estos tres pasos se puede
identificar la causa de enfermedades de comiin ocurrencia.

Desarrollo de los postulados de Koch: conducen con mayor seguridad al
diagndstico. En el caso de parésitos obligados deben introducirse algu-
nas variantes al segundo de dichos postulados: “aislamiento del agente
causal en cultivo puro”.

Descripcién del organismo: algunas de ' s pruebas que se enumeran a
continuacidn, principalmente las relacionadas con morfologia, se pue-
den realizar a medida que se ponen en préctica los postulados de Koch.
Otras que tienden a definir el género bacteriano, la especie y quizés el
patovar o la subespecie deben realizarse una vez se ha comprobado la
patogenicidad del organismo involucrado. La descripcién comprende:

* Morfologia: Forma, tamatiio, reaccién de Gram, movilidad

* Caracteristicas de cultivo: Consistencia de la colonia, elevacién, ta-
mano, forma, produccién o no de pigmento, fluorescencia, etc.

* Caracteristicas fisiolégicas: Tem; eratura éptima de crecimiento, sen-
sibilidad a sales, etc.

* Actividades bioquimicas: Produccién de catalasa, ureasa, oxidasa,
dcido sulfhidrico, indol, reduccién de nitratos, acumulacién de PHB
(grénulos de poli-beta-hidroxibutirato), capacidad para hidrolizar ge-
latina, almiddén, pectatos, utilizacién de carbohidratos (Fructosa,
Mannosa, Galactosa, Arabinosa) como fuente de C y energia, etc.

Cuando el proceso de identificacién se hace complicado lo ideal es recu-

irir a los especialistas y una buena fuente es el envio de cultivos puros a
instituciones como el LM.L. (International Mycologycal Institute), el cual,
mediante el pago de algunos derechos, hace la descripcién y envia el resulta-
do por escrito.
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CAPITULO VI

Los micoplasmas o mollicutes:
fitoplasmas

Introduccién

Los organismos procaridticos que causan enfermedades en las plantas
estdn ubicados en dos grupos: las bacterias y los micoplasmas o mollicutes
hoy llamados fitoplasmas. Los miembros del primer grupo, como se expuso
en el capitulo anterior, son organismos que tienen pared celular y, en gene-
ral, pueden crecer en medios bacteriolégicos comunes. En la segunda agru-
pacién se ubican bacterias carentes de pared celular, pertenecientes al Gru-
po 30, de acuerdo con la clave taxondmica propuesta en la novena edicién
del Manual de Bacteriologia Determinativa de Bergey, 1994.

Los micoplasmas o mollicutes incluyen especies parasiticas, comensales
o saprofitas y muchas son patégenos de humanos, animales, plantas e insec-
tos. En el caso de las especies patdgenas en plantas, inicialmente se empled
la denominacién M.L.O. (Mycoplasma Like Organisms) u organismos simi-
lares a micoplasmas, para diferenciarlos de los otros; en esa denominacién
se incluian organismos con caracteristicas de los géneros Mycoplasma y Spi-
roplasma. Recientemente se ha propuesto y se estd generalizando el uso del
término fitoplasmas para incluir a los antiguos M.L.O. y dicho vocablo se
utilizard en este capitulo.

Generalidades

El grupo de los Mollicutes, probablemente los organismos mas pequenos
con crecimiento auténomo, reviste especial interés evolutivo debido a su
estructura celular extremadamente simple. Estos procariotas carecen de pa-
red celular y estén limitados por la membrana plasmética, son incapaces de
sintetizar peptidoglucanos y sus precursores, por lo tanto son resistentes a la
penicilina y sus anélogos, pero susceptibles a la tetraciclina y sensibles a
lisis por choque osmdtico, detergentes, alcoholes y anticuerpos especificos
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mds complemento. Los organismos helicoidales son sensibles a la digitoni-
na, amfotericina B y al sulfato de sodio polietanol.

Son organismos pleomérficos, su forma varia desde esférica o estructuras
piriformes (0.3 a 0.8 um de didmetro) a filamentos helicoidales ramificados.
La duplicacién del genoma precede a la divisién celular, pero no estd estric-
tamente sincronizado con eHa. Su multiplicacién ocurre per gemacién y
pueden observarse cadenas a manera de las cuentas de un collar, pero tam-
bién se presenta la cldsica fisién binaria.

Generalmente son no mdéviles, aunque algunas especies muestran mo-
vilidad por deslizamiento en superficies himedas. Las especies que tienen
forma de filamentos helicoidales exhiben movilidad rotatoria, flexional y
de traslacién. No se conocen estados de reposo {endosporas} y son gram-
negativos.

Las especies hasta ahora estudiadas pueden crecer en medios artificia-
les de complejidad variada. En condiciones adecuadas, en medios sélidos,
la mayoria de especies forman colonias que tienen apariencia caracteristi-
ca de “huevo frito” y requieren colesterol y grandes cadenas de dcidos gra-
sos para su crecimiento. Sin embargo, ciertas razas pueden crecer pobre-
mente en medios artificiales y ser aisladas mds facilmente mediante culti-
vo de células.

La mayoria de especies son anaerobios facultativos, algunos son anaero-
bios obligados y mueren por exposicién a cantidades minimas de oxigeno.
Las colonias en medio s6lido son diminutas, menores de 1 mm de didmetro.
Los organismos tienen la tendencia a penetrar y crecer dentro del medio.

Eltamafio del genoma varfa de casi 5 x 10* a 1 x 10" daltons. El mol % G
+ C de ADN es bajo y va de casi 23 a 40%.

Estos organismos presentan metabolismo poco eficaz para producir ener-
gia por lo cual deben consumir grandes cantidades de sustrato y as{ mante-
ner el adecuado aporte de energia para la sintesis de macromoléculas. Su
capacidad biosintética es limitada, por eHo son nutricionalmente exigentes.
Esto se ilustra por el requerimiento de lipidos y precursores complejos para
la sintesis de la membrana.

La mayoria de las especies emplean carbohidratos como fuente de ener-
gia, algunos son oxidativos, poseen sistema citocromo y producen ATP en la
cadena de transporte de electrones. Otros se asemejan a las bacterias dcido -
lacticas que siendo fermentativas estrictas producen energfa por fosforila-
cién de sustrato y 4cido lactico como producto final de la fermentacién de la
glucosa.

Su metabolismo lipidico es complejo y no estd totalmente aclarado, ju-
gando papel importante los esteroles. Algunas especies que poseen esteroles
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en su membrana no los sintetizan, los requieren preformados en el medio de
cultivo. La mayoria de especies en medio de cultivo forman en sus colonias
corptisculos oscuros mediante los cuales almacenan calcio y magnesio debi-
do a la gran capacidad lipolitica que tienen.

Clasificacion
Lanovena edicién del Manual de Bergey ubica los mollicutes como eubac-

terias y los clasifica a nivel de género, si son aerobios facultativos o anaero-
bios obligados y a su vez si requieren o no esterol.

CUADRO 1. CLAVE PARA LOS GENEROS DE MOLLICUTES.

1. Anaerobio facultativo o microaerobio.
A. Requiere esterol
1. Células helicoidales durante el crecimiento logaritmico.
Género: Spiroplasma

2. Células no helicoidales
a. Ureasa positivo

Género: Ureaplasima
b. Ureasa negativo
Género: Mycoplasma

B. No requiere esterol
Género: Acholeplasma
1. Anaerobios obligados.

A. Requiere esterol

Género: Anaeroplasma
B. No requiere esterol

Género : Asteroleplasma

Agrios, 1994, los ubica en la clase Mollicutes, orden Mycoplasmatales;
familias Mycoplasmataceae con el género Mycoplasma, Acholeplasmata-
ceae con el género Acholeplasma y Spiroplasmataceae con el género Spi-
roplasma.

Fitoplasmas

Estos organismos se observaron por primera vez al microscopio electro-
nico en 1967, en el floema de plantas con sintomas de amarillamientos, los
cuales en principio fueron considerados de origen viral. En ese mismo afo
se determinaron los insectos vectores de estas enfermedades y ademds se
demostr6 que los agentes causales eran susceptibles a la tetraciclina pero no
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a la penicilina y que los sintomas de las plantas podian suprimirse temporal-
mente mediante tratamiento con antibiéticos, lo cual no sucede cuando el
patdégeno es un virus.

Desde ese entonces los investigadores han desplegado su actividad para
aislarlos y cultivarlos como células libres en medios de cultivo, empleando
técnicas usadas para cultivar micoplasmas de animales, con el fin de carac-
terizarlos y demostrar su patogenicidad utilizando los postulados de Koch.
En Colombia se han identificado las enfermedades «Amachamiento de la
soya» causada por un fitoplasma (Figura 1a) y el espiroplasma del achapa-
rramiento o enanismo del mafz «Corn Stunt Spiroplasma» (Figura 1b).

Los fitoplasmas son organismos pleomoérficos que habitan solamente en
los tubos cribosos del floema de las plantas infectadas, asi como en tejidos
vasculares de raices, tallos, hojas, peciolos, pedicelos y estructuras folidceas
de flores. Como se dijo al principio este grupo contiene los antiguos MLO,
entre los cuales se ubican los organismos con caracteristicas de micoplasmas
y los espiroplasmas.

Preparaciones purificadas obtenidas de plantas afectadas por la filodia
del trébol (Clover Phyllody) CP y del Amarillamiento del Aster (Aster Yello-
ws) AY mostraron formas no helicoidales pleomdrficas (esféricas, ovaladas y
filamentosas).

La membrana celular de estos organismos es igual a la de todos los seres
vivos (naturaleza fluida), carece de mesosomas y las proteinas constituyen la
mayor proporcién de sus componentes; las cuales se supone juegan papel
importante tanto en los procesos estructurales como catabélicos; todo indica
que los sistemas de ATP-asas que se encuentran en ella estdn intimamente
relacionados con la porcidn interna de Ja membrana.

Presentan citoplasma con ARN en forma de ribosomas en nimero relati-
vamente bajo y en el cual se halla un sistema de fibrillas de DNA enredadas
sobre si de forma circular, similar al cromosoma bacteriano. Todos los cons-
tituyentes se encuentran en mucho menor proporciéon que en las bacterias;
asi por ejemplo, mientras que los fitoplasmas poseen unos pocos cientos de
ribosomas, las bacterias poseen 50 a 100 veces mas.

Por electroforesis se determing que en los fitoplasmas CP y AY la protei-
na est4 ubicada en 11 a 13 bandas respectivamente, que su peso molecular
varia entre 33.000 y 117.000 daltons para el primero y 38.000 a 117.000 para
el segundo.

La composicion de los aminodcidos para ambos fitoplasmas fue similar;
la concentracién del aminodcido glicina fue mds alta, seguida de alanina;
isoleucina, leucina, valina y arginina estuvieron presentes en concentracio-
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nes relativamente altas pero las cantidades de fenilalanina, prolina y tirosi-
na fueron bajas.

Con preparaciones puras del AY se demostré que la actividad enzimética
del NADH oxidasa y de la ATPasa estd confinada a la membrana celular y la
del NADPH oxidasa al citoplasma. La RNAasa y P-nitrofenil fosfatasa se en-
contraron principalmente asociadas con la membrana y la DNAasa con el
citoplasma.

La ATPasa y el NADH oxidasa juegan papel importante en la respiracién
y acople de energia. La actividad de la RNAasa y las fosfatasas actuando
como p-nitrofenil fosfatasa pueden estar involucradas en la degradacién de
macromoléculas a moléculas més pequefias, capaces de ser permeables a la
membrana.

Las nucleasas pueden inducir y aun contribuir a la patogenicidad, hidro-
lizando el dcido nucleico del hospedero para producir nucleétidos y nucles-
sidos que sean transportables.

La composicién de los lipidos del CP y AY constituyen aproximadamente
el 30% al 40% de la célula respectivamente. La mayor clase de lipidos en
ambos fitoplasmas fueron fosfolipidos, glicolipidos esteroles y acidos grasos.

El género Spiroplasma

A este género pertenecen los fitoplasmas helicoidales de longitud varia-
ble y didmetro de 90 a 250 nm. Aunque el papel de los organismos helicoida-
les observados en extractos de plantas enfermas no se establecié en su mo-
mento, tal descubrimiento contribuyé significativamente a su cultivo pues
su morfologfa permitié monitorearlos durante su aislamiento. El término es-
piroplasma fue sugerido por la movilidad de los organismos helicoidales
asoclados con el achaparramiento del mafz. Al mismo tiempo se especulé
que los filamentos sinusoides observados en cortes ultrafinos de plantas de
citricos afectadas por el Stubborn exhibian morfologia helicoidal parecida a
los del achaparramiento del maiz.

El descubrimiento de espiroplasmas como patégenos de plantas estimu-
16 gran interés en estos microbios 1os cuales son tnicos en su capacidad de
mantener su forma helicoidal y exhibir movilidad en medios liquidos.

Aparte de los espiroplasmas patogenos de plantas de citricos y maiz,
Spiroplasma citri 'y S. kunkellii respectivamente, han sido aislados otros a
partir de artrépodos tales como abejas y la mosca Drosophila en la cual
aparentemente actiia como simbionte que regula el sexo en poblaciones
naturales.

S. citri, el agente causal del Stubborn de los citricos (Figuras 1c, 1d) es el
mds estudiado de todos los espiroplasmas por ser el primer mollicute culti-
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vado de plantas. Aunque su morfologia puede cambiar durante su crecimiento,
todas las células son filamentos cortos durante la fase de crecimiento logarit-
mico y pueden ser mucho més largos en la fase estacionaria; en la fase de
muerte las células son usualmente distorsionadas, a menudo no helicoidales
o esféricas. Las células muestran bandas de DNA, ribosomas de aproximada-
mente 17 nm de didmetro distribuidos en el citoplasma.

Recientemente, S. citri'y S. kunkellii se han encontrado en plantas afecta-
das de Cutharantus roseus y en ambos casos se ha demostrado que se multi-
plican en ciertas especies de saltahojas después de que los insectos son in-
yectados con suspeisiones de cultivo que contienen los microorganismos.
La hemolinfa del vector Dalbulus elimatus examinada al microscopio de cam-
po oscuro mostrd la presencia de organismos helicoidales después de ser
inyectados los insectos. Al respecto el espiroplasma del achaparramiento
del maiz, S. kunkellii, difiere del «stubborn» de los citricos, S. citri, porque
éste en la hemolinfa del saltahojas Euscelis plebejus disminuye el nimero de
hélices dos a tres dias después de inyectado el insecto y gradualmente el
filamento se distorsiona. Después de una semana ni hélices ni filamentos
son observados pero sf cuerpos pleomdrficos; sin embargo S. citri pudo ser
cultivado a partir de la hemolinfa de insectos cuatro semanas después de
infectados con cultivos que contenian espiroplamas moéviles y helicoidales,
asf mismo fue aislado de glandulas salivales de saltahojas doce a catorce dias
después de ser inyectados.

Todas las razas de espiroplasmas aisladas de plantas son helicoidales y
moéviles, excepto una raza de S. citri la cual no es helicoidal ni mévil; aun-
que produce la tipica colonia de “huevo frito” en medios sélidos nunca ha
producido células helicoidales. Esta raza causa sintomas en plantas idénti-
cos a los producidos por las razas helicoidales. Pruebas de serologia, hibri-
dacién de DNA y otras propiedades demostraron que verdaderamente co-
rresponde a una raza de S. citri.

La membrana de S. citri contiene principalmente proteinas y lipidos y
baja concentracién de carbohidratos. Las protefnas representan aproximada-
mente 57%, los lipidos 34% y los carbohidratos el 2% del total del peso seco
de las membranas con densidad aproximada de 1.18 g/ cm®.

Investigaciones en la actividad de enzimas en S. citri han demostrado
que Adenosin trifosfatasa (ATPasa) y p- nitrofenilfosfatasa fueron asociadas
a fracciones de la membrana. Nicotinamida-adenina-dinucleotido oxidasa
reducida (NADH) se encontrd en fracciones de citoplasma. La concentracién
de ATPasa dependid del estado de crecimiento de S. citri y se incrementé
durante la fase de crecimiento pero disminuyé rdpidamente tan pronto como
la actividad metabélica disminuy6. La concentracién de ATPasa fue encon-
trada estrictamente proporcional al nimero de células durante el estado o
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Figura 1. Enfermedades causadas por fitoplasmas: a) Amachamiento de la soya, presen-
cia de filodia en la planta de la izquierda, b) Achaparramienio o enanismo del maiz,

c) «Stubborn» de los citricos, asimetria y frutos pequeiios, d) «Stubborn» de los citricos,
hojas angostas, cloréticas a lo largo de las nervaduras, similar a deficiencia de zinc.
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fase de crecimiento y es considerado un excelente método para determinar
su estado de crecimiento in vitro.

La mayoria de los lipidos en S. citri estdn localizados en la membrana.
Alteraciones en la composicién de los lipidos en los medios de cultivo indu-
cen cambios en las caracteristicas morfolégicas del espiroplasma con pérdi-
da de viabilidad de células. La composicién de los dcidos grasos de la mem-
brana mostro ser especialmente constante para dcido palmitico (50%), segui-
do por dcido esteérico (20%), dcido oleico (20%) y 4cido linoleico (5%).

Todos los espiroplasmas, incluyendo razas de S. citri, han demostrado
tener moléculas de DNA extracromosémico (plasmidos) cuyo nimero y ta-
mafio varfan de acuerdo con el espiroplasma examinado.

Segtin investigaciones recientes, basadas en la caracterizacion de su DNA,
especialmente el contenido G+C determinado por hibridacién de DNA-DNA,
serologfa y patrones de proteina (mapeo de péptido) determinados por elec-
troforesis en gel de poliacrilamida se han determinado 11 grupos, de los
cuales el grupo I al cual pertenece S. citri contiene ocho subgrupos.

Los primeros cultivos de espiroplasmas (S. citri) fueron realizados en
medios relativamente simples, con una composicién similar al usado para el
crecimiento de micoplasmas de animales. El medio contenia PPLO broth o
agar, suero de caballo, extracto fresco de levadura y triptona suplementado
con sucrosa, glucosa, fructosa y sorbitol. El S. citri crece bien en medio de
cultivo usado para mantener in vitro el espiroplasma del enanismo del maiz,
en el cual el suero de caballo es reemplazado por colesterol y dcido palmiti-
co. Mas de veinte medios de cultivo han sido formulados para el cultivo de
espiroplasmas fitopatégenos.

Transmision

La mayoria de fitoplasmas son transmitidos de planta a planta por insec-
tos de las familias Cicadellidae y Fulgoridae y unos pocos de la familia Psy-
llideae.

Los insectos vectores pueden adquirir el patégeno después de que se ali-
mentan sobre plantas enfermas durante varias horas o dfas. Los fitoplasmas
son organismos que en relacién con su vector son considerados patégenos
transmitidos en forma persistente, por lo tanto requieren largos periodos de
adquisicién. Los hasta ahora reportados en la transmisién de fitoplasmas
son muy variables. La gran mayoria son transmitidos entre 8 y 24 horas.

Los insectos vectores se tornan més infectivos cuando se alimentan sobre
hojas y tallos j6venes de plantas enfermas que sobre plantas adultas. El in-
secto vector no puede transmitir el fitoplasma inmediatamente después de
alimentarse en una planta enferma, pero empieza a transmitirlo luego de un
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periodo de incubacién de 10 a 45 dias y en todos los casos hasta ahora estu-
diados requieren tiempo desde que lo adquieren hasta que lo transmiten para
ser infectivos.

El periodo de incubacién es requerido para la multiplicacién y distribu-
cién del fitoplasma dentro del insecto; primero se multiplica en las células,
luego pasa a la hemolinfa e infecta los érganos internos y eventualmente
invade el cerebro y las glandulas salivales: cuando la concentracién alcanza
cierto nivel en este dltimo 6rgano el insecto inicia la transmisién del patége-
no a nuevas plantas y continda haciéndolo mdas o menos eficiente por el
resto de su vida.

Varios estudios han demostrado que son propagativos en su vector y pue-
den inducir cambios benéficos o detrimentales en ellos. Los fitoplasmas pue-
den ser adquiridos tanto por ninfas como por adultos y sobreviven después
de las mudas, pero no pasan de adultos a huevos y por ende a la generacién
siguiente, por lo cual los nuevos individuos deben alimentarse con el fin de
llegar a ser infectivos.

Serologia

Las enfermedades causadas por fitoplasmas son normalmente diferen-
ciadas sobre la base de sus sintomas, rango de hospederos y especificidad
del vector.

Aunque las técnicas inmunoldgicas (serologia) son de gran valor para la
identificacién de enfermedades causadas por virus, bacterias y espiroplas-
mas, estas han sido empleadas para el diagnéstico de unos pocos fitoplas-
mas. Han sido preparados antisueros para el diagndstico de AY, CP, EPX,
«Grapevine flavescence doree» (GFD) v escoba de bruja de la papa (Potato
Witches Broom) PWB.

La técnica de Elisa ha sido recomendada como una prueba conveniente,
sensible v rdpida para la deteccién de S. citri en plantas enfermas y también
puede ser usada para estimar cuantitativamente el nimero de céhilas del
mismo organismo en un medio de cultivo. Mediante este método puede ser
detectado un nivel minimo de 10* y 10° células. Las técnicas de Elisa e inmu-
noelectromicroscopia (I.LE.M.) fueron usadas para detectar AY y EPX y su
minima concentracién requerida fue 4 y 12 pg /ml respectivamente.

Anticuerpos monoclonales han sido usados para detectar AY, pero no
dieron ninguna reaccién; Jos antisueros policlonales siempre dieron alguna
reaccion contra antigenos en plantas, aunque se requieren preparaciones al-
tamente purificadas del organismo (fitoplasma) para producir antisueros, lo
cual es dificil de obtener.

La distribucién y relativa concentracién de S. citri en plantas de Catha-
ranthus roseus L. infectadas por injerto pueden ser determinadas mediante
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Elisa. Antigenos del espiroplasma permitieron detectarlo siete a diez dias
después de inoculado; el primer sintoma en plantas no aparecié hasta antes
de quince a diecinueve dias después de injertadas, esto demostrd que este
método puede ser utilizado como diagnéstico temprano antes que el desa-
rrollo de sintomas o microscopia electrénica.

Antigenos de S. citri también han sido detectados en el saltahojas Eusce-
lidus variegatus que fueron inyectados con altas dosis de espiroplasmas, asi
como de insectos recolectados en el campo. Los resultados fueron obtenidos
usando antisueros policlonales, los cuales no permitieron comparar razas de
la misma especie por tener antigenos determinantes comunes.

El uso de anticuerpos monoclonales, producidos para S. citri, ha demos-
trado tener gran valor en pruebas de Elisa para diferenciar las razas de las
distintas dreas geograficas; de la misma manera anticuerpos monoclonales
contra el espiroplasma del enanismo del maiz mostraron reaccidn especifica
en pruebas de Elisa con tres razas del mismo espiroplasma, pero no con otras
razas de espiroplasmas de diferentes grupos o subgrupos.
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CAPITULO VII

L0s hongos

Introduccion

«Cuando en el pais haya hambre, o peste, o las plantas se sequen por el
calor, o vengan plagas de hongos, escucha entonces toda oracién». Antiguo
Testamento, Libro I de Reyes 8:37.

Los primeros escritos sobre la historia de la humanidad indican que des-
de el momento en que la vida comenzé a depender de la produccién de
alimentos, forrajes y fibras vegetales, los problemas de pérdidas de las cose-
chas y escasez de alimentos, ocasionados por el ataque de hongos, causaron
continuas preocupaciones.

Es un hecho incuestionable que los hongos han ejercido y ejercen hoy
gran influencia en la vida del hombre y de los animales. Las pérdidas debi-
das a enfermedades de las plantas, ocasionadas por ellos, contribuyen en
alto porcentaje a los problemas de bienestar de la sociedad.

Alrededor de dos tercios de las enfermedades de las plantas son causa-
das por hongos; se conocen cerca de cien mil especies, de este tipo de orga-

nismos la mayorfa de ellos tienen hébito saprofitico y aproximadamente ocho
mil especies son fitopardsitas.

El estudio de los hongos tiene aproximadamente 270-300 aiios, época en
la cual, debido a sus manifestaciones devastadoras en los cultivos, investiga-
dores como Mathieu Tillet (1714-1791) comenzaron a realizar experimentos
con el hongo Tilletia caries, agente causal del carbén del trigo, encontrando
que era contagioso; Micheli en 1729 recogio esporas de hongos que sembré
en medios de cultivo orgdnicos, como rodajas de melén, observo el desarro-
llo de micelio y llegé al pleno convencimiento de que los hongos provenian
de sus propias estructuras.

En 1807 ].B. Prevost demostré definitivamente que la enfermedad del
carbén del trigo era ocasionada por un hongo, del cual estudié la germina-
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cién y reproduccidn de sus esporas, la influencia de los factores ambientales
en laincidencia y desarrollo de la enfermedad y propuso un sistema de con-
trol remojando semillas con una solucién de sulfato de cobre.

Caracteristicas generales
Definicion

%" Se utiliza la palabra hongo, del latin Fungus (seta) y del griego Sphongos
(esponja) para denominar a los organismos compuestos de células eucariéti-
cas portadoras de esporas, aclorofilicas que por lo general se reproducen
sexual y asexualmente y cuyas estructuras somdticas filamentosas y ramifi-
cadas, conocidas como hifas, estan rodeadas por paredes celulares que con-
tienen quitina, o celulosa, o ambas, junto con otras moléculas orgdnicas com-
plejas.

Por carecer de pigmentos fotosintéticos se han adaptado a formas de vida
saprofiticas, simbiéticas y parasiticas, absorbiendo su alimento como orga-
nismos heterdtrofos de materia orgdnica preformada. En general, estdn cons-
tituidos por una o infinito nimero de células, con todas sus organelas: ni-
cleo, nucléolos, ribosomas, pared y membrana celular, mitocondrias, reticu-
lo endoplasmético, etc.

La fase somaética o vegetativa de la mayoria de los hongos esta constituida
por filamentos microscépicos denominados hifas, los cuales se originan en
forma de tubos germinales cortos que surgen de una conidia en germinacién
(Figura 1a), crecen apicalmente y se ramifican en todas direcciones forman-
do en conjunto la que se conoce como micelio (Figura 1b).

Morfologia

Individualmente cada hifa estd formada por una pared delgada, transpa-

rente, tubular llena o interiormente tapizada por una capa de protoplasma -

de grosor variable, cuyo contenido dentro de las células puede estar o no
interrumpido a intervalos regulares por paredes transversales, conocidas como
septas, que divide a cada hifa en compartimientos o células (Figura 1c).

Las septas son en general tabiques perforados, lo cual permite la comuni-
cacién y el flujo de protoplastos entre las células adyacentes; los hongos con
esta caracteristica se dice que tienen micelio septado. Los poros suelen ser lo
suficientemente grandes para permitir el paso de los niicleos y otros orgénu-
los, en células multinucleadas.

“CAn
L

En algunos hongos, sus hifas, no presentan septas y se denominan coeno-

citicos o de micelio continuo, La presencia o ausencia de septas en las hifas
se considera criterio taxonémico para ubicar los hongos en clases.

Algunos hongos son unicelulares, otros no forman talos o filamentos,
sino estructuras conocidas como plasmodios: masas amorfas de protoplasma

172



MICROBIOLOGIA: ASPECTOS FUNDAMENTALES

multinucleado, desprovisto de pared celular, y que corresponden a la fase
somdtica, de la clase Plasmodiophoromycetes (Figura 1d).

Transformaciones de micelio

Durante ciertas fases del ciclo de vida, las hifas que conforman el micelio
de algunos hongos se agrupan en tejido organizado, flojamente entrelazado,
que se denomina plecténquima; éste recibe el nombre de prosénquima cuando
sus células tipicamente alargadas son faciles de distinguir y las hifas que lo
componen son mas o menos paralelas unas a otras, o pseudoparénquima
cuando sus células son mds o menos isodiamétricas y ovaladas y las hifas
pierden su individualidad y no son distinguibles como tales.

Figura 1. a) Conidia germinando (400x), b) Caja de Petri con micelio, ¢) Micelio septado
(400x) y d) Plasmodio (400x).

173



Marina Sanchez de Prager - Fernando Marmolejo De la Torre - Nelson Bravo Otero

Los hongos penetran inter o intracelularmente en los tejidos del hospe-
dero, obteniendo su alimento mediante haustorios, que son prolongaciones
de hifas somadticas alargadas o ramificadas que terminan en forma de botdén y
que le sirven como 6rgano de absorcién de nutrientes (Figura 2a).

En ocasiones las hifas que conforman el micelio se agrupan formando
cordones gruesos, conocidos como rizomorfos.

En los hongos que presentan micelio septado, cuando el organismo al-
canza su madurez se forman los conidiéforos que corresponden a hifas sim-
ples o ramificadas, en cuyo dpice o laleralmente se forman las células coni-
diégenas que dan origen a las conidias (Figura 2b); en aquellos de micelio
aseptado o continuo algunas hifas forman los esporangiéforos en cuyos ex-
tremos se originan los esporangios (Figura 2c). ,

El micelio también puede sufrir cambios formando estructuras de origen
asexual como:

Picnidios, cuerpo fructifero globoso, en cuyo interior se forman conidié-
foros v conidias (Figura 3a).

‘Acérvulo, masa de hifas en forma de copa, sobre el cual crecen conidié-
foros densamente agrupados.

‘Clamidospora, conidia de pared gruesa, formada por la diferenciacion
de células terminales o intermedias, la cual funciona en general como espora
de resistencia.

- Esclerocios, cuerpo endurecido formado por el enrollamiento de hifas,
resistente a condiciones desfavorables, que puede permanecer en reposo
durante largos periodos y germinar cuando las condiciones se vuelven favo-
rables (Figura 3b).

< Esporodoquios, tejido estromdtico en forma de almohadilla, recubierto
de conidiéforos.

/ Estroma, estructura somdtica compacta sobre o dentro de la cual se for-
man fructificaciones. ‘

¢ Rizoide, ramificacion corta y delgada del talo, parecida a una rafz.

\ . s e
Una vez cumplido el maximo desarrollo de la fase somdtica algunos hon-

gos, excepto la clase Deutoromycetes, producen estructuras de origen sexual:

~# Laclase Chytridiomycetes por reproduccién sexual mediante copulacion
planogamética forma un zigoto.

* La clase Oomycetes por reproduccién sexual a través de contacto game-
tangial heterogametdngica produce oosporas (Figura 3c).

* Los Zygomycetes por reproduccién sexual y copulacién gametangial pro-
ducen una Zygospora (Figura 3d).
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Figura 2. a) Haustorios de un hongo (400x), b) Conidiéforos y conidias (400x), ¢} Espo-
rangio (400x) y d) Sinema o coremio (400x).

Los Ascomycetes por reproduccién sexual y copulacién gametangial,
contacto gametangial, espermatizacion o somatogamia producen ascos-
poras, las cuales se forman dentro de una estructura en forma de saco
llamada asca (Figura 4a). El asca puede estar o no contenida dentro de un
cuerpo fructifero llamado ascocarpo.

Si las ascas se forman en un cuerpo relativamente amorfo con una o
mds cavidades es un ascocarpo tipo ascostroma; si el ascocarpo es mds
o menos globoso y completamente cerrado recibe el nombre de cleisto-
tecio (Figura 4b); si es mds o menos globoso, y presenta cuello corto o
largo, con una abertura conocida como ostiolo, se denomina peritecio
(Figura 4c), y si es semiabierto o abierto en forma de copa se llama apo-
tecio (Figura 4d).

La formacién de los diferentes ascocarpos son criterios taxonémicos im-

portantes para clasificar los ascomycetes en el nivel de érdenes.

A
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¢ En los Basidiomycetes las esporas sexuales se forman en una estructura
conocida como basidio, que tiene forma de masa o clava, en la cual gene-
ralmente se forman cuatro basidiosporas.

A manera de sintesis se puede decir que los hongos son organismos:
* Cosmopolitas, porque se desarrollan en casi todos los ambientes.
* Eucariéticos, puesto que presentan células con miicleos verdaderos.

* Heterétrofos, porque su alimentacién ocurre mediante absorcién a través
de sus hifas o de haustorios, secretando enzimas extracelulares para de-
gradar moléculas que no pueden tomar directamente.

* Cuyo crecimiento ocurre por elongacién apical de sus hifas.

* Que tienen pared celular rigida; muchos contienen quitina.

* Que presentan mecanismos de reproduccion asexual o sexual, o ambas.
* Que desarrollan ciclo de vida simple o complejo

* Con hébito saprofitico, parasitico o en asociaciones simbiéticas.

Ecologia

Hoy dia se habla continuamente del problema que implica el deterioro
progresivo del medio ambiente, en perjuicio de los seres vivos que habitan
en ese medio. Los hongos no pueden considerarse aislados, ni independien-
tes del entorno donde se desarrollan y menos atn si tenemos en cuenta que
debido a su.carencia de clorofila o de pigmentos quimio o fotosintéticos se
ven obligados, como organismos heterétrofos, a buscar los nutrientes organi-
cos producidos por otros seres para lograr as{ su supervivencia.

En muchos aspectos de la ecologfa de los hongos se demuestra que debi-
do a las grandes similaridades y generalidades con otro grupos, incluyendo
al hombre, hay principios para ellos que son fundamentales.

Los hongos se han adaptado a todas las formas de vida posibles, los hay
acudticos de aguas dulces y saladas, terrestres, con amplio rango de habitats
y con diferentes niveles de parasitismo o formas de vida.

En organismos filamentosos o unicelulares como los hongos, la%uperfi-
cie de contacto con el substrato es extremadamente alta con relacién al total
de la masa de protoplasma, por eso pueden crecer rdpidamente y tener gran
influencia sobre el medio ambiente que los rodea.

Niveles de parasitismo en los hongos
Se conocen entre los hongos distintos niveles de parasitismo como:

Simbiosis: Dos organismos vivos pueden estar asociados y en cierto sen-
tido pueden ser mutuamente parasitarios; sin embargo, no son en absoluto
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Figura 3. a) Picnidio (400x), b} Esclerocios, c] Oosporas (400x] v d] Zygospora (400x].

patégenos el uno para el otro, sino que, inclusive, cada uno de ellos puede
ser esencial para el desarrollo del otro, o al menos tener influencia beneficio-
sa en dicho desarrollo.

Los organismos que en él participan se conocen como simbiontes y un
ejemplo clésico son los liquenes: un hongo y una alga que viven en asocia-
cién intima, o las micorrizas que son n1051s ﬁﬁﬁhstas entre hongos del
suelo y raices de plantas superiores.

Pards:tosque viven a expensas de otros, de ordinario invadién-
dolos y causdndoles daiio.
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Pardsitos obligados: Organismos que no_pueden completar sus ciclos
biolégicos sino a través de la relacién de parasitismo con su respectivo hos-
pedero u hospedante vivo, es decir, s6lo pueden obtener alimento a partir de
protoplasma-vivo, y no pueden ser cultivados en medios de cultivo de labo-
ratorio.

Pardsitos facultativos: Aquellos que pueden infectar a organismos vivos
o también crecer sobre materia orgdnica o medios de cultivo de laboratorio.

Saprofitos: Aquellos organismos que se alimentan de substancias orgd-
nicas en descomposicidn, son los mds abundantes en la naturaleza y en ge-
neral son muy beneficiosos ya que al desintegrar materia orgdnica muerta,
los productos resultantes de su desintegracién son ficilmente asimilados por
otros organismos vivos como plantas, animales microscépicos y otros micro-
organismos.

Sapraofitos obligados: Hongos que obtienen su alimento exclusivamente
a partir de tejidos orgdnicos muertos o de materias inorganicas.

Saprofitos facultatives: Hongos capaces de crecer sobre materia muerta
o de infectar otros organismos vivos, segin las circunstancias.

Los hongos que son facultativos poseen fases parasiticas y saprofiticas en
sus ciclos bioldgicos.

Nutricién y crecimiento

Los hongos necesitan elementos esenciales como activadores o constituyen-
tes de las enzimas. El efecto de su carencia o bajos suministros se manifiesta
con reduccién en el crecimiento y en la esporulacién; o también en incre-
mento o reduccién de varias de sus enzimas o metabolitos de sus células,

Los elementos esenciales son de dos clases:

¢ No metélicos, como hidrégeno, carbono, nitrégeno, oxigeno, fésforo v
azufre.

¢ Metélicos, como potasio, magnesio, hierro, zinc, manganeso, cobre, mo-
libdeno y calcio.

Los hongos dependen del medio o substrato para tomar todos los elementos
y compuestos que requieren para crecer, excepto el oxigeno molecular y pe-
quefias cantidades de diéxido de carbono que obtienen de la naturaleza.

Ninguna sustancia puede entrar o salir de la célula sin que esté sujeta a re-
glas que son inherentes a la naturaleza de la membrana celular, cuya princi-
pal funcién es la regulacién del paso de los elementos que toma del medio
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Figura 4. a) Asca [400x], b} Cleistotecio (400x}, ¢) Peritecio (100x) y d) Apotecio (400x).
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para sintetizar sus compuestos celulares y obtener la energia necesaria para
sus procesos metabdlicos.

Crecimiento

Pocos estudios sobre cinética de crecimiento han sido realizados en con-
diciones naturales porque son numerosas las dificultades técnicas inheren-
tes a trabajos de este tipo.

El parametro de crecimiento se puede medir en aumento de masa celular
o en el nimero de células. Por lo general ambas formas de incremento ocu-
rren simultdneamente; su potencialidad depende de la composicién del me-
dio y de las condiciones ambientales a las que estd expuesto.,

Siun hongo crece en un medio liquido que contiene todos los nutrientes
esenciales, el peso seco puede ser graficado contra el tiempo obteniéndose
una curva que presenta las siguientes fases (Figura 5}./

c

)
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Figura 5. Fases de desarrollo de un microorganismo.

a:! Fase lag o retardada. La inoculacién de un hongo a un medio nuevo no
va seguida de la multiplicacién inmediata de la poblacién, la cual per-
manece sin cambios durante algin tiempo; en este caso las células indi-
vidualmente aumentan su tamaro, fisiolégicamente son mds activas y
sintetizan nuevo protoplasma. La célula en el nuevo medio puede ser
deficitaria en enzimas o coenzimas, las cuales han de sintetizar en pri-
mer lugar en cantidades necesarias para el funcionamiento éptimo del
mecanismo quimico de la célula.

b: { Fase logaritmica o exponencial. La velocidad de crecimiento es maéxi-
ma, la poblacién en cuanto a composicién, actividad metabélica y otras
caracteristicas fisiolégicas es casi uniforme. La acumulacién de micelio
en peso seco es maxima.

c:' Faseestacionaria. La fase exponencial comienza a decaer en forma gra-
dual, llegando a un estado de suspensién del crecimiento, atribuible en-
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tre otros al agotamiento de los nutrientes y en parte a la acumulacién de
sustancias tdxicas.

&

Fase de autolisis o de muerte. En general el agotamiento de elementos
nutritivos esenciales y la acumulacién de subproductos téxicos en con-
centraciones inhibidoras son suficientes para explicar esta fase.

La rata de crecimiento medida durante la fase exponencial es conocida

como rata especifica de crecimiento y es influenciada por el tipo de hongo y
las condiciones ambientales empleadas.

Meétodos de medicion

El crecimiento de los hongos puede ser medido en términos de:
* Numero de células.

* Crecimiento lineal de la colonia.

* Masa micelial.

¢ Volumen.

* Actividad metabdlica.

* Cantidad de algunos constituyentes.

Numero de células

Las técnicas empleadas para este método estdn restringidas a aquellos

hongos unicelulares o para el conteo de conidias o esporas, y se pueden
realizar mediante:

Conteo microscépico directo en placas portaobjetos.

Suspensién de células o esporas en cdmaras de recuento tipo hematoci-
metro de Spencer.

Determinacién del nimero de células o esporas con capacidad de multi-
plicacién en determinadas condiciones, por el recuento del crecimiento
en cajas de Petri.

Determinacién de la densidad de una suspensién por medidas 6pticas,
utilizando un colorfmetro-espectrofotémetro.

Determinacién de la concentracion celular por valoracién del contenido
de nitrégeno, conocido como método MicroKjeldahl.

Los siguientes métodos pueden ser aplicados a hongos filamentosos:
Determinacién en peso seco.

Determinacién por valoracién de actividad metabélica, mediante la me-
dicién de algin componente producido en el medio.
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— Estimacién visual del crecimiento.

— Medicidn lineal de colonias.

Factores ambientales que influyen en el crecimiento de los hongos

Temperatura

Es uno de los factores ambientales que ejercen mayor influencia en el
crecimiento y supervivencia de los hongos. Cuando aumenta la temperatura
el crecimiento se acelera porque las reacciones enzimaéticas y quimicas de la
célula se producen a ritmo més rdpido; sin embargo, las proteinas, dcidos
nucleicos y otros componentes celulares pueden quedar inactivos irreversi-
blemente por ser sensibles a las altas temperaturas.

En los hongos por debajo de 0°C sus células pueden sobrevivir en estado
de latencia como estructuras de resistencia tipo clamidosporas, esclerocios o
estromas; por encima de 40°C muchos detienen su crecimiento y pueden
mMOrir.

En general para todo organismo vivo hay una temperatura minima por
debajo de la cual no se produce crecimiento, una temperatura éptima en la
gue ocurre el crecimiento normal y una temperatura méxima por encima de
la cual no es posible el crecimiento. La temperatura éptima estd siempre més
cerca del maximo que del minimo.

De acuerdo con los rangos dentro de los cuales pueden crecer los hongos,
estos se pueden clasificar en:

Psicréfilos o criéfilos, hongos que pueden crecer a temperatura de 0°C.
Meséfilos, hongos que crecen a temperaturas entre 25 y 40°C.
Termdfilos, hongos que crecen por encima de los 45 y 50°C.

El estudio ecolégico de organismos que viven en manantiales calientes
ha demostrado que las velocidades de crecimiento son sorprendentemente
altas, poseen estructura muy fina donde sus enzimas y demds proteinas son
mas resistentes al calor que las de los mesofilos y tienen la membrana celular
compuesta de lipidos ricos en dcidos grasos saturados, los cuales permiten a
las membranas permanecer estables y funcionales a temperaturas elevadas.

Unos pocos hongos se desarrollan a temperaturas de 40-50°C, nivel en el
cual su crecimiento éptimo estd por encima de 40°C; entre ellos Penicillium
dupontii, que crece bien entre 40 y 47°C pero pobremente por debajo de
40°C; especies de Chaetomium crecen a temperaturas 6ptimas de 50°C con
habilidad para desarrollarse aun a 60°C.

Agua
Todos los organismos necesitan agua para vivir. La cantidad varia en los
diferentes ambientes, sin embargo, la disponibilidad no depende solamente

i
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del contenido sino que es una funcién compleja de factores de absorcién y
disolucion y se puede expresar como actividad del agua y estd relacionada
con la presién de vapor de agua contenida en el aire sobre una solucién o
sustancia; se calcula midiendo la humedad relativa y se da en términos de
porcentaje.

Para que una espora germine se precisa de humedad relativa ambiental
alta, en la mayoria de los hongos, superior al 70%, la cual normalmente tiene
lugar después de las lluvias.

Como agua libre es un factor ambiental que afecta a los hongos; la canti-
dad de agua influye sobre la disponibilidad de nutrientes y la concentracién
de sustancias toxicas; afecta la morfogénesis, la naturaleza, el tamaro, el gra-
do de ramificacién de las hifas y la intensidad de esporulacién y en ocasio-
nes el tipo de reproduccién.

Los hongos se consideran normalmente como estrictamente aerobios,
aunque muchos de ellos son capaces de crecer en tensiones bajas de oxigeno
de ambientes subterrdneos. :

Potencial de hidrégeno (pH)

El pH del substrato puede tener una importante influencia en la ecologia
de los hongos. La composicién de la microflora respecto a bacterias y acti-
nomycetas se ve favorecida por condiciones neutras o alcalinas, mientras
que los hongos muestran mejor actividad en condiciones de acidez.

Para los hongos del suelo, el pH afecta su desarrollo y frutificacién; la
gran mayorfa encuentra su éptimo en suelos con valores de pH que estdn
entre 4 y 6; es decir dcidos.

Luz

Muchos hongos son afectados por la luz y su efecto puede influir en la
morfogénesis, ya sea induciendo o inhibiendo la formacién de estructuras;
en la rata o direccién de crecimiento de las mismas y en la sintesis de com-
puestos.

Aunque la luz no es necesaria para el crecimiento de los hongos, algo de
ella es esencial para la esporulacién de muchas especies. El fenémeno, ob-
servado en los laboratorios, de la alternancia de édreas esporulantes y no es-
porulantes parece ser causado por los cambios de luz y oscuridad.

La luz desempena papel importante en la dispersién de las esporas, puesto
que los érganos portadores de ellas en muchos hongos presentan fototropis-
mo positivo y descargan sus esporas hacia la luz.
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Tanto la fase vegetativa como reproductiva de los hongos responde a la
luz. La respuesta hacia un estimulo de luz es demostrada por la mayor parte
de los hongos filamentosos.

Reproduccion

La formacién de nuevos individuos con todas las caracteristicas tipicas
de la especie ocurre en los hongos a través de:

Reproduccion asexual

Denominada también somdtica o vegetativa; es cualquier método de pro-
pagacién sin la participacién de 6rganos sexuales. Las formas de reproduc-
cién asexual que ocurren en los hongos son:

Fragmentacién del soma o talo. En este caso, las hifas pueden dividirse
en las células que las componen, comportandose luego cada segmento como
esporas conocidas con el nombre de oidios o artrosporas. Cuando las células
quedan recubiertas por una pared gruesa antes de separarse unas de otras se
denominan clamidosporas, este tipo de reproduccién es fundamental en los
hongos de micelios estériles (Agonomycetales).

Fisién natural de células somdticas para dar lugar a células hijas, me-
diante la formacién de una pared transversal.

Gemacién de células somdticas. Es la produccién de sobrecrecimientos o
yemas a partir de una célula. Las yemas crecen y posteriormente se separan
para constituir un nuevo individuo.

Produccién de estructuras especializadas: conocidas como esporas o co-
nidias.

En la reproduccién asexual pueden desarrollarse muchas generaciones
en forma sucesiva; desde el punto de vista epidemiolégico esto es importan-
te porque origina gran cantidad de inéculo en un perfodo y drea determina-
dos; cuando las condiciones son favorables al hongo, las esporas o conidias
germinan generando graves epifitotias.

Reproduccion sexual

Es la unién de dos nticleos o gametos compatibles y en los hongos impli-
ca la conjugacion, que es el acercamiento y fusién de dos células que reciben
el nombre de isogametos cuando son iguales y heterogametos cuando hay
dimorfismo sexual entre ellas, la gameta masculina se denomina anteridio y
la femenina oogonio en los Oomycetes y ascogonio para los Ascomycetes.

Las gametas en conjugacién forman una célula denominada zigoto y
su nucleo usualmente es el resultado de la fusidn del nicleo de los dos
gametos.
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Fases en la reproduccion sexual
Las diferentes formas de reproduccidn sexual presentan tres fases:

) Plasmogamia. Unién de los dos protoplastos de las gametas junto con I/
/ sus nicleos haploides en el interior de una misma célula. Los dos niicleos,
/uno por cada progenitor, forman un dicarién (n+n), el cual puede perpetuar-
se pasando de una célula a otra mediante la divisién simultdnea de los dos
nucleos estrechamente asociados y mediante la separacién de los nicleos
hijos, resultantes en las dos células hijas.

Cariogamia. La fusién de los nicleos de los gametos la cual da origen
nicleos diploides (2n); es la fecundacién propiamente dicha.

Meiosis. O divisién reduccional, fase mediante la cual se efectia el cam-
bio del estado diploide 2n al haploide (n); o sea, se reduce la cantidad de
cromosomas a la mitad; las células haploides son las precursoras de cuatro
células o esporas que se originan por dos divisiones sucesivas, y que son las
que garantizan la continuidad de la especie.

Formas de reproduccion sexual

Copulacién planogamética. La fusién de dos gametas desnudas, de las
cuales por lo menos una es mévil, ocurre por:

* Conjugacién de planogametas isogdmicas. Los dos gametos, que son mor-
folégicamente semejantes pero fisiolégicamente distintos, se unen for-
mando un zigoto mévil.

* Conjugacion de planogametas aniségamas. Una de las gametas es consi-
derablemente més grande que la otra.

¢ Fecundacién de una gameta femenina (évulo) por una gameta masculina
(anterozoide).

Contacto gametangial. Dos gametangios entran en contacto pero no se
fusionan; el niicleo de la gameta masculina migra a través de un poro o tubo
de fecundacidn, hasta el gametangio femenino. En ningiin caso los gamen-
tangios realmente se fusionan o pierden su identidad durante el acto sexual.
Una vez los niicleos pasan al gametangio femenino, éste continia su desa_rro-
llo y el gametangio masculino se destruye.

Copulacidn gametangial. Los dos gametangios, o sus protoplastos, se
fusionan y dan lugar a un zigoto que se transforma en una espora de resis-
tencia.

Espermatizacion. Algunos hongos llevan numerosas estructuras mascu-
linas pequenas, uninucleadas, con apariencia de esporas, llamadas esperma-
cios que son transportadas por el viento, insectos, agua, etc., a la gameta
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femenina, constituida por hifas receptivas. En el punto de contacto se desa-
rrolla un poro y el contenido de espermacio pasa a la hifa receptiva.

Somatogamia. En muchos hongos superiores no se forma ningin érgano
sexual y entonces las células somaticas o del talo desempefian dicha funcién.

Organos implicados en la reproduccion sexual

Algunos hongos producen gametas masculinas y femeninas en un mismo
talo, por lo tanto son considerados hermafroditas o monoicos; en otros sus
gametas estdn formadas en talos separados y son llamados diocos, en los
cuales una parte de los talos porta sélo érganos masculinos y otra érganos
femeninos.

En otros organismos fungosos, las gametas son morfolégicamente indis-
tinguibles, es decir, no se puede diferenciar la masculina de la femenina,
pero son sexualmente funcionales; son los llamados hongos sexualmente
indiferenciados.

Esta clasificacidn indica que desde el punto de vista de compatibilidad
los hongos se pueden clasificar en:

* Autocompatibles, los hongos hermalfroditas u homotélicos en los cuales
cada talo es sexualmente autofértil y pueden reproducirse sexualmente
por si mismos, sin la ayuda de otro talo.

* Autoincompatible, los hongos heterotdlicos, en los que cada talo es sexual-
mente autoestéril, por lo tanto requieren la ayuda de otro talo compatible
de diferente tipo de apareamiento para la reproduccién sexual.

Ciclo parasexual

En los hongos imperfectos o deuteromycetes, en los cuales no se presen-
ta un ciclo sexual verdadero, ocurre el llamado Ciclo parasexual, mediante
el cual se obtienen los beneficios de la sexualidad.

La secuencia de sucesos de un ciclo parasexual completo es la siguiente:

1. Formacién de micelio heterocariético, o sea que micleos genéticamente
distintos estdn asociados en el mismo protoplasto (plasmogamia). La for-
ma como ocurre un micelio heterocaridtico es mediante la anastomosis
de hifas sométicas de distinta constitucién genética, o mediante muta-
cién en uno o més nicleos.

2. Fusi6n entre nicleos iguales o distintos (cariogamia).

3. Multiplicacién de nicleos diploides junto a nicleos haploides. Cuando
un micelio se ha convertido en heterocaridtico, tiene lugar la fusién entre
nicleos haploides de distinto o del mismo genotipo.

186



- MICROBIOLOGIA: ASPECTOS FUNDAMENTALES

La primera fusién origina nicleos diploides homocigéticos. Esta es la
fase mas importante del ciclo parasexual, ya que brinda al hongo algunas de
las ventajas de la sexualidad, y desde el punto de vista de evolucién de las
especies, en los deuteromycetes puede ser tan importante como el ciclo sexual
en otros hongos.

4. En los hongos que producen conidios uninucleados la independencia de
nicleos haploides se produce mediante su incorporacién a conidios que
luego gelzinan y producen micelios diploides.

5. Los micélios diploides producen a menudo sectores con conidios ha-
ploides que pueden ser aislados y cultivados para dar origen a colo-
nias haploides; esto significa que algunos nicleos diploides experi-
mentan haploidizacién en el micelio y luego se independizan. Algu-
nas de estas cepas haploides son genotipicamente diferentes de ambos
progenitores, debido a que las recombinaciones mitéticas producen
nuevos grupos de genes ligados, que se independizan en forma de co-
nidios haploides.

Clasificacion

Los estudios paleontolégicos indican que los hongos constituyen un gru-
po muy antiguo; los principales grupos fiingicos estdn representados en los
registros fosiles de finales de la era paleozoica y muchos de ellos presentan
semejanza sorprendente con muchos géneros existentes bien conocidos hoy
dia.

De acuerdo con la recomendacién de la comisién encargada de las reglas
internacionales de nomenclatura boténica, los hongos estdn ubicados en el
Superreino Eucariontes, reino Fungi (hongos). Las divisiones deben termi-
nar en Mycotes, las clases en Mycetes, los 6rdenes en ales y las familias en
aceae. Los nombres de los géneros v especies no presentan terminaciones
estandar.

A manera de ejemplo, se da la clasificacién del hongo que produce la
gota de la papa y el tomate.

* Superreino: Eucariontes
* Reino: Fungi
* Division: Mastigomycotes
* (lase: Oomycetes
* Orden: Peronosporales
¢ Familia: Pythiaceae
* Género: Phytophthora
* Especie: P, infestans
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" Algunos de los hongos imperfectos {Deuteromycetes) representan o cons-
tituyen fases conidicas de Ascomycetes y mas raramente de los Basidiomy-
cetes; en este caso se consideran como sus anamorfos o fase asexual, tal es el
caso de Sphacelia sorghi fase conidica o anamorfa de Claviceps purpurea
(Ascomycete) que representa al teleomorfo o teliomorfo o estado sexual del
hongo; es por esto que se da un nombre para el estado imperfecto (anamorfo)
y otro para el estado perfecto (teliomorfo).

A criterio de los autores, como referencia en forma resumida, se presen-
ta un esquema simple de clasificacién obviando las subdivisiones y sub-
clases de los principales hongos fitopatégenos registrados en Colombia;
anotando algunas caracteristicas de las clases, érdenes y familias, a las cua-
les pertenecen.

Se toman como base y sirven para consulta y ampliacién los textos: “In-
troduccién a la Micologia”, de J.C. Alexopoulos; la clave “IHustrated Genera
of Imperfect Fungi”, de H.L. Barnett y B.B. Hunter y las publicaciones “Hon-
gos fitopatégenos de Colombia” e “Indice de enfermedades de plantas culti-
vadas en Colombia”, de los Ingenieros Agrénomos Victor Manuel Cardona,
Juan Orjuela N. y Pablo Buriticd C., respectivamente.
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CLASIFICACION DE LOS PRINCIPALES HONGOS FITOPATOGENOS REGISTRADOS EN CULTIVOS DE COLOMBTA

Superreino: Eucariontes.
Reino: Mycetes (Hongos).

Divisién: Mastygomycotes

Reproduccion sexual por con-
tacto gamentangial de anteridio
y oogonio. Micelio continuo bien
desarrollado. Asexuaimente pro-
duce esporangios con zo0spo-
ras biflageladas.

Causan enfermedades graves a
los cultivos.

-

Son los hongos mas especiali-
zados de los oomycetes.
Micelio bien desarroliado, con-
tinuo y ramificado.

Las hifas de las especies para-
siticas son intracelulares e inter-
celulares, dentro de fa célula
hospedera producen haustorios.

Los esporangidioros son grue-
s0s, cortos y claviformes; for-
man esporangios en cadena,

Clase (Mden Familia Género/Especie Nombre de la Enfermedad
PLASMODIOPHOROMYCETES PLASMODIOPHORALES PLASMODIOPHORACEAE Plasmodiophora brassicae Hernia de la col
No producen micelio, su fase | Parasitos obligados, que se re- | Hongos del suelo, especialmen-
somatica es un plasmodio. producen en el interior de la cé- | te de pH acido. Parasitos de rai- | Spongospora subterranea Sarna pulverulenta de ia papa
El piasmodio se transforma en | [ula {endobidticos). ces en las cuales ocasiona hi-
esporas (zoosporas) con dos perplasia e hipertrofia. El géne- | Polymyxa graminis Vector del RSNV, virus del en-
flagelos lisos posteriores. ro Spongospora es veclor del torchamiento del arroz
Reproduccion sexual y asexual. Potato Mop Top Virus.
CHYTRIDIOMYCETES CHYTRIDIALES SYNCHYTRIACEAE Synchytrium endobroticum Sarna verrugosa de la papa
Produce células moviles (zo- | Especies acudlicas, terrestres. | Parasitos holocérpicos.
osporas y planogametas) con | Endoparasitos. Et1alo continuo se divide y que-
un solo flagelo liso y poste- | Porreproduccion asexual produ- | da rodeado por una membrana
rior. ce zoosporas que se forman | formando una masa de espo-
Talo conlinuc {cenocitico). dentro de esporangios. rangios 0 esporas (Soro).
Por reproduccion sexual produ-
ce un zigoto Gue se convierte en
una espora de resistencia.
OOMYCETES PERONOSPORALES ALBUGINACEAE Albugo candida Roya blanca de las cruciferas
Por reproduccion sexual pro- | Presentan diferentes niveles de | Conocidas como royas blancas | A. porlulacae Roya blanca verdolaga
duce oosporas. parasitismo. Parasitos obligados. A, blitti Roya blanca amaranthaceas
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CLASIFICACION DE LOS PRINCIPALES HONGOS FITOPATOGENQS REGISTRADOS EN CULTIVOS DE COLOMBIA (CONTINUACION)

Superreino: Eucariontes.
Reino: Mycetes (Hongos).
Divisién: Mastygomycotes

nando en vez de producir 200s-
poras.

En la mayoria de las especies
produce zoosporas reniformes
biiflageladas.

Su clasificacion se basa princi-
palmente en los caracteres de
los esporangios y los esporan-
gidforos.

La clasificacion a nivel de fami-
lias se basa en la terminacion
de los esporangioioros.

En algunos génercs el esporan-
gio es caduco y germina direc-
tamente en vez de producir

P, nicotianae var. parasitica

Clase Orden Familia Género/Especie Nombre de la Enfermedad
Phytophthora infestans Gota papa y tomate

OOMYCETES PERONOSPORALES PHYTIACEAE » P, cinnamomi Pudricién raices, pifia, aguaca-
Reproduccidn sexual por | Esporangiéforos de crecimien- fé: 06
union de oogonios y anteri- | to definido o indefinido con res- . ' T
dios (heterogametos), homo- | pecto 2 las hifas. P citrophthora Gomosis citricos
talicos o heterotalicos. Parasitos facultativos que pro- | F parasilica Gomosis citricos pudricién raiz
Enalgunas especies el esporan- | ducen enfermedades graves pifia, papayoc, tabaco
gio actia como espora germi- | tipo Damping-off. P megasperma Pudricion raices soya

Pudricion fruto y tallo de pina,
raiz papaya

genero y sirve como base para
clasificarlos.

Parasitos obligados.

Producen enfermedades cono-
cidas como mildeos veliosos o
«Downy mildew».

Plasmopara viticola
P, halstedii

P nivea

Bremia lactucae

Z00Sporas. P, palmivora Pudricién mazorca cacao
|T’E RONOSPORACEAE" Peronospora manshurica Mildeo velloso de la soya
Esporangioforos de crecimien- | P gestructor Mitdeo velloso cebolla
to determinado, diferentes de a3 | p yianticola Mildeo velloso clavel
hifas somaticas. ol -
Esporangios formados scbrelos | F parasitica Midsa-vellosa repolio
extremos del esporangidforo. P eftusa Mildeo velloso espinaca
La terminacion del esporangio- | P farinosa Mildeo velloso remotacha
foro es caracteristica para cada | pseydoperonospora cubensis | Mildeo velloso melén, sandia,

pepino

Mildeo velloso vid
Mildeo velloso girasol
Mildeo velloso zanahoria
Mildeo velloso lechuga
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Clase Orden Familia Género/Especie Nombre de la Enfermedad
MUCORALES
ZYGOMYCETES Mayoria saprofitos. m;g,?:: ﬁSnA;os son utilizados | FiMizopus stolonifer Moho negro del pan, utilizado
Por reproduccion sexual pro- | Algunos pardsitos débiles de industrialmente. industrialmente para producir
duce esporas de resistencia | frulas y semillas. Algunos forman rizoides. acido fumarico, Moho negro fru-
de paredes gruesas llamadas | Muchas especies que Son | presentan hifas que conectan tas, cpsulas de aigoddn, sor-
Iygosporas: saprofiticas sintetizan productos | |og rizoides llamados estolones. goy maiz.
Micelio continuo bien desarrolla- | industriales importantes. Producen esporangios grandes R. oryzae Utilizado industriaimente para
do. No producen esporas movi- con muchas esporas producir alcohol, acidos lactico,
les (flageladas). ) citrico, succinico y oxalico.
Reproduccion sexual y asexual. o =
Parasitos facultativos y saprofi- | ENDOGONALES ENDOGONACEAE Glomus manihotis No son hongos fitopatdgenos,
10s. La mayoria de las especies pro- | Importantes enla agriculturapor | Gigaspora pellucida son micorrizégenos en muchos
Ademés incluyen hongos mico- ducen esporas aisladas en el | ser hongos micorrizogenos en | Acaulospora longula cultivos.
rrizégenos importantes. suelo; otras forman esporocar- | muchos cullivos. SQLHefiospora spp.
pos que conlienen zigosporas, Gigaspora spp.
clamidosporas o esporangios. Sclerocystis spp.
Entrophospora sp.
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CLASIFICACION DE LOS PRINCIPALES HONGOS FITOPATOGENOS REGISTRADOS EN CULTIVOS DE COLOMBIA (CONTINUACION)

Superreino: Eucariontes.
Reino: Mycetes {(Hongos]).
Divisién: Mastygomycotes

Micelio septado, algunos no po-
seen micelio, son unicelulares.
La mayoria producen ascocar-
pos que contienen las ascas.
El tipo de ascocarpo proporcio-
na criterios para clasificacion a
nivel de orden.

La fase sexual es la ascogena y
la asexual es la conidica, imper-
fecta 0 anamorfa y corresponde
alas fases conidicas de muchos
hongos de la clase Deuteromy-
cetes. Presenta diferentes nive-
les de parasitismo.

tan glucidos (azucares) e indus-
trialmente son importantes para
las induslrias cervecera y pani-
ficadora.

Clase Orden Familia Género/Especie Nombre de la Enfermedad
ASCOMYCETES ENDOMYCETALES SACCHAROMYCETACEAE Saccharomyces cerevisiae Levadura para la fabricacion de
Formacion de ascas dentrode | Forman ascas a partir de zigo- | Levaduras, talo unicelular, pro- cerveza, vino, pan.
lacual se forman generalmen- | tos. ducen ascosporas en ascas li-
te ocho ascosporas. No forman ascocarpos. bres a partir de zigolos. Fermen-

’T’APHRIMALES

No forman ascocarpoes. No pro-
ducen érganos sexuales; la re-
produccion sexual ocurre per
copulacion entre conidios orgi-
nados por gemacion de ascos-
poras.

TAPHRINACEAE

Ascas desnudas, no forman as-
£OCarpos.
Parasitos de plantas,

Taphrina deformans

Enrollamiento de las hojas de
durazno, cerezos.

|

EUROTIALES EUROTIACEAE Eurotium sp. 'Fase anamorfa, imperfecta o
Producen ascocarpos tpo cleis- | Importantes por sus fases im- | * Aspergiflus conidica. Se menciona en la cla-
totecio. perfectas Aspergillus y Penici- | * Penwcillivrn se Deutoromycetes causando
llium. : dafio en granos almacenacos.
Hongos ampliamente distribui-
dos a nivel mundial,
MICROASCALES OPHIOSTOMATACEAE Ceralocystis fimbriata Mal del machete: citricos, café,
Ascas denlro de peritecios. Parasitos de plantas, especial- guamo, mango, cacao.
. mente arboles. C. paradosa Pudricion corona de pifa, pudri-

cion frutos chontaduro, necrosis
inflorescencia cocos, pudricion
basal tallo platano, chancro ta-
lio yuca, mal de pifia, cafa.

0IBIO 0ARIG LOSIAN - 8401 B} 8 Ofajouiieyy opueuIaS - 18beld ap Zayoues euLeyy



£6!

Clase Orden Familia Género/Especie Nombre de la Enfermedad
ASCOMYCETES ERYSIPHALES ERYSIPHACEAE Sphaerotheca pannosa Oidios rosas
Ascocarpos tipo cleistotecio. Mildeos polvosos, cenicillas u | Podosphaera leucotricha Oidio manzano
oidios. Microsphaera betae Oidio remolacha
Los géneros se clasifican porel | Unicinula necator Qidio vid
numero de ascas por cleistote- | * Acrosporium * Fase anamorfa, imperecta o
cic y por el fulcro. conidica. En Colombia esta re-
Parasitos obligados. gistrado el género Qidium, hoy
dia Acrosporium.,
XYLARIALES PHYLLACHORACEAE Phyliachora maydis Mancha de asfalto maiz

Ascocarpos lipo peritecio, oscu-
r0s, coridceos, globosos o pen-
formes, ostiolados, saprofiticos,
coprofilos y parasitos.

Producen peritecios inmersos
en tejido foliar, prolegidos por
tejido estromatico.

P gratissima
P guaduae
P, graminis

Mancha de asfalto aguacate
Mancha de asfalto guadua
Mancha de asfalto gramineas

XYLARIACEAE
Peritecios rodeados por tejido
eslromatico.

Rosellinia necatrix
‘Demalophora necarix

Rosellinia pepo

Pudricion blanca, alfaifa, cacao
* Fase anamorfa, imperfecta o
conidica.

Llaga raiz trigo: citricos, café,
guamo, pldtano, cacao, eucalip-
to, yuca, pino, papa, elc.

Vi900I180HIIN

SITLINIWVYANNS SOLOIISY



¥61

CLASIFICACION DE L.OS PRINCIPALES HONGOS FITOPATOGENOS REGISTRADOS EN CULTIVOS DE COLOMBIA (CONTINUACION)

Superreino: Eucariontes.
Reino: Mycetes (Hongos).

Division: Mastygomycotes

Género/Especie

Los esclerocios contienen alca-
loides venenosos para el hom-
bre y los animales.

penetran en el ovano de semi-
llas de gramineas y producen
acérvulos donde se desarrollan
conidioforos cortos que emiten
conidias mezcladas en secre-
ciones pegajosas y azucaradas.
Ei alucindgeno LSO puede sin-
tetizarse a partir del dcido lisér-
gico que se encuentra en los
esclerocios del cornezuelo.

Clase Orden Familia Nombre de la Enfermedad
POLISTIGMATACEAE Glomerella findemuthianum Antracnosis frijol
Hongos no estromalicos. Para- | G. cingulata Antracnosis: pitaya, pifia, chiri-
sitos de plantas. Forman apre- moya, guanabano, repollo, pi-
sorios al germinar la conidia. mentdn, papaya, citricos, toma-
Producen las antracnosis. tes, manzana, mango, ma-
racuya, lulo, granadilla, aguaca-
te, guayaba, efc.
* Colletotrichum * Fase anamorfa, imperfecta o
* Gloesporium conidica
G. glycines Antracnosis soya
G. gossipii Antracnosis algodon
‘ G. graminicola Sorgo, maiz, cafia
G. tucumanensis Muermo rojo cafia
G. lycopersici Antracnosis tomate
[_CLAVICEPETALES CLAVICEPETACEAE Claviceps purpurea Ergot, cornezuelo de avena, tri-
Producen peritecios dentro de | Perilecios inmersos en estro- go, centeno, pasto Rey Grass.
estromas bien desarroliados. | mas. Ascosporas germinan y | * Sphacelia sorghi * Fase anamorfa, imperfecta o

conidica, registrada en Colom-
bia como agente causal del mal
de azicar en sorgo.
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Clase Orden Familia Género/Especie Nombre de la Enfermedad
ASCOMYCETES DOTHIDIALES DOTHIDIACEAE Mycosphaerella arachidis Mancha foliar mani
Ausencia de hifas interascales. | Peritecios dentro de ascostro- | *Cercospora arachidicola * Fase anamoria, imperfecta o
Forma ascas bitunicadas. Peri- | mas uniloculares llamados seu- conidica
tecios dentro de I6culos estro- | dotecios. Mycosphaerella dianthi Mancha foliar clavel
maticos. *Cladosporium echinulatum * Fase anamorta, imperfecta o

Mycosphaerella fijiensis
*Paracercospora fjiensis

Mycosphaerella gossypina
*Cercospora gossypina

Mycosphaerelia henningsii
‘Cercosporidium henningsi

Mycosphaerella musicola

*Pseudocercospora musas

conidica
Sigatoka negra pldtano y bana-
no

* Fase anamorfa, imperfecta o
conidica

Mancha parda hojas algodén

* Fase anamorfa, imperfecta o
conidica

Mancha parda hojas yuca

* Fase anamorfa, imperfecta o
conidica

Sigatoka amarilla pltano y ba-
nano

* Fase anamorfa, imperfecta o
conidica

SITVINIWVANNS SOLO3JSY ¥ID0T0I80HIIN



961

CLASIFICACION DE LOS PRINCIPALES HONGOS FITOPATOGENQS REGISTRADOS EN CULTIVOS DE COLOMBIA (CONTINUACION)

Superreino: Eucariontes.
Reino: Mycetes (Hongos).

Divisién: Mastygomycotes

Clase

Orden

Familia

Género/Especie

Nombre de la Enfermedad

ASCOMYCETES

DIAPORTALES

Ascocarpos tipo peritecios.

NECTRIACEAE
Producen sus perilecios super-
ficialmente en estromas bien
desarrollados.

Nectria cinnabarina
* Tubercularia vuigaris

Nectria coccinea

N. ingae

N. galligena

* Cylindrocarpon hetercnemum

N. hematococea

* Fusarium solani

Gibberella avenacea

Secamiento ramas cacao

* Fase anamorfa, imperfecta o
conidica

Secamiento ramas citricos
Mancha fruto guamo

Chancro manzano, durazno,
pera

* Fase anamorfa, imperfecta o
conidica

Pudricion raices papaya, toma-
te, maracuya, frijo!, papa, man-
zana, granadilla.

* Fase anamorfa, imperfecta o
conidica

Pudricion raiz pino, lenteja

* Fusarium avenacearum * Fase anamorfa, imperfecta o
conidica
Giberella fujikuroi Marchitez crisanteme, coco, cla-
vel, cana, papa, tomate, pudri-
cion capsulas algodan, pokkah
boeng cafa, moho panoja sor-
go
* Fusarium moniliforme * Fase anamorfa, imperfecta o
conidica
DIAPORTACEAE Diaporthe citri Melanosis citricos
Peritecios inmersos en estro- | " Phomopsis citri * Fase anamorfa, imperfecta o
mas. conidica
Diaporthe phaseolorum Secamiento soya, frijol
* Phomopsis sojae * Fase anamorfa, imperfecta o

conidica

013)() OABIG UOSIBN - 8110f Ef 87 OlajouLiepy opueusdS - 196eid 8p Zayoues Bulew




161

Nombre de la Enfermedg‘

Clase Orden Familia Género/Especie
BASIDIOMYCETES UREDINALES PUCCINIACEAE Puccinia helianthii Roya girasol
Produce un basidio sobre el | Hongos patdgenos de plantas | Parasilos obligados. P. horiana Roya blanca crisantemo
cual por reproduccion sexual | conocidos como royas, de las | Ciclo biolégico complejo. P. malvacearum Roya malvdceas
se forman cuatro basidiospo- | cuales existen unas 4.000 espe- | Royas macrociclicas en dos | P. sorghi Roya sorgo
ras. cies, todas parasitas. hospederos: en el secundario 0 | P. arracachae Roya arracacha
Es la clase de hongos mds com- | Producen esporas de resisten- | malezalas fases: (0), espermo- | P arachidis Roya mani
pleja y evolucionada., cia conocidas como tefiosporas, | gonio con espermacios e hifas | P. maydis Roya maiz
Hongos de micefic septado. no producen basidiocarpos. receptivas; (I) aecias formando | P. graminis Roya gramineas
Hongos parésitos de plantas | Las teliosporas germinan me- | aeciosporas; en el hospedero | P pittieriana Roya papa

Como royas y carbones, vene-
nosos y alucindgenos comesti-
bles (champifiones), hongos
micorricicos.

Diferentes niveles de parasitis-
mo.

Reproduccidn sexual y asexval.

diante un tubo corto llamado
promicelio, en donde se forman
por reproduccion sexual cuatro
teliosporas.

Micelio septado.

Reproduceion sexual y asexual.

principal primario las fases (11)
de uredo portador de uredospo-
ras; (ill) Telia portador de Telios-
poras y (IV) Basidios o promi-
celio portador de basidiosporas
o teliosporas.

Royas microciclicas, sélo se
conoce un hospedero en donde
presenta las fases (1), (lil) y (IV).
Uredo y uredosporas constitu-
yen la fase repetitiva, agresiva,
dafina y explosiva de las royas.

P. striiformis

P. melanocephala
P. psidii

Uromyces phaseoli
U. manihotis

U. dianthi

U. betae

U. fabae

U. geranii
Phakopsora gossypii
Puccinia zeae

P uva

Hemileia vastatrix

Roya amarilla cebada
Roya cana de aztcar
Roya guayaba

Roya frijol, habichuela
Roya yuca

Rovya clavel

Roya remolacha
Roya haba

Roya geranio

Roya algodon

Roya del maiz

Roya uva

Roya del cafeto
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CLASIFICACION DE LOS PRINCIPALES HONGOS FITOPATOGENOS REGISTRADOS EN CULTIVOS DE COLOMBIA (CONTINUACION)

Superreino: Eucariontes.
Reino: Mycetes (Hongos).
Divisién: Mastygomycotes

Clase

Orden

Familia

Género/Especie

Nombre de la Enfermedad

BASIDIOMYCETES

USTILAGINALES

Llamados carbones y caries.
Todos son patdégenos de plan-
las.

Pardsitos obligados, autoicos,
no lienen hospedero alterno.
Relacionados con las royas por
producir teliosporas y basidio
septado y difieren de ellas por
la ausencia de espermacics y
aecias; produciendo sdlo telios-
poras, basidiosporas y conidias.

USTILAGINACEAE

La clasificacion de géneros se
basa en la morfologia de la Te-
hospora, hospedero y sintomas.
Son hongos patdgenos econd-
micamente importantes.
Parasitos de cereales como Ini-
0o, cebada y arroz.

Ustilago avenae
U. hordei

U scytaminea
U. tritici

U, nuda

U. maydis

Carbén volador avena
Carbdn cubierto cebada
Carbon cana de azicar
Carbon trigo

Carbon cebada

Carbdn mazorca maiz

TILLETIACEAE

Difieren de los Ustilaginaceae
por la germinacion de las telios-
poras formando tipicamente
ocho basidiosporas.

Forma soros en los ovarios pio-
duciendo masas de esporas.

Tilletia barclayana
T. tritici
T. foetida :

Carbon grano arroz
Carbon trigo
Carbon hediondo de! trigo
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Clase Orden Familia Género/Especie Nombre de la Enfermedad
DEUTEROMYCETES MONILIALES MONILIACEAE Aspergiflus flavus Pudricion semillas
Se reproducen solo asexual- | Grupo muy grande de hongos | Producen conidias sobre coni- | Aspergillus candidus Pudricion granos almacenados
mente, especialmente por coni- | formado por mas de 7.000 es- | didferos hialinos o directamen- | A. glaucus Pudricion granos almacenados
dias; por carecer de reproduc- | pecies. te a partir de hifas hialinas. trigo, maiz.
cion sexua! se les denomina | Secaracterizan por producirsus | Mayoria saprofitos, otros paté- | A. niger Pudricién capsulas de algoddn,
hongos imperiectos. conidias sobre conididforos li- [ genos de plantas y animales. citricos, maiz, sorgo, vid.
Sus fases conidicas son seme- | bres, es decir, no al interior de | Las conidias pueden ser hiali- | * Eurotium * Fase teliomorfa
jantes alas de algunos Ascomy- | los cuerpos fructiferos. nas o coloreadas. Penicillium italicum Moho verde frutos citricos
cetes y en unos pocos casos de P, digitarum Moho verde frutos citricos
Basidiomycetes, P, hirsutum Pudricion azul bulbo cebolla
El ciclo parasexual les brinda P, oxacilum Moho granos almacenados
algunas ventajas de la repraduc- * Eurotium * Fase teliomorfa
cion sexual. Botrytis cinerea Moho gris varios cultivos

En su mayoria saprofitos, otros
parasitos de plantas y animales.
Exceptuando el género Ago-
nomycetales, que no produce
conidias, los demas se reprodu-
cen especialmente por conidias
no flageladas.

Las conidias presentan gran
variedad de formas, colores;
producidas en diferentes estruc-
turas, lo que es bésico para su
clasificacion. Los conidiéforas
dan origen a conidias y pueden
desarrollarse aislados, en gru-
pos 0 en el interior del cuerpo
fructifero, criterios basicos para
clasificacién,

* Botryotinia fuckeliana

B. gladiolorum
Cylindrocladium scoparium
* Calocnectria kiotences
Moniliophthora roreri

* Sclerotinia, Neurospora, Mo-
nilia

Ovulariopsis gossipii

* Phyllactinia

Oidium (Acrosporium) (sp.)
Oidium asteris - punicei

O. caricae - papayae

O. erysiphoides

O. laucoconium

O. manguiferae

0. tabaci

O. tuckeri

* Erysiphe, Microsphaera, Po-
dosphaera, Uncinula, Sphaero-
theca.

* Fase teliomorfa
Pudricién gladiolos
Madura viche soya
* Fase teliomorfa
Moniliasis cacao
* Fase teliomorta

Mildeo polvoso algodon

* Fase teliomorfa

Mildeo polveso var. cultivos
Mildeo polvoso girasol, cucurbi-
taceas, tabaco, papa, mango
Mildeo polvoso papaya

Mildeo polvoso tomate de érbol
Mildeo polvoso rosas

Mildeo polvoso mango

Mildeo polvoso tabaco

Mildeo polvoso vid

Teliomorfos de Oidium hoy lia-
mado Acrosporium.
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CLASIFICACION DE LOS PRINCIPALES HONGOS FITOPATOGENOS REGISTRADOS EN CULTIVOS DE COLOMBIA (CONTINUACION)

Superreino: Eucariontes.
Reino: Mycetes {Hongos).
Divisién: Mastygomycotes

Clase

Orden

Familia

Género/Especie

Nombre de la Enfermedad

| DEUTEROMYCETES

MONILIALES

DEMATIACEAE
Hifas y conidias tipicamente os-

Allernaria brassicae
A. dauci

Mancha amarilla repollo
Quemazon foliar remolacha

curas. No producen cuerpos | A. dianthi Quemazon foliar clavel
fructiferos organizados. La ma- | A. citri Mancha foliar citricos
yoria son saprofitos, unos pocos | A. longipes Mancha fofiar tabaco
parasitos al hombre, platas y | A. passifiorae Mancha fruto maracuya
animales. A. porri Mancha purpura cebolla
A. solans Tizén temprano papa-tomate
A. tenuis Mancha foliar algodon
DEMATIACEAE Cercospora beticola Mancha foliar zanahoria
Las conidias son bastante gran- | C. brassicicola Mancha foliar repollo
des, pluricelulares, tipicamente | C.canescens Mancha foliar frijol
con septas lransversales y lon- | C. capsici Mancha fofiar pimenton
gitudinales, formadas en cade- g Cgﬂe’c‘:'"f : manclga ?E; hierro catfe
Has o Solfariae 4 narkic A . chrysantemi lancha foliar crisantemo
dléforgg q?reaganpvi{rtmg::n(;?\r:e C. gossypina Mancha foliar algodon
: ] * Mycosphaerelia areola * Fase teliomorfa
indistinguibles de las hifas so- | & hizjing Mancha foliar rosas
maticas. C. kikuchi Mancha purpura semilla soya
C. koepkei Mancha amanlla hoja cana
" Mycovellosielia koepkei * Fase leliomorfa
Cercospora oryzae Mancha calé amoz
C. longipes Mancha parda cana
C. manguiferae Mancha foliar mango
C. musae Sigatoka amarilia platano banano
* Mycosphaerella musae * Fase teliomorta

C. fijiensis
* Mycosphaerella fijiensis
C. nicolianae

Sigatoka negra platano
* Fase teliomorta
Mancha foliar tabaco

C. papayae Mancha foliar papayo

C. phaseolina Mancha foliar frijol

C. sesami Mancha foliar ajonjoli

C. sofina Mancha foliar ojo sapo soya
C. sorghi Mancha foliar hoja sorgo
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Forman sus conidioforos sobre
tejido estromatico en forma de
cojin llamado esporedoquio.
Algunos son serios palégenos
en plantas.

Las conidias se forman a partir
de fialides, estructura en forma
de botellita que corresponde a
una célula conididgena.

F. oxysporum

F. oxysporum f. sp. cubense

F. oxysporum 1. sp. phaseoli

F. oxysporum f. sp. dianthi

F. oxysporum f. sp. licopersici
F. oxysporum f. sp. vasinfectum
F. oxysporum 1. sp. cepae

Clase Orden Familia Género/Especie Nombre de la Enfermedad
DEUTEROMYCETES MONILIALES DEMATIACEAE C. viticola Mancha foliar vid
Cladosporium ailii Mancha foliar cebolla
C. fulvum Mohe gns foliar tomate de drbol,
tomate de mesa, papa
Gloeocercospora sorgh Mancha zonada sorgo
Curvularia lunata Pudricién granos arroz, maiz, s0rgo
Helminthosporium maydis Quemazon foliar maiz
H. oryzae Quemazon foliar amoz
* Cochilobolus miyabeanus * Fase teliomorfa
H. sacchari Mancha ojival cana
H. sativum Mancha foliar trigo
M. turcicum Mancha lineal foliar maiz, sorgo.
Pyricularia grisae Bruzone, Piriculariosts amoz, quema-
z0n
\— * Magnaporle grisea * Fase tefiomorfa
DEUTEROMYCETES MONILIALES TUBERCULARIACEAE Fusarium monififorme Pudricién flecha palma africana

Marchitez remolacha, repollo,
pimentdn, crisaniemo, maracu-
ya, rosas, papa, lulo, sorgo, to-
mate, elc.

Mal de Panama platano y bana-
no

Marchitez frijol

Marchitez clavel

Marchitez tomate

Marchitez algodon

Pudricién bulbo y ramas de ce-
bolla

F. roseum Pudricion raiz clavel, pudricién
rosada capsulas de algoddn,
pudricién tubérculo papa, pudri-
cion semillas de maiz

ESTILBELACEAE {sariopsis griseola Mancha angular hoja frijol
Los conidiofores forman sine- | Graphium sp. Secamiento vid

mas O Coremios.

H
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CLASIFICACION DE LOS PRINCIPALES HONGQOS FITOPATOGENOS REGISTRADOS EN CULTIVOS DE COLOMBIA (CONTINUACION)

Superreino: Eucariontes.
Reino: Mycetes (Hongos).

Divisién: Mastygomycotes

Clase

Orden

Familia

Género/Especie

Nombre de la Enfermedad

DEUTEROMYCETES

SPHAEROPSIDALES
Cenidicforos y conidias forma-
das dentro de picnidios.

De acuerdo con las caracteris-
ticas del picnidio se han clasifi-
cado las familias.

El picnidio es la estructura que
los identifica como orden.

SPHAEROPSIDACEAE

Los picnidios pueden variar su
aspecto de un genero a otro.
Picnidios de color oscuro, glo-
bosos, que faciimente se extien-
den sin romperse, estromaticos
ano, generalmente provistos de
una abertura circular.

Ascochyta caricaceae
A. zeae

A, gossypii

A. phaseolorum

A. pisi

Diplodia theobromae

D. gossypina

D. manihotis

D. natalensis

D zeae

Phoma caryophilli

P uvicula

P andina var. crustalliniformis
P exigua

P, sorghina

P aff. costaricensis
Phomopsis batatae

* Diaporthe phaseolorum
Phomopsis phaseol

* Diaporthe phaseolorum
Septoria apii

S. glycines

S. lycopersici

S. selenophomoides

S. tritici £ sp. avenae
Macrophomina phaseolina

Mancha negra tallo papaya
Mancha foliar maiz

Mancha ceniza algodon
Mancha pecosa foliar frijol
Mancha foliar, vainas arveja
Secamiento ramas chirimoy a,
anonas, papaya, aguacate, pu-
dricion mazarca cacao
Pudricién capsulas de algodon
Muerte descendente yuca
Pudricion buibos orquidea
Pudricion tallo maiz

Pudricién negra clavel
Pudricion negra uva

Carate tomate

Pudricion fruto tomate

Mancha hojas sorgo

Muerte descendente café
Tizen tallo soya

* Fase Teliomorfo

Cancer tallo frijol soya

* Fase Teliomorfa

Mancha foliar apio

Mancha anguiar soya

Hojas tomate

Mancha foliar orquideas
Mancha hoja avena

Pudricion carbonosa sorgo,
maiz, cana, frijol, soya, etc.

NECTRIODIACEAE

Picnidios claros de cofor brillan-
te, sus paredes son biandas o
cerdceas. Pueden ser 0 no es-
tromaticas.

Aschersonia sp.

Control biolégico cochinillas
{coccidos).

013, 0ABIG UOSIBN - 940} Bl 8 OlajousiByy opuBuleS - 1aBei4 ap zayoues eulew



€02

Clase Orden Familia Género/Especie Nombre de la Enfermedad
DEUTEROMYCETES MELANCONIALES MELANCONIACEAE Colletotrichum circinans Antracnosis cebolla
Conidiéforos y conidias forma- | Los acérvulos se desarrollan | * Glomerella circinans * Fase teliomorfa )
das dentro de acérvulos; capa | subepidermalmente. Colletotrichum falcatum Pudricién roja tallo cafia

de hifas en forma de copa o al-
mohadilla.

El acérvulo es la estructura que
los identifica.

El género mas frecuente es
Colletotrichum, del cual hay
aproximadamente 20 especies
y se diferencia de Gloesporium
por formar setas en los acervu-
los.

* Physalaspora tucumanensis
Colletotrichum gloeosporoides

* Glomerelia cinguiata
Colletotrichurn fragarie
C. gossypii

C. graminicola

C. lindemuthianum

C. musae

C. fruncatum
Gloeosporium musarum
G. limeticola
Pestaiotia disseminata
P, palmarum

P uvicola

* Fase tetiomorfa

Antracnosis anonas, papaya,
tomate, aguacate, tomate de
arbol, lulo, maracuya, guayaba,
café, mango.

* Fase tetiomorfa

Antracnosis fresa

Antracnosis algodon
Antracnosis sorgo

Antracnosis frijol

Punta negra dedos platano
Antracnosis soya

Pudricion platano

Antracnosis naranja

Rofa frutos guayaba
Quemazodn foliolos paima
Secamiento ramas uva

AGONOMYCETALES

Reciben el nombre de Mycelia
Sterilha puesto que no producen
conidias.

Nao presentan familias, su repro-
duccion es por fragmentacion
del micelio.
Forman esclerocios de color
café claro.

Rhizoctonia solani

* Thanatephorus cucurneris
Sclerotium cepivorum

S. oryzae

* Magnaporthe salvinii

S. roltsii

* Athalia rolfsii

Produce Damping off cebolla,
anonas, repollo, aji, pimenton,
orquideas, crisaniemo, calé, re-
molacha, clavel, algodon, soya,
tomate, yuca, cana, papa, elc.
* Fase teliomorfa

Pudricién blanca cebolla
Pudricién vaina arroz

* Fase teliomorfa

Pudricion basal tallo de remola-
cha, aji, sandia, zanaharia, cla-
vel, girasol, tomate, tabaco,
arroz, maracuyd, frijol, soya,
papa, ajcnjoli, algodon.

* Fase teliomorfa
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CAPITULO VIII

Virus, viroides y priones

Virus ‘
Historia
Hacia 1870 en Europa, més concretamente en Holanda, en el cultivo del

tabaco aparecié una enfermedad con la cual se inicié Ia investigacién de un
nuevo grupo de agentes causales de enfermedades de las plantas: los virus.

Sus efectos, pero no la causa, se conocen posiblemente desde a de C.; el
primer registro de ellos fue la variegacién de los tulipanes en Holanda en
1576, y aunque la causa era desconocida los cultivadores sabian que se trans-
mitia por injerto de bulbos.

Los agentes infecciosos (hongos y bacterias) conocidos hasta finales del
siglo XIX, tenian como carasteristicas generales las siguientes:

» Estaban constituidos por particulas visibles al microscopio dptico
¢ Eran retenidos por filtros de porcelana a prueba de bacterias
» Podian ser cultivados en medios artificiales

El nuevo grupo de agentes causales de enfermedades en los cultivos no
tenian estas particularidades.

En 1883 Adolf Mayer, estudiando la enfermedad del mosaico del tabaco
demostré que era infecciosa, concluyendo que no se trataba de un hongo y
que posiblemente era una bacteria tan pequena que pasaba los filtros a prue-
ba de ellas.

Trabajando con la misma enfermedad, Dimitri Ivanowski ensayé hacia
1890 la inoculacién de plantas con el macerado de hojas de tabaco enfer-
mas pasado por filtros a prueba de bacterias, y logré probar su infectividad;
ademds demostrd que esta se perdia mediante calentamiento del jugo e in-
terpretd sus resultados creyendo que se trataba de una bacteria filtrable o
una toxina.
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Martinus W. Beijerinck, alumno de Mayer, resolvié investigar con el mo-
saico del tabaco para probar si se difundfa en un bloque de agar. Al encontrar
que se'propagaba y que una pequeiia cantidad de este jugo era infeccioso lo
llamé “Contagium vivum fluidum” {liquido vivo contagioso) y utilizé la pa-
labra virus, que significa veneno, para describir su contagio.

De sus investigaciones concluyé que:

» El agente causal infectaba e invadia tejidos jévenes mds rdpidamente que
tejidos viejos.

* Se movia por el floema vy el xilema.

* Era transmisible por injerto.

* Era capaz de infectar piantas por contacto entre sus raices.

La transmisién por insectos fue demostrada en 1894 por Hashimoto, quien
probo la relacién existente entre el saltahojas Nephotettis apicalis y la trans-
misién del virus del enanismo del arroz «Rice Dwarf Virus».

Durante 30 afios, perfodo comprendido entre 1904 y 1935, muchas enfer-
medades causadas por virus fueron resefiadas sobre la base de su sintomato-
logfa y métodos de transmision.

Wendell Meredith Stanley en 1935 inicié la virologia moderna, descu-
briendo que los cristales del virus del mosaico del tabaco tenian proteina. Al
afio siguiente Frederik Charles Bawden y colaboradores demostraron que los
cristales del TMV estaban constituidos por proteina y dcido ribonucleico.

Definicion
De acuerdo con sus caracteristicas podemos definir a un virus como:

* Entidad acelular, submicroscépica, pardsito obligado, constituida por
proteina y ARN o ADN; capaz de multiplicarse en su hospedero a expen-
sas de la energia que éste produce, ocasionando sobre €l efectos que se
hacen evidentes por la aparicién de diversos sintomas.

En el estado extracelular, los virus son particulas submicroscépicas que
contienen dcido nucleico rodeado por una proteina y ocasionalmente otros
componentes; son metabélicamente inertes y no efectiian funciones respira-
torias o biosintéticas.

Origen y evolucion
En este sentido existen dos teorias: Una que indica que pudieron haberse

\ originado independientemente, y otra que se originaron a partir de células.

Se sabe que tanto lamutacién como la recombinacién genética se presentan

en}?;ﬂﬁ’ 1is; estos-precesos-indudablemente tuvieron alguna participaci6n

evolucién, puesto que permitieron el desarrollo de nuevos tipos de
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MICROBIOLOGIA: ASPECTOS FUNDAMENTALES

ellos. Un hospedero puede volverse resistente a lajinfeccién Virgl)medianle
la modificacién de sus sitios receptores, igualmente el virus puede, a su vez,
mutar a una forma capaz de adherirse al sitio receptor modificado.

Composicion

En 1935, Wendell Meredith Stanley logré purificar el virus del mosaico
del tabaco (TMV) y pudo comprobar que se trataba de una sustancia protei-
ca. El andlisis elemental para el TMV mostraba contenido de nitrégeno de
16.6%, el cual correspondia a los valores medios obtenidos para las protei-
nas, pero también el contenido de fésforo de 0.50% y 2.5% de azticar daba a
entender que la proteina no estaba sola sino asociada con otro elemento. La
relacion fésforo-aziicar permitia intuir la presencia de un dcido nucleico.

En 1936 Frederick Charles Bawden demostré que la particula en realidad
estaba formada por una cubierta proteica y un 4cido nucleico.

Los valores para el rango de proteina varian desde 63 a 95%, lo cual
indica que la particula viral es dominada por el componente proteico. El
contenido de ARN por los diferentes virus varia entre 5 y 37%.

Es probable que la mayoria de los virus que contienen ARN no posean
més de 30 genes; 500, son por lo menos requeridos para efectuar la sintesis
de protefnas, lo cual no es lo suficientemente necesario para codificar la
sintesis de ellas, por lo tanto utilizan la de su hospedero para realizar la
construccién de las proteinas que necesitan para su desarrollo.

Las estructuras de las particulas virales son diversas, el dcido nucleico se
localiza en el centro y estd rodeado por una cubierta proteinica llamada cédp-
side.

Las protefnas individuales que constituyen la cdpside se denominan subu-
nidades proteinicas, subunidad capsidica o capsémeros (Figura 1). En los
virus més simples, la envoltura proteinica est4d compuesta de un solo tipo de
proteina, mientras que en los mds complejos pueden estar presentes diver-
sos tipos de proteinas,

Componentes de los virus
1. Capside y subunidad capsidica
Funciones

La subunidad capsidica o proteica es la unidad elemental de construc-
cién de los virus; tiene varias funciones bdsicas para la supervivencia del
virus, tales como la de reconocimiento entre el virus y su hospedero, la de
autoensamblado, de reconocimiento y unién con el ARN viral que permite la
construccién de la cdpside y la proteccién de la informacién genética.
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En el caso de organismos vectores, la capside le confiere al virus poten-
cialidad de dispersion en la naturaleza, por ejemplo al fijarse, como en el
caso de la transmisién por nematodos al odontoestilete, ademds de estable-
cer interaccién especifica con el hospedero en.los sitios que autorizardn o no
su decapsidacién y la liberacidn de la informacién genética.

Componentes

Las proteinas virales constan de aminodcidos y su secuencia estd deter-
minada por el material genético que en los virus es el 4cido nucleico, ARN o
ADN,

Los componentes proteinicos de los virus que atacan a las plantas estdn
constituidos por unidades repetitivas, lo cual es constante para las subuni-
dades, pero puede variar para los diferentes virus. Se saben el contenido y la
secuencia completa de amino4cidos de la proteina del virus del mosaico del
tabaco (TMV), el cual consta de 158 aminodcidos.

En los rhabdovirus las nucleoproteinas helicoidales se encuentran cu-
biertas por una membrana lipidica con dos capas, en la cual encajan dos o
tres tipos de protefnas y una nucleocdpsida formada por ARN y proteina
viral, asociada a una estructura helicoidal suelta.

2. Acido nucleico

El dcido nucleico de la mayoria de los virus que infectan las plantas es
ARN, pero se ha demostrado que existen aproximadamente 27 de ellos cuyo
dcido nucleico es ADN. Tanto el ADN como el ARN son moléculas largas en
forma de cadena, que constan de centenares o miles de unidades de nucleé-
tidos.

La secuencia y frecuencia de las bases de la banda {cadena) de ARN va-
rian de un ARN a otro, pero estén fijas dentro de un ARN dado y determinan
sus propiedades. La mayorfa de los virus que infectan a las plantas (alrede-
dor de 400) tienen ARN de una sola banda (monocatenarios) pero aproxima-
damente 10 poseen ARN de doble banda (bicatenaria); de los que tienen ADN,
12 son de doble banda y aproximadamente 15 de una sola banda.

En las plantas s6lo existe un grupo de virus, los caulimovirus, con ADN
de dos bandas, el virus del mosaico de la coliflor es uno de ellos.

Los virus icosaédricos contienen los més altos porcentajes de dcido nu-
cleico y los més bajos de proteina; mientras que los elongados tienen bajo
porcentaje de dcido nucleico y alto porcentaje de proteina.

Virus con genomas divididos

En las plantas existen virus cuya informacién genética necesaria para la
infeccién esta repartida en varios tipos de particulas, es decir, que ademds
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del genoma entero encapsulado existen en la célula fragmentos del mismo
que se denominan ARN subgenémicos. El virus del cascabel del tabaco «To-
bacco Rattle Virus» (TRV), de simetria helicoidal, se presenta en forma de
particulas alargadas de 180 nm’ y de particulas cortas de 45 a 55 nm; esto
indica que ambas son necesarias para realizar infeccién normal. La corta
inoculada por separado no es infecciosa; la larga inoculada sola determina la
sintesis de un virus defectuoso que no posee cépsida.

El virus del mosaico de la alfalfa, “Alfalfa Mosaic Virus” (AMV), consta
de cuatro componentes o bandas distintas de dcido nucleico, encapsuladas
en particulas de diferente tamano formadas por las mismas subunidades pro-
teicas.

Los virus multicomponentes como los llaman algunos virélogos, estédn

_en dos grupos sobre la base de su sedimentacion; Jas particulas de cada com-

ponente tienen diferentes tamafos y otros sedimentan como una tinica pro-

teina ya que las particulas de tales virus tienen tamafios muy cercanos y por
lo tanto coeficientes de sedimentacién muy parecidos.

Preparaciones puras de virus multicompuestos sedimentan en columnas
con gradientes de densidad en sucrosa, como tres componentes serolégica-
mente idénticos; se da el nombre de “Top” al componente proteinico que se
ubica en la parte superior y que corresponde a particulas no infecciosas y
vacias por carecer de ARN; “Middle” y “Botton” a las que se ubican en la
mitad y al fondo de la columna; las cuales siempre contienen ARN y protei-
na (nucleoproteinas).

En los virus multicompuestos, ninguna nucleoprotefna por si sola mues-
tra infectividad y sélo son infectivas cuando actian mezclados los compues-
tos nucleoprotefnicos.

Los virus con genoma dividido estdn compuestos por dos a cuatro seg-
mentos de ARN; dos ocurren en los grupos Tobravirus, Comovirus, Nepovi-
rus, Furovirus y en Pea Enation Mosaic Virus; tres segmentos en los Bromo-
virus, Cucumovirus, llarvirus y Hordeivirus y cuatro segmentos en Alfalfa
Mosaic Virus, Rice Stripe Virus y Tomato Spotted Wilt Virus (Tabla 1).

Los ARN son referidos como ARNs 1,2,3,4, de acuerdo con el decreci-
miento de su peso molecular, en el caso de los virus compuestos por dos
piezas, ambas son necesarias para su infectividad, mientras que tres o todas
lo son en el caso de virus con genomas de cuatro particulas.

Virusoides

En 1982, en Australia se descubri6é un grupo de virus que presentan den-
tro de sus cdpsulas una entidad similar a un viroide constituida por ARN

* nm = nanometro = 0.001 de micrén,
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corto y circular de 366 nucledtidos, ademds de su ARN lineal de 4.500 nu-
cledtidos, y que constituyen parte del material genético formando una aso-
ciacién obligatoria, necesaria para la infeccién.

A estas particulas se les denoming virusoides, y se definieron como mo-
lécula viroidal completamente integrada, cuya presencia llega a ser indis-
pensable para la multiplicacién del ARN viral, o pequeifias moléculas de ARN
circular de una sola banda, parecida a un viroide, que se encuentran dentro
de algunos virus de ARN y que forman parte de su material genético, estable-
ciendo una relacién obligatoria, de tal forma que ninguno puede propagarse
e infectar a su hospedero cuando estd ausente uno de ellos.

Los satélites

El término satélite se ha utilizado para denominar los dcidos nucleicos
que estdn en determinados virus, que no codifican por si mismos capa pro-.
tefnica alguna y estdn encapsulados en el mismo tipo de particula que el
ARN viral genémico.

Virus satélites. Fueron descubiertos en 1962 como pequefias particulas
asociadas a algunos virus. Estas particulas dependen del virus para su multi-
plicacién y son serolégicamente diferentes de las particulas virales, por lo
cual se les ha denominado virus satélites.

ARN satélites. Pequefias moléculas de ARN lineal que existen en ciertos
virus multiparticulados y que pueden estar relacionadas con el ARN del vi-
rus o de la planta hospedera, los cuales pueden atenuar los efectos de las
infecciones virales, representando posiblemente una respuesta de protec-
cién del hospedero a la infeccién viral.

Las tres pautas que han sido aplicadas para caracterizar los virus satélites
y los ARN satélites son:

¢ Solamente pueden multiplicarse en presencia del virus calificado como
virus asistente.

» No se necesitan para multiplicacién del virus asistente.

* Sus dcidos nucleicos no tienen fuerte homologia de secuencia con el ge-
noma viral.

Virus conocidos por poseer satélites son: Tobacco Necrosis Virus (TNV),
Tobacco Mosaic Virus (TMV), Cucumber Mosaic Virus (CMV) y Grapevine
Fanleaf Virus (GFV).

Arquitectura y morfologia de los virus

Existen tres grandes grupos de arquitecturas:

« Los virus de simetrfa helicoidal, que se observan al microscopio electré-
nico en forma de bastoncillos rigidos o de filamentos flexuosos. El virus
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del mosaico del tabaco (TMV) se presenta en forma de bastoncillos; el de
la tristeza de los citricos (CTV) y el virus X de la papa (PVX) en forma de
filamentos flexuosos (Figura 1.1},

* Los virus de simetria icosaédrica o isométricos, que se presentan en for-
ma de esferas, como el virus del amarilleo del nabo y el virus en anillo
del tabaco [TRSV) (Figura 1.2).

* Los virus gruesos o con envoltura, rodeados por una tinica lipoproteica
cuyo cuerpo presenta a menudo simetria helicoidal, como el virus del
mosaico del mafz (MMV) (Figura 1.3).

Estos virus difieren claramente de los virus desnudos, de simetria heli-
coidal o icosaédrica, por la presencia de una envoltura externa y por la natu-
raleza de su genoma que es un ARN(-), es decir, un ARN que solamente pue-
de ser leido por el sistema de traduccién después de una transcripcién en
ARN(+).

® ®

—

\wlﬂ\ o
Acido Nucleico

Proleinas G — 1 = T Eaveltura
RNC Lipidica

Proteinas N{capsémeros) Proteinas M de la
de la cépside membrana

Figura 1. Estructura y arquitectura de los virus: 1. De simetrio helicoidal {bastoncillos
rigidos o filamentos flexuosos), 2. De simetria icosaédrica o isométricos (esféricos), y 3.
Con envoltura, de simetria helicoidal, rodeados con una capa lipoproteica.
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Ciclo del virus en la célula

La entrada de un virus en la célula de un hospedero y su multiplicacién
ocurre en cuatro etapas:
e Unién y adsorcién
¢ Penetracién
* Decapsidaci6n
* Multiplicacién y encapsidacién.

1. Unién y adsorcion

El adherirse el virus a la membrana de la célula de su hospedero es cues-
tién primordial; existe alta especificidad de interaccidn entre ellos.

La adsorcion del virus es un fendmeno inmediato, esto se puede compro-
bar a través de la inoculacién mecénica de hojas y el lavado inmediato de las
mismas, de una planta indicadora que reaccione formando lesiones locales;
se podrd comprobar que el mimero de lesiones puede ser inclusive mayor
que en aquellas hojas inoculadas y que no hayan sido lavadas.

Las células tienen componentes superficiales especificos que actiian como
sitios receptores, tales como proteinas, polisacaridos o complejos lipoprotei-
nas-polisacéridos, en donde se adhieren las particulas virales. En ausencia
de un sitio receptor los virus no pueden ser adsorbidos y en consecuencia no
pueden infectar; en el caso de que se modifique el sitio receptor el hospedero
puede volverse resistente, pero en los virus pueden aparecer mutantes que
rompan la resistencia y ser adsorbidos por la planta.

En las bacterias, algunos receptores de los fagos son pelos o flagelos; en
otros son componentes de la envoltura celular y en ocasiones son las protei-
nas que participan en el transporte celular. El receptor para el virus de la
influenza es una glucoproteina que se encuentra en los eritrocitos y sobre las
células de la membrana mucosa de los animales susceptibles, mientras que
el sitio receptor del virus del polio es una lipoproteina. Muchos virus de
plantas y animales no tienen sitios de unién especificos y los virus entran
pasivamente como resultado de la fagocitosis o algin otro proceso de endo-
citosis.

En el caso del grupo de los potyvirus, estos tienen una proteina en su
ARN que posiblemente les sirve para enganchar su complejo multiplicativo
en un sitio de la membrana celular v en ésta puede ocurrir una invaginacién.
Tanto el estimulo viral como la membrana o el sitio al cual debe engancharse
estan por dilucidarse.

2. Penetracion

El mecanismo por el cual un virus penetra depende de la naturaleza de la
célula del hospedero, especialmente de las estructuras de su superficie. Las

212



MICROBIOLOGIA: ASPECTOS FUNDAMENTALES

células con paredes celulares son infectadas de manera diferente a las
que carecen de ella y los primeros acontecimientos que llevan al virus a
penetrar en la célula y realizar su infeccién es una pregunta no resuelta;
todo lo que se conoce en plantas es a través de informacién obtenida
mediante inoculacién mecdnica, en la mayoria de los casos con inocula-
cidn artificial. Lo que si estd claro es que una hoja intacta sumergida en
una suspensién de virus no se infecta, por lo tanto para que esta tenga
éxito se necesitan heridas o lesiones recientes, esto para el caso de virus
transmitidos mecanicamente.

Varias hipétesis han sido propuestas, respecto al ingreso de la particula
viral a la célula del hospedero:

1. A través del sistema membranoso

a. Por pinocitosis o endocitosis. Procesos mediante los cuales las sus-
tancias entran al citoplasma de las células dentro de vesiculas mem-
branosas. Una vez las particulas del virus se fijan a la membrana celu-
lar se induce una invaginacién en el punto donde se fijan, quedando
las particulas virales dentro de la vesicula, pasando luego al interior
de la célula, en donde se liberan.

b. Ingreso a través de microlesiones. Por medios experimentales se ha
concluido que heridas transitorias en la membrana celular son nece-
sarias para el ingreso del virus.

¢. Por mecanismos electro-osméticos. Se basa en la conjetura de que
uno de los posibles mecanismos preexistentes de toma de nutrientes
puede ser el responsable de la penetracién de los virus; esto debido a
la interaccién entre las cargas de la superficie de la membrana celular
y las sustancias adsorbidas, situacién que puede ser el més posible y
apropiado fenémeno para esta situacion. Las fuerzas responsables del
transporte de nutrientes pueden ser simultdneas o paralelas al trans-
porte de la particula viral.

2. A través del ectodesmata.

El ectodesmata ha sido sugerido como la posible puerta de entrada de los
virus. Una correlacién entre la susceptibilidad de hojas de tabaco al TMV
y el nimero promedio de ectodesmatas lo sugieren.

3. Decapsidacion

No se sabe todavia si el virus penetra completo en la célula o si se decap-
sida y entra como dcido nucleico libre de la proteina; pero sf es necesario
que el dcido nucleico (ARN o ADN] viral salga de la cdpside para que sea
reconocido como mensajero por los ribosomas.

La decapsidacién ocurre segundos o minutos después de que el virus
penetra en la célula; aproximadamente entre el 15 y 20% del 4cido nucleico
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es liherado de las particulas del virus del TMV dentro de los siete minutos
siguientes a la inoculacion, aunque con el virus del “Turnip Yellow Mosaic
Virus” (TYMV) se ha demostrado que puede ser un proceso mds rapido, en
donde las particulas se desencapsulan entre 45 segundos a dos minutos des-
pués de haber penetrado.

El problema basico de la multiplicacién viral puede describirse de ma-
nera muy simple; los virus deben, de alguna forma, inducir al hospedero a
que sintetice el d4cido nucleico y la proteina necesarios para producir mds
particulas virales. Estos componentes deben ensamblarse en el orden ade-
cuado y las nuevas particulas virales escapar de la célula e infectar a otras.

La salida del d4cido nucleico es la primera fase, bloquearlo seria una forma
de impedir que el virus sea infeccioso; sélo se podrdn llevar a cabo investiga-
ciones de sustancias activas o de variedades resistentes a la decapsidacion
cuando se haya comprendido exactamente el mecanismo de este evento.

4. Multiplicacién y encapsidacion
El dcido nucleico viral, inmediatamente después de perder su capside,

debe dirigir la sintesis de los nucledtidos para su 4dcido nucleico y de los
aminodcidos para su envoltura proteinica.

Para ello el virus toma el mando de la maquinaria biosintética del hospe-
dero y la utiliza para su propia sintesis; induciendo entonces a la célula a
-sintetizar enzimas denominadas ARN polimerasas, lo cual ocurre de uno a
diez minutos después de la inoculacién. Estas enzimas, en presencia del
ARN viral que sirve como modelo v de los nucledtidos que la constituyen,
sintetizan mas ARN. El primer ARN que se sintetiza no es el viral, sino una
cadena que es imagen en espejo de su ARN y que en la medida en que se
sintetiza se une temporalmente a la cadena-del ARN viral, formdndose un
ARN de doble banda que en poco tiempo se separa y forma el ARN del virus
original y la banda de imagen en espejo (-) de las cuales la uluma sirve como
modelo de la sintesis de ARN (+) de més virus. .

La imagen en espejo de su ARN es el ARN mensajero que ha sido sinteti-
zado después de la infeccién viral; en sintesis, depende del tipo de virus y
especialmente si su material genético es ARN o ADN y si es cadena sencilla
o doble.

Los virus con ARN (+), es decir aquellos cuyo ARN tiene una fupcién de
ARN mensajero, representan el 95% de los virus de plantas.

La replicacion de algunos virus de ARN de una sola banda con genomas

divididos, de algunos rhabdovirus y de algunos virus de ARN de doble ban-
da, difieren considerablemente del proceso anterior.

Los virus con ARN (-}, entre los cuales se encuentran los rhabdovirus de
los vegetales, poseen asociada a su cdpsida una polimerasa cuya funcién es
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transcribir el ARN gendémico (-) en un ARN mensajero (+) y se supone gue a
partir de esta situacién las etapas podrian ser semejantes a las que ocuiren
en la multiplicacién de los virus con ARN (+), por lo menos en lo referente a
la traduccién.

En los virus de genomas divididos, las particulas que contienen su geno-
ma deben estar todas en la misma célula para que se multipliquen y se desa-
rrolle la infeccién.

En los virus isométricos de doble banda, el ARN se encuentra segmenta-
do dentro del mismo virus, no es infeccioso y depende para su multiplica-
cién en el hospedero de una enzima transcriptasa, ésta copia el ARN en un
ADN complementario, que también porta el virus.

La multiplicacién de los virus de ADN de doble banda (ADNds) es un
proceso mds complejo, una vez producida la infeccién, el ADNds viral entra
al micleo de la célula y forma un microsoma, éste se duplica parcialmente y
también es transcrito en dos ARNs de una sola banda: el ARN mds pequerio
es transportado al citoplasma, donde se traduce en proteinas modificadas
por el virus, el ARN mds grande también se transporta al citoplasma, pero
ahi se utiliza como molde para que, por medio del proceso de transcripcién
inversa, se transforme en un ADNds completo del virus, que rdpidamente se
encapsula por subunidades proteicas para formar particulas de virus com-
pletas.

Una vez el &cido nucleico viral se sintetiza, induce a la célula hospedera
para que sintetice las moléculas protefnicas que serdn sus subunidades de
protefna o que formardn la cubierta proteinica del virus. Parece ser que s6lo
una parte de la banda de ADN o ARN del virus<e requiere para participar en
la sintesis de la proteina viral, ’

Durante la sintesis de las proteinas del virus, la porcidn del ARN viral
que codifica la proteina del virus funciona como el ARN mensajero; el virus
utiliza los aminodcidos, los ribosomas y los ARN de transferencia del hospe-
dero, pero en realidad sirve como su propio modelo, de ahi que la proteina
sintetizada sea utilizada exclusivamente por el virus para su cubierta o para
otras funciones. )

El virus, ademds de sintetizar las proteinas para su cépside, sintetiza pro-
teinas que son enzimas, caso de las replicasas que se requieren para la repli-
cacién del dcido nucleico viral, pero atin se desconoce la funcién que des-
empeiian la mayoria de esas proteinas.

Cuando se han formado nuevas subunidades proteinicas y nuevo acido
nucleico del virus, parece ser que el d4cido nucleico organiza las subunidades
proteinicas (capsémeros) alrededor de él formando la particula viral com-
pleta.
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El sitio o sitios de la célula en los que la proteina y el dcido nucleico del
virus se sintetizan y se unen varian de acuerdoc con el grupo de virus de que
se trale; por ejemplo, los rhabdovirus se replican en el nicleo de sus hospe-
deros y los tymovirus lo hacen sobre la membrana de los cloroplastos.

La replicacién de los virus celulares es un fenémeno masivo; en una cé-
lula de tabaco infectado por el virus del mosaico se puede estimar en 60x10°
el nimero de particulas que ocupan el citoplasma; en una planta de tomate
infectada por el mismo virus el 70% de las proteinas son virales.

Se puede resumir el ciclo de vida de los virus en los siguientes eventos:
1. Unién y adsorcion de particulas virales por las células del hospedero.

2. Decapsidacidén o pérdida de la cdpsida; liberacién y replicacién del dcido
nucleico viral.

3. Sintesis de aminodcidos y nucleétidos para su proteina y acido nucleico,
empleando el ARNm que ha sintetizado después de la infeccién viral.

4. Ensamblaje del dcido y de los capsdmeros proteinicos en nuevas particu-
las virales. Esto implica el reconocimiento del ARN gendmico del virus
por las unidades de proteina del mismo para formar particulas del virus
completas.

5. Maduracién y liberacién de las particulas virales por parte de las células
del hospedero.
Clasificacion

Ha habido varios intentos por parte de los virélogos para clasificar los
virus; uno de ellos fue tratar de ubicarlos en familias segiin la sintomatologia
como marmeraceae para los mosaicos, y annulacege para anillos; ésta no
funcioné por favorecer mezclas entre ellos antes que operar como una clasi-
ficacién.

Hoy dia se han adoptado grupos en donde se ubican los virus de acuerdo
con su genoma, el ndmero de particulas que lo conforman y la composicién
del mismo. Por ejemplo, el Comité Internacional de Taxonomia de los Virus
(ITCV) reconoce en los grupos Bromovirus, Cucumovirus, Harvirus y al Al-
falfa Mosaic Virus (AMV), a aquellos que tienen en su genoma ARN, un ni-
mero de tres particulas en su genoma y encapsulados en particulas bacilifor-
mes o poliédricas. Estos cuatro grupos han sido propuestos para conformar
la familia Tricornaviridae: tri (tres particulas en su genoma), co (cooperacién
de las tres para la infeccidn), rna (tipo de dcido nucleico) y viridae (termina-
cién aprobada para las familias de virusj.

Para darle el nombre al virus se sigue utilizando, tal como ha sido publi-
cado en el tercer informe del ITCV, la denominacidn anglosajona, llaméndo-
lo por la sigla del nombre en inglés. Ejemplo TMV para “Tobacco Mosaic
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Virus”, PVX para “Potato Virus X", etc. Si el virus es descrito por virélogos
hispanohablantes se considera el nombre en espafiol. Por ejemplo, Rice Hoja
Blanca Virus (Figura 2a). En la Tabla 1 se dan las principales caracteristicas
de los grupos de virus fitopatégenos, algunos de ellos registrados para Co-
lombia.

Transmision

Hay que hacer distincién entre transmisién natural y transmision experi-
mental.

La transmisién natural se refiere al proceso de diseminacién de un virus
en su estado natural, sin ia mediacién del hombre.

La introduccién y la infeccién en el hospedero son gobernadas por la
interaccién planta - virus y otros factores bi6ticos y abiéticos.

Los factores biGticos pueden incluir a vectores tales como insectos, ne-
matodos, hongos y al hombre en la medida que facilite, mediante précticas
culturales, su transmisién. Los factores abiéticos incluyen temperatura, sue-
lo, fertilidad, densidad de plantas, etc.

Los medios de transmisién o diseminacién no han sido determinados
para todos y cada uno de los virus, los mds generales son por injerto, en
forma mecdnica y por vectores.

1. Por injerto

Es posiblemente la forma de transmisién mds generalizada, y ocurre con
injertos hechos con material procedente de plantas enfermas en plantas sa-
nas, apareciendo los sintomas en un perfodo que cambia segin la variedad
de la planta y la raza del virus.

Para ello se requiere que el virus sea sistémico en la planta, ademas de un
periodo lo suficientemente largo que permita el contacto de tejido vascular
en la unién de las partes injertadas.

El tipo de injerto utilizado no afecta para nada la transmisién, aunque
para reconocimiento o diagnosis debe utilizarse el mas conveniente. El pro-
ceso de transmisién por injerto ha sido denominado como método universal
de transmisién de virus, porque casi todos los virus pueden ser transmitidos
por este método.

2. Mecanica

Teniendo en cuenta que la transmisién por aperturas naturales como es-
tomas es poco corriente o improbable, el empleo de este método consiste en
la transmisién del virus a través de heridas o lesiones provocadas natural o
artificialmente, sobre todo en las hojas.
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Tabla 1. Grupos de virus fitopatégenos, caracteristicas de su genoma y tipo de arquitectura

Grupo Genoma Arquitectura Virus representativos
ComposiC. NO. No.
DE CADENAS PARTIC. TP TAMARO
/ FORMA (Nn)
Caulimovirus ADN Bicatenaria Circular Icosae 5 Cauliflower Mosaic Virus (CaMV)
Cassava Vein Banding Virus (CVBV)
Geminivirus ADN Monocat Circular Icosae 20x 30 Bean Golden Mosaic Virus (BGMV)
Maize Streak Virus (MSV)
Tomato Golden Mosaic Virus (TGMV)
Reovirus ARN Bicatenaria {cosae 60 x 75 Wound Tumor Virus (WTV)
Rhabdovirus* ARN Monocat Helicoi 160 a 380 Potato Yellow Dwarf Virus (PYDV)
Luteovirus ARN Monocat 1 Jcosae 50a95 Soybean Dwarf Virus (SDV)
25 Barley Yellow Dwarf Virus (BYDV)
Potato Leafroll Virus (PLV)
Tombusvirus ARN Monocat 1 Icosae. 30 Tomato Buchy Stunt Virus (TBSV)
Carnation Mottle Virus (CMV)
Sobemovirus ** ARN Monocat 1 [cosae. 30 Southern Bean Mosaic Virus (SBMV)
Tobacco Necrosis Virus ARN Monocat 1 Icosae. 25a 30 Tobacco Necrosis Virus (TNV)
Potexvirus ARN Monocat 1 Helicoi 480 a 580 Potato Virus X (PVX)
Cymbidium Mosaic Virus (CMV)
Tobamovirus ARN Monocat 1 Helicoi 300 Tobacco Mosaic Virus (TMV]}
Potato Mop Top Virus (PMTV)
Closterovirus ARN Monocat 1 Helicoi  [1.200a2.000 | Beet Yellow Virus (BYV)
Citrus Tristeza Virus (CTV)
Tymovirus ARN Monocat 1 Icosae 30 Turnip Yellow Mosaic Virus (TYMV)
Potyvirus ARN Monocat 1 Helicoi 680 a 900 Potato Virus Y (PVY)
Bean Common Mosaic Virus (BCMV)
Bean Yellow Mosaic (BYM)
Beet Mosaic Virus (BMV)
Lettuce Mosaic Virus (LMV)
Soybean Mosaic Virus (SMV)
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Tabla 1. Continuacién

—

Grupo Genoma Arquitectura Virus representativos
COMPOSIC. No. NO,
DE CADENAS PARTIC. Tiro TAMANO
/ FORMA (NM) .
Nepovirus ARN —I Monocat 2 [cosae 28 Tobacco Ring Spot Virus (TRSV]
Tomato Ring Spot Virus (TRSV)
Comovirus ARN Manocat 2 Icosae. 25 Cowpea Mosaic Virus (CMV)
Bean Pod Mottle Virus (BPMV)
Dianthovirus ARN Monocat 2 Helic. Beet Necrotic Yellow Vein Virus (BNYVV)
Potato Mop Top Virus (PMTV)
Tobravirus ARN Monocat 2 Helic. 185 v46  |Tobacco Rattle Virus (TRV)
Cucumovirus ARN Monocat 3 Icosae. 30 Cucumber Mosaic Virus (CMV)
Tomato Aspermy Virus (TAV)
Bromovirus ARN Monocat 3 [cosae. 26 Brome Mosaic Virus (BMV)
Broad Bean Mottle Virus (BBMV)
Cowpea Chlorotic Mottle Virus (CCMV)
[larvirus ARN Monocat 3 Icosae. 27,30v35 |Tobacco Streak Virus (TSV)
Citrus Leaf Rugose Virus [CiLRV)
Citrus Crinkly Leaf Virus (CiCLV)
Hordeivirus ARN Monocat 3 Helicoi. Barley Stripe Mosaic Virus (BSMV)
Alfalfa Mosaic Virus ARN Monocat 4 Helicoi. Alfalfa Mosaic Virus (AMV}
Rice Stripe Virus ARN Monocat 4 Helicoi. Rice hoja Blanca Virus
Tomato Spotted Wilt Virus*|  ARN Monocat o Icosae. 70-80 Tomato Spotted Wilt Virus (TSWV)

Virus con envoltura

nm = nanometro = 0.001 de micrén

©  Los virus que preseman virusoides hacen parte de este grupo

Icosae = lcosaédrico
Helicoi = Helicoidal
Monocat = Monocatenario
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En la actualidad la técnica mundialmente adoptada counsiste en espolvo-
rear las hojas de la planta a inocular con un abrasivo, que puede ser celita,
frotdindolas después con el mazo del mortero o con un copito de algodon
impregnado con el jugo extraido de la planta enferma, finalmente se deben
lavar las hojas con agua limpia para que la inoculacién sea exitosa.

3. Por vectores

Posiblemente es el método méds eficiente del cual se vale la naturaleza
para propagar los virus, y se denomina asf a la transmisién conseguida con la
ayuda de ciertos animales, principalmente insectos, denominados vectores.

Las interacciones virus-vector, vector-planta son extremadamente com-
plejas; cada planta, vector, virus y medio ambiente constituyen una condi-
cién particular.

La actividad virus-vector nunca es pasiva; existe siempre afinidad espe-
cifica entre la cdpsida del virus y el vector, tal es el caso entre la especifici-
dad de varias razas del «Barley Yellow Dwarf Virus» (BYDV], las cuales se
pueden diferenciar por sus vectores; laraza MAV se transmite principalmen-
te por el &4fido Macrosiphum avenae.

Los pulgones constituyen el grupo méds numeroso y eficiente de los vectores
de virus; son mds de cien las virosis as{ transmitidas. Existen diferentes tipos de
relacién entre el pulgén y los virus; los perfodos de adquisicidn, de latencia y de
retencién de la particula viral por el vector permiten clasificarlos en:

* Virus no persistentes o virus llevados en el estilete

La adquisicién y transmisién de la particula viral ocurre en segundos, la
persistencia en el vector es corta, no hay perfodo de incubacién en el insec-
to, es decir se transmite inmediatamente después de adquirido, el virus no se
encuentra en la hemolinfa del insecto y se pierde con la muda.

El grupo de los Potyvirus, entre los cuales se encuentran el Potato Virus Y
(PVY), el Bean Common Mosaic Virus (BCMV) y el Lettuce Mosaic Virus; los
Cucumovirus como el Cucumber Mosaic Virus (CMV) y el Tomato Aspermy
Virus (TAV) se transmiten de forma no persistente.

* Virus semipersistentes

Necesitan un periodo de adquisicién mayor que los no persistentes, el
insecto debe alimentarse en el floema y el perfodo de latencia es variable. El
virus no pasa a la hemolinfa y se pierde con la muda; necesita perfodos de
inoculacién largos v periodos de retencion de uno a dos dias, por lo tanto
puede infectar varias plantas.

El grupo de los Closterovirus, entre los cuales se encuentra el Citrus Tris-
teza Virus (CTV) (Figura 2b), es considerado semipersistente.
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* Virus persistentes o circulantes
P .

El vector necesita bastante tiempo para su adquisicién, el cual puede
variar entre quince minutos y una hora; el periodo de latencia es variable y el
poder infeccioso se mantiene varios dias, algunas veces hasta que el insecto
muere, 0 sea que tiene la capacidad de infectar sucesivamente numerosas
plantas.

Existe un periodo de incubacién en el insecto, necesario para que ocurra
la transmisién. Estos virus se acumulan en las glandulas salivales y cuando
el insecto muda conserva su poder infeccioso, lo cual significa que el virus
se encuentra en otros sitios del insecto diferentes de sus piezas bucales.

La especificidad virus-vector es muy estrecha y no pueden, en general,
transmitirse mecanicamente por lo que son virus que se multiplican en el
liber y deben ser inoculados en este tejido.

Dentro de este grupo estdn los virus persistentes propagativos; los cuales
se multiplican tanto en la planta como en el vector y algunos de estos vecto-
res pueden pasar el virus transovdricamente, en donde los huevos resultan
infectados y las ninfas o estados inmaduros son capaces de inocular plantas
desde su eclosién, como ocurre con el Rice Dwarf Virus (RDV) y el Rice Hoja
Blanca Virus.

Son vectores de virus, algunos homdpteros como: Cicadélidos, Aleirédi-
dos, Fulgéridos, Cercépidos y Membrécidos; nemdtodos de los géneros Xi-
phinema, Longidorus y Trichodorus; eriofidos como Aceria ficus y Eriophyes
insidiosus; hongos como Olpidium brassicae, vector del virus de la necrosis
del tabaco, Polymixa graminis, vector del virus del mosaico de! trigo y del
entorchamiento del arroz, Spongospora subterranea, vector del Mop-top de
la papa, y el hongo Synchytrium endobioticum, vector del virus X de la papa.

4. Por cascuta

La ciiscuta, planta pardsita de la familia de las Convolvulaceas, es trans-
misora de virus en la naturaleza y muy utilizada con fines experimentales.
Actida como puente, como si fuese un conducto o canal de transporte del
virus, intercambiando la savia entre planta enferma y sana.

5. Por semilla

La transmisién de virus por semillas ocurre muy poco, tiene importancia
en la diseminacién de ellos a través del comercio lo cual constituye un factor
vélido en la epidemiologia de ciertas enfermedades causadas por virus.

Semillas de soya provenientes de plantas afectadas con el Virus del Mo-
saico (SMV) dan plantulas infectadas y sanas en proporcién de 1:2; su trans-
misién depende generalmente de la infeccién en el embrién. Otros virus trans-
mitidos por semilla son el Tomate Mosaic Virus (TMV); el Southern Bean
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Figura 2. a) Virus de la hoja
blanca del arroz, b) Virus de
la tristeza de los citricos.

Mosaic Virus (SBMV); el virus del mosaico comun de la habichuela; el virus
del mosaico de la lechuga; el Tobacco Ringspot Virus (TRSV), entre otros.

Entre los factores que pueden influenciar el grado de transmisién por
semilla estan: 1. La especie o variedad de la planta hospedante, 2. La varian-
te o raza del virus, y 3. La edad de la planta en el momento de la infeccién.

Otras formas de transmisién que ocurren naturalmente son: por raices, al
entrar en contacto plantas enfermas con sanas y por polen, que aunque suce-
de muy poco en la naturaleza, es otra forma de diseminacién de ellos.
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Identificacion y reconocimiento

Es necesaria la identificacién de los virus que causan las enfermedades

de las plantas para enfocar las medidas de manejo o control. Los procedi-
mientos para ello varian de acuerdo con el virus involucrado y se logran
mediante:

Sintomatologia especifica en plantas hospederas.
Determinacion del método de transmisién: injerto, insectos, ciiscuta, etc.
Determinacidén del rango de posibles plantas hospederas.

Observacién morfolégica, por intermedio del microscopio electrénico,
de particulas y dafios celulares en el hospedero.

Purificacion y aislamiento para determinar:
— Caracteristicas fisico-quimicas.

— Interaccién o relacién con otras virosis.
— Propiedades del virus en jugo crudo.

—Caracterizacion serologica.

Caracteristicas Fisico-Quimicas

Se destacan las siguientes:

* Relacién o porcentaje de dcido nucleico (entre 5y 35%).
* Clase de dcido nucleico.

* Determinacion del aminodcido terminal.

* Niimero de capsémeros (subunidades proteicas).
* Peso molecular de la particula viral.

* Tamano y forma de las particulas virales.

* Constante de sedimentacion.

* Punto isoeléctrico.

* Movilidad electroforética.

* Coeficiente de difusion.

* Difraccién a los rayos X.

Interacciéon con otros Virus

Una relacion seroldgica estrecha entre un virus conocido y uno no deter-

minado proporciona evidencia de que este pueda ser una variante del virus
conocido. El método utilizado con este fin es de preinmunizacién, el cual se
basa en que una planta invadida por un virus suave (raza suave} no sufre
dafos graves posteriores si se reinocula con razas agresivas estrechamente
relacionadas con aquel; este es un caso de proteccién cruzada como el em-
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pleo de razas suaves del Virus de la Tristeza de los Citricos (C1V) contra
razas agresivas del mismo. Si la planta sufre dafio con facilidad por la inocu-
lacién se establece que son virus no relacionados.

Propiedades en jugo natural

Se debe tener en cuenta que hay mucha variacién experimental al deter-
minar estas caracteristicas, por lo tanto, los virus deben compararse en las
mismas condiciones ambientales, utilizando en lo posible las mismas plan-
tas hospederas.

— Grado de inactivacién térinica

Se denomina as{ la temperatura necesaria para lograr la completa inacti-
vacion del virus, en un jugo tratado durante un periodo de diez minutos.

Se determina colocando en bafio Maria jugo natural sin diluir, proceden-
te de plantas infectadas en tubos pequefios que permitan la difusidn rdpida
de calor al jugo durante diez minutos, generalmente a intervalos de 5 grados
entre 40 y 95 °C; procediendo luego a enfriar rdpidamente para inocular plan-
tas indicadoras.

* Longevidad in vitro

Se determina guardando el jugo infectivo en recipientes cerrados que se
mantienen a temperatura ambiente. inoculando el jugo en plantas indicado-
ras a intervalos que se duplican sucesivamente, hasta que el jugo deja de ser
infectivo.

* Punto final de dilucidn

Se establece mediante una serie de diluciones del jugo infectivo, con un
factor de 10 (1/10, 1/100, 1/1.000, ... 1/100.000), inoculando plantas con cada
dilucién para determinar la vltima de éstas a la cual el extracto es infectivo.

Caracterizacion serolégica

Las técnicas serolégicas constituyen el método maés rdpido y especifico
en el estudio de las enfermedades virales y son una de las principales formas
de identificar virus y de establecer la relacién y las similitudes entre estos.
Su limitacién reside en que sdlo se pueden aplicar a aquellos virus que se
pueden purificar. Se basa en que las reacciones seroldgicas son el resultado
de la combinacidn especifica entre antigenos y anticuerpos.

Los antigenos son sustancias, generalmente una proteina, de peso mole-
cular superior a 10.000 dalton’, que inyectadas en animales, usualmente co-
nejos, provocan la aparicién de anticuerpos (inmunoglobulinas, 1gG) con los
cuales reaccionan especificamente.

* Dalton: Unidad de masa, igual a 1.66x10? kg.
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En el caso de los virus, la cépsula o cdpside de naturaleza proteica les
confiere la propiedad de ser antigenos al ser inyectados en animales.

Métodos de deteccidn
— Método Elisa

La deteccién del antigeno (virus) por los anticuerpos correspondientes se
hacia por una simple visualizacién del precipitado antigeno/anticuerpo,
mediante técnicas serolégicas de aglutinacién y precipitacién. Hoy en dia
los métodos conocidos como conjugados, entre los que se encuentra el méto-
do Elisa (Enzyme LinKed Inmunosorbent Assay), son los mas utilizados, ya
que permiten detectar muy pequeilas cantidades de virus.

La era moderna de la tecnologia del diagnéstico en el manejo de las en-
fermedades de las plantas comenzé en 1976, con la primera aplicacién de la
técnica del ensayo inmuno-absorbente ligado a la enzima o Elisa. A media-
dos de la década de los afios ochenta aparecieron en el comercio los “Kits”
de deteccidn, los cuales, luego de una serie de pasos sencillos, permiten la
caracterizacion del agente causal de la enfermedad; en algunos casos el re-
sultado se obtiene en diez minutos.

Los conjugados consisten en enzimas tales como fosfatasa alcalina, pe-
roxidasa, etc., que son capaces de producir, actuando sobre un sustrato, co-
lores vivos facilmente visibles incluso a simple vista.

El método Elisa se presenta en diferentes variables como el Elisa Sand-
wich (DAS) cuyo esquema operacional es el siguiente (Figura 3).

1. Adicién de anticuerpos (IgG) especificos para tapizar los pocilles.

2. Anadir la muestra: el agente patégeno (virus); si lo hay, se fija a los anti-
cuerpos especificos.

3. Afiadir anticuerpos especificos marcados con la enzima. Se fijardn los
agentes patégenos de la muestra.

4. Afiadir el sustrato especifico de la enzima, para que produzca reaccién,
que serd positiva si se produce coloracién; esta serd proporcional a la
concentracién del virus en la muestra.

* Sueros monoclonales

Un importante progreso en serologia es la posibilidad de obtener anti-
cuerpos monoclonales. Una particula de virus contiene numerosos sitios
antigenos, y cuando se inyecta a un animal los anticuerpos correspondien-
tes a cada uno de estos sitios se sintetizan y se sobreafiaden a los que ya
existen y se sabe que cada célula competente sélo segrega un tipo de anti-
cuerpo. Si se hace fusionar una de esas células con una célula de mieloma

225



Marina Sdnchez de Prager - Fernando Marmolejo De la Torre - Nelson Brave Otero

(células donde se sintetizan las gammaglobulinas) se obtiene un hibrido-
ma, que colocado en un cultivo constituye una linea que segrega anticuer-
pos de forma permanente. Por métodos de clonacién y de seleccion se pue-
de elegir la linea celular que produce el anticuerpo que se desee; se selec-
cionard, por ejemplo, el anticuerpo que tenga mayor afinidad por un virus,
0 el que reconozca una raza precisa del virus y las demds. Esta produccidn
continua in vitro de anticuerpos tiene ademads la ventaja de poder servir de
referencia estable.

Los métodos inmunolégicos s6lo detectan la cdpsida del virus, es decir,
una parte solamente del producto de sus genes.

1. Tapizado. Fijacion de anticuerpos es-
pecificos (%) IgG del agente patégeno
a detectar sobre un soporte (placa) uti-
lizado como inmunoadscrbente.

Lavado

2. Adicién de la muestra (antigeno) (Q);
si el agente patégeno estd presente, re-
accionara con su anticuerpo (IgG) es-
pecifico quedando fijados a la placa.
Lavado

3. Adicién de los anticuerpos ( () espe-
cificos del antigeno a detectar, conju-
gados o marcados con una enzima.
Lavado

Adicidn del sustrato (g g) sobre el cual
sca capaz de actuar la enzima marca-
dora.

5. Lectura de las placas a simple vista o
con un colorimetro a la longitud de
onda apropiada segin el producto fi-
nal coloreado.

Figura 3. Método de deteccion de virus por el metodo Elisa “Sandwich” (DAS).
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* Hibridacion con sondas cADN

El método de hibridacion de secuencias de dcido nucleico constituye la
tecnologia mas moderna aplicada a la deteccidén de los fitopatdgenos, entre
ellos Jos virus. Consiste en pegar oligonucledtidos sobre un soporte sélido y
luego analizar cémo las moléculas de ADN o ARN del patégeno que se quie-
re identificar se hibridizan a las sondas fijas.

Dentro de las nuevas técnicas se encuentra la reaccién en cadena de la
polimerasa o PCR (Polymerase Chain Reaction), que consiste en amplificar
secuencias especificas de dcido desoxirribonucleico (ADN]), de tal manera
que a partir de una minima cantidad de este compuesto se obtienen niveles
suficientes para ser detectados en un gel de electroféresis. La parte mds im-
portante posee tinicamente el patégeno, el cual puede utilizarse para realizar
una amplificacion selectiva del ADN.

Viroides

A principios de la década de 1970 se crefa que las enfermedades de plan-
tas y animales eran causadas solamente por hongos, bacterias o virus. En
1967, los estudios iniciados para determinar la naturaleza del agente causal
del tubérculo ahusado o fusiforme de la papa «Potato Spindle Tuber Disea-
se» -PSTV- (Figura 4a) y la Exocortis de los citricos -CEV- (Figura 4b), lleva-
ron al descubrimiento de un nuevo grupo de patégenos en las plantas: los
viroides.

Las investigaciones preliminares demostraron que estos nuevos agentes
infectivos, los viroides, no sélo sedimentaban a una velocidad mds baja que
la mayoria de las particulas de virus analizadas, sino que ademds lo hacian
mds lentamente que la fraccion de dcido nucleico de tales particulas. Estos
resultados Hevaron a la conclusidn de que estos nuevos agentes causales de
enfermedades en plantas podrian ser .ADN o ARN. Tratando el material in-
fectivo con la enzima ribonucleasa, que digierc el ARN, se inactivaba el agente;
mientras que el tratamiento con enzimas que degradaban el ADN o las pro-
teinas por el contrario no tenia ningun efecto sobre la infectividad de la par-
ticula. Esto significaba que el elemento esencial en la infeccién tenia que ser
ARN y que probablemente no habia ni proteina ni ADN implicados.

Los estudios revelaron en 1971 que ellos eran simplemente moléculas de
ARN desnudo, con peso molecular de aproximadamente 120.000 dalton, es
decir, diez veces mds pequefios que el menor de los virus conocidos y se les
llamé viroides.

¢ Qué son los viroides?

Los viroides son &cidos nucleicos de bajo peso molecular, que estédn pre-
sentes en ciertos organismos; pero cuando se inoculan en ellos se multipli-
can en forma auténorna ocasionando enfermedad.
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Los viroides son elementos patégenos autorreproducibles, cadenas cir-
culares de 240 a 380 nucledtidos, no protegidos por una cdpsida (proteina);
tienen un genoma diez veces mas reducido que los mds pequenos bacteriéfa-
gos de ARN y solamente se les ha encontrado en las plantas superiores en las
cuales ocasionan graves enfermedades.

Los viroides son pequenas moléculas de dcido ribonucleico (ARN) de
bajo peso molecular, que pueden infectar a las células vegetales, se automul-
tiplican y producen enfermedad.

Los viroides difieren de los virus por lo menos en dos caracterfsticas:

1. El tamafio del ARN, el cual tiene un peso molecular que va de 75.000 a
120.000 en los viroides, comparado con el valor de 1.000.000 - 10.000.000
de los virus autorreduplicables.

2. El ARN de los virus se encuentra rodeado por una cubierta de proteina,
mientras que los viroides carecen de ella y al parecer existen como ARN
libres.

El pequefio tamano del ARN de los viroides indica que estdn constituidos
por un numeroe aproximado de 250 a 350 nucleétidos. La comprobacién de
que los viroides existen como moléculas de ARN libres més que como nu-
cleoproteinas, requiere el uso de métodos de extraccidn, aislamiento y purifi-
cacién bastante distintos de los que se utilizan para los virus y su observacién
en el microscopio electrdnico se hace extremadamente dificil, aun en prepa-
raciones purificadas, mientras que en la savia o0 en los tejidos de las plantas
su deteccidn con el microscopio electrénico generalmente es imposible.

Origen de las enfermedades causadas por viroides

Las enfermedades causadas por viroides han sido reconocidas reciente-
mente, v en opinién de algunos investigadores su origen y aparicién son
atribuidos a la introduccién de métodos intensivos en la agricultura, espe-
cialmente monocultivos.

Dichos métodos han contribuido a la diseminacidn, en ocasiones inad-
vertida, por via vegetativa, mediante la propagacién de plantas asintomati-
cas afectadas por viroides, tales como tubérculos de papa, esquejes de cri-
santemo, injerto de manzanas, citricos y vides.

Otra explicacién del posible origen de los viroides en plantas cultivadas
es que se originaron por introduccién accidental desde reservorios de plan-
tas silvestres, lo cual supone que los viroides no producen sintomas en hos-
pederos nativos o plantas silvestres.

Muiltiplicacion

Se desconoce la forma mediante la cual se multiplican los viroides. Se
encuentran casi exclusivamente en los nucleolos de las células infectadas y
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los experimentos han demostrado que el ARN de los viroides no funciona
como ARN mensajero. A diferencia del ADN o ARN de los virus, no se tradu-
ce a enzimas que participan en su propia replicacién. La localizacién de los
viroides en el nicleo y su incapacidad de actuar como ARN mensajero ha
llevado a la hipdtesis de que causan los sintomas interfiriendo con la regula-
cién génica de las células infectadas. Esta hipétesis es apoyada por el hecho
de que ciertas proteinas vegetales, que se encuentran en células sanas, se
presentan en cantidades mayores en células infectadas.

Por el pequefio tamafio del ARN de los viroides parece que no tiene la
suficiente informacién incluso para codificar una sola enzima replicasa que
es la que efectia la copia de una hélice de dcido ribonucleico en otra hélice
complementaria del ARN. De ahi que sea incapaz de llevar a cabo la multi-
plicacién del viroide.

Recientemente se ha sugerido que los viroides se multiplican al copiar
directamente el ARN, este es un proceso en el cual todos los componentes
que se requieren para la replicacién del viroide, incluyendo la ARN polime-
rasa, son proporcionados por el hospedero.

Aln se desconoce taimbién la forma mediante la cual los viroides produ-
cen enfermedad. Las enfermedades generadas por estos patégenos muestran
una gran variedad de sintomas que se asemejan a los ocasionados por las
infecciones virales. Parece que la cantidad de viroides que se producen en
las células es extremadamente pequeiia, de ahi que sea improbable que arro-
jen un déficit en los nucledtidos del ARN de las células. Ademads, como suce-
de con los virus, muchos de los hospederos infectados no muestran dafios
considerables, aunque parece que los viroides se duplican en ellos, tal como
lo hacen en hospederos sensibles. Asi aparentemente los viroides afectan el
metabolismo del hospedero en forma que se asemeja a los virus.

Transmision y diseminacion

Los viroides se diseminan desde las plantas enfermas a las sanas, prin-
cipalmente por medios mecédnicos, es decir, a través de la savia, en las
manos o herramientas durante las actividades de propagacion o de cultivo
y. por supuesto, mediante propagacion vegetativa. Algunos viroides, como
el del tubérculo ahusado de la papa, achaparramiento del crisantemo y la
mancha clorética de este iltimo, son transmitidos con gran facilidad a
través de la savia, mientras que otros, como la exocortis de los citricos, lo
son a través de la savia pero con dificultad. Algunos de ellos, como en el
caso del tubérculo fusiforme de la papa, se transmiten a través de la semi-
lla y del polen en proporciones que van desde 0 hasta 100%. No se conoce
hasta ahora ningun insecto especifico u otros vectores de los viroides, aun-
que parece que estos tltimos son transmitidos a través de las patas o las
partes bucales de algunos insectos. Experimentalmente el PSTV puede ser
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transmitido por los dfidos Macrosiphum euphorbiae y Myzus persicae de
papa a plantas de tomate.

La mayor diseminacién de las enfermedades causadas por viroides en el
campo y viveros ocurre por herramientas y maquinaria contaminadas. El
PSTV puede ser diseminado cortando tubérculos sanos con navajas que pre-
viamente fueron usadas en tubérculos enfermos.

Se cree que en la naturaleza los viroides sobreviven fuera del hospedero
o en el material vegetal inerte, durante periodos que van desde unos cuan-
tos minutos hasta algunos meses. En general parece que invernan en plantas
hospederas perennes que incluyen a los hospederos més importantes de
casi todos los viroides que se conocen. Los viroides comtinmente son muy
resistentes a las altas temperaturas.

Se sabe aproximadamente de dieciséis enfermedades en plantas, causa-
das por viroides (Tabla 2).

Tabla 2, Nombre del viroide, cultivo y aiio en que fue detectado.

NOMBRE DEL VIROIDE CuLTIVO ANO
Potato Spindle Tuber Viroid (PSTV) Papa 1971
Citrus Exocortis Viroid (CEV) Citricos 1972
Chrysanthemum Stunt Viroid (ChSV) Crisantemo 1973
Chrysanthemum Chlorotic Mottle Viroid (ChCMV) Crisantemo 1975
Coconut Cadang Cadang Viroid (CCCV) Cocotero 1975
Cucumber Pale Fruit Viroid (CPFV) Pepino 1976
Hop Stunt Viroid (HSV) 1977
' Columnea Latent Viroid (CLV) 1978
Avocado Sunblotch Viroid (ASBV) Aguacate 1979
Tomato Apical Stunt Viroid (TASV) Tomate 1981
Tomato Planta Macho Viroid (TPMV) Tomate 1082
Burdock Stunt Viroid (BSV) 1983
Carnation Stunt Viroid (Car.SV) Clavel 1985
Apple Scar Skin Viroid (ASSV) Manzana 1985
Grapevine Viroid (GV) Uva 1985
Citro Variable Viroid (CvaV) Citrén 1985

230



MICROBIOLOGIA: ASPECTOS FUNDAMENTALES

Figura 4. a) Potato Spindle Tuber Viroid o Tubérculo ahusado de la papa (PSTV), b)
Citrus Exocortis Viroid (CEV).
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Priones

Estos agentes causales de enfermedades infecciosas plantean un acertijo
biolégico; contienen proteina y se reproducen en las células, pero no se ha
encontrado en ellos ADN ni ARN.

Los 4cidos nucleicos ADN y ARN son el comin denominador de la vida
y el dogma central de la biologia molecular; la informacién genética fluye
invariablemente de los dcidos nucleicos a las proteinas.

El agente infeccioso denominado prién constituye, segun parece, la ex-
cepcién més notable a la regla de que cada organismo lleva en si d4cidos nu-
cleicos que definen su propia identidad.

Se sabe que el prion es capaz de iniciar la produccién de nuevos priones,
al menos en ciertas células de mamffero, ademds, entre sus componentes
moleculares hay al menos una proteina, por lo que seria de esperar la presen-
cia de un molde de ADN o ARN que especifique su estructura.

Las pruebas remitidas hasta el momento indican, sin embargo, que el
prién carece absolutamente de dcido nucleico y en dltima instancia, en caso
de que se encontrara algo de él, probablemente no bastaria para codificar la
estructura de la proteina.

No se conocen enfermedades en plantas ocasionadas por este grupo de
agentes infecciosos, los cuales son causantes de un grupo de patologias neu-
rodegenerativas letales caracteristicas de mamiferos, incluyendo al hombre.
Estos agentes son capaces de transmitirse de hospedero a hospedero con ele-
vados tiempos de incubacidn.

A diferencia de los virus y viroides, son resistentes a tratamientos inacti-
vantes de dcidos nucleicos, pero comparten con éstos la existencia de una
variabilidad de indculos dentro de la misma especie (diferenciables por el
patrén de la lesién y la magnitud del tiempo de incubacién) y de una infec-
tividad sujeta a barrera de especie.

La transmisién de priones entre distintas especies es un proceso varia-
ble, parece comprobada la transmisién de vacas a humanos, y en el caso de
ocurrir es muy poco eficaz y sucede con una prolongacién del tiempo de
incubacién que tras pasos subsiguientes, o adaptacién, se acorta y estabiliza
y la transmision deja de ser un proceso probabilistico.

La barrera de especie ocurre por la manifestacién de las restricciones de
secuencia de un proceso de reconocimiento molecular.
” ; 3
¢Qué son los priones? B

Son protefnas que poseen la disposicién de infectar células. Estas protei-
nas tienen capacidad de autogeneracion, al igual que las bacterias y virus
que producen enfermedades infectivas habituales.
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En las células existen proteinas normales (protopriones) que, al sufrir un
cambio en su estructura, se transforman en priones. El cambio en la estructu-
ra de las proteinas puede ocurrir por dos mecanismos:

1. Mutacién en el gen normal (enfermedad de Creutzfeld-Jacob).

2. Consumo de alimentos (enfermedad de las vacas locas); en este caso el
alimento contiene la proteina alterada en su estructura (prién). Esta cau-
sarfa la transformacién de las proteinas celulares normales (protoprio-
nes) en proteinas alteradas (priones).

Estructura

La biisqueda de la entidad molecular constitutiva de este agente revelé
como componente mayoritario, si no tnico, una proteina PrP.Sc (proteina de
prién de scrapie) v la ausencia de un dcido nucleico especifico. Con estas
premisas estructurales, unidas a la capacidad de infeccidén, Prusiner S. B.
acuiié el término PRION (particula infecciosa de naturaleza proteica) para
diferenciarlo de virus y viroides,

Dadas las caracteristicas poco convencionales de los priones se han ela-
borado numerosas hipétesis sobre su estructura, siendo en la actualidad la
de mayor aceptacién la conocida como “Sdlo proteina” planteada por Griffi-
th en 1967, formalmente enunciada y actualizada por Prusiner:

“Se denomina prién a la forma alterada de una protefna celular funcional
(PP en mamiferos) que ha podido perder su funcién normal pero que ha
adquirido la capacidad de transformar la forma normal en patolégica”.

La proteina celular del prién

La proteina del prién estd codificada por un gen cromosémico de copia
tnica que ha sido identificado en mds de trece especies de mamiferos.

El producto traducido a partir del ARNm es una cadena polipeptidica de
alrededor de 250 aminodcidos, dependiendo de la especie.

La conclusién de que el componente del prién es proteico y de que su
presencia es necesaria para la infeccidn, se basé en la capacidad de distintos
reactivos quimicos para alterar la infectividad al dafiar las protefnas del prién;
ya que sustancias que no tienen efecto sobre las protefnas no la alteran.

La prueba mds clara del experimento se hizo con proteasas, con las cua-
les se demostré en forma convincente que estas enzimas sf reducfan la infec-
tividad del prién. En comparacién con la mayoria de las proteinas celulares,
el PRP (proteina del prién) es resistente al tratamiento con proteasas. Deter-
gentes como dodecil-sulfato sddico (SOS) y otros como fenol-urea y otras
sales reducen la actividad bioldgica de los priones.

Se ha intentado en repetidas.ocasiones inactivar los priones con trata-
mientos quimicos que atacan los dcidos nucleicos, en este caso empleando
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nucleasas, incluyendo enzimas que destruyen a la vez ADN y ARN sin que
se disminuya significativamente la infectividad del prién.

Una posible objecién a estos resultados es que las enzimas no tengan
acceso a los dcidos nucleicos; muchos virus sen resistentes a las nucleasas
porque la cubierta proteica los protege, sin embargo, al tratar los priones con
moléculas denominadas Psoralenos, que atraviesan la cubierta proteinica de
la mayoria de los virus, y al exponerlos a la luz ultravioleta esta sustancia se
une al dcido nucleico y lo inactivan; al probar la infectividad del prién no se
observé pérdida de ella.

El fracaso de la deteccién del dcido nucleico en los priones no niega
su existencia. Podrian esconderse de alguna manera en una estructura
que los rodease, o presentarse en cantidades tan pequefias que impidan
su deteccion.

El peso molecular del PrP corresponde a una cadena de al menos 250
aminodcidos y parece razonable sugerir que si el prién tiene dcido nucleico,
probablemente su longitud no supera los 50 nucledtidos y segin el cédigo
genético convencional debe haber tres nucleétidos por cada aminodcido; por
lo tanto, el supuesto genoma del prién no podria codificar una proteina que
tuviese mds de una docena de aminodcidos.

Sélo existe un camino para establecer con certeza que el prién es pura
proteina: determinar la secuencia completa de aminoécidos del PrP, sinteti-
zar una proteina artificial con esa misma secuencia y demostrar que posece
idéntica actividad biolégica que el PrP natural.

Multiplicacion

El mecanismo mediante el cual se multiplican los priones no se conoce
con precision. Aungue algunos investigadores siguen postulando la necesi-
dad de un dcido nucleico especifico de priones, no existen evidencias fisicas
ni quimicas de su existencia. En el caso de existir, cabe esperar que dicha
molécula dirija la multiplicacién de priones empleando una estrategia simi-
lar a la de los virus.

Existen en esencia tres hipétesis sobre su multiplicacién: la primera es
que el prién, a pesar de todas las indicaciones a favor de lo contrario, es un
virus tipico con un genoma de ADN o ARN que determine la estructura com-
pleta de la proteina del pridn; la segunda es que, de alguna manera, los ami-
nodcidos de PrP especifiquen su propia secuencia durante la replicacién del
prién. Ello se efectuaria indirectamente, por medio de la “traduccidn inver-
sa” de la proteina a ADN o ARN, que luego interpretaria el aparato celular, a
la manera habitual, para fabricar mds proteina. Tal proceso no se ha observa-
do jamds y constituiria una flagrante violacién del dogma central, que esta-
blece que el flujo de informacién va, en la célula, de los nucledtidos a las
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protefnas. La tercera hipétesis es la de que exista un gen de ADN que no se
encuentre en el prién y que codifique la secuencia de aminoécidos de la
proteina del prién. Ese gen debe ser un componente del genoma normal del
hospedero y que la infeccién lo activard de alguna manera. Una objecién a
esta hipétesis es la observacidn de que parece haber varias “razas” o “cepas”
de priones, y si la replicacién no requiere sino de la activacién de un gen,
entonces, ;cémo puede el mismo hospedante servir de hospedador a varios
priones?

¢ Qué enfermedades producen?

Los priones son los agentes causantes de un grupo de patologias neuro-
degenerativas letales caracteristicas de mamiferos, también conocidas como
encefalopatias espongiformes transmisibles.

Se conocen unas pocas enfermedades causadas por priones: el prurito
lumbar (scrapie), una alteracidn neurolégica de ovejas y cabras; la enferme-
dad de Creutzfeld-Jacob, una rara demencia humana y la enfermedad de las
vacas locas.

Los priones se consideran también agentes probables de otras enferme-
dades humanas que afectan el sistema nervioso: el Kuru, observado sélo en
las tribus de las tierras altas de Nueva Guinea; el sindrome de Gerstmann
Strausslery y la enfermedad de Alzheimer, la cual posiblemente es la mds
importante por ser la forma mds comiin de demencia senil y la cuarta de las
principales causas de muerte en el hemisferio occidental.

El prurito lumbar y demds enfermedades en las que estén implicados los
priones se codifican como “enfermedades lentas”. Se caracterizan por un
prolongado periodo de infeccidn, durante el cual el paciente o los animales
no muestran sintomas.
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Glosario

Acelular. No compuesto por células.

Aceptor de electrones. Substancia que acepta electrones durante la reaccién
de 6xido-reduccidn. El aceptor de electrones es un oxidante.

Acérvulo. Cuerpo fructifero en forma de copa que contiene conidiéforos cor-
tos y conidias, caracteristico de los Melanconiales.

Acetogénesis. Proceso en el cual bacterias reductoras de CO, producen ace-
tato en lugar de metano (CH,).

Acetégeno. Microorganismo que rompe la molécula de acetato en CH, y CO,.

Acido Desoxirribonucleico - ADN. Polimero de nucleétidos unidos por un
esqueleto de azuacar fosfato de soxirribosa; es el material genético de la
célula. Molécula universal de la herencia.

Acido Nucleico. ADN o ARN. Polimero formado por nucleétidos que contie-
nen las bases purinicas adenina, guanina y las bases pirimidicas citosi-
na, timina y uracilo.

Acido Ribonucleico - ARN. Polfmero de nucledtidos conectados por un es-
queleto de fosforribonucledtidos que participan en la sintesis de pro-
teinas. Polimero lineal de ribonucledtidos en el cual los residuos de
ribosa estdn unidos por enlaces 3 5'- fosfodiéster. Las bases nitrogena-
das fijas a cada residuo de ribosa pueden ser adenin, guanina, uracilo o
citosina.

Acido teicoico. Acido Polisérido que contiene ya sea glicerol o ribitol unidos
por enlaces fosfato diéster. Se encuentra en las paredes de las bacterias
Gram-negativas.

Aciddfiles. Organismos que crecen mejor en condiciones de pH bajo.

Aclorofilo. Garente de clorofila.
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Adquisicion. Duracién minima de la presencia de un insecto sobre una plan-
ta enferma para adquirir poder infeccioso.

Aecia. Estado de las royas, formada por células hifales, binucleadas, que
produce cadenas de aeciosporas.

Aeciospora. Espora binucleada producida por una aecia.

Aerobios. Aquellos organismos que para crecer requieren la presencia de O,
Pueden ser facultativos, estrictos o microaerofilicos.

Agalla, Sobrecrecimiento que se presenta en algin 6rgano de la planta, como
resultado de la multiplicacién anormal de células debido al ataque de
ciertos patégenos.

Agua de gutacién. Liquido de composicién compleja que exudan las plan-
tas, especialmente a través de los hidédtados.

Alcaléfilos. Organismos que crecen a pH superior a 7.
Alga. Grupo de microorganismos clorofilicos eucariotes.

Aminodacido. Componente elemental de las proteinas que contienen las fun-
ciones de dcido (COOH) y amina (-NH,).

Anabolismo. Conjunto de reacciones bioquimicas por las cuales una célula
construye sus moléculas a partir de otras més simples. Generalmente
requiere energia.

Anaerobios. Aquellos organismos que se desarrollan en ausencia de O,. Pue-
den ser anaerobios facultativos o estrictos.

Anaerobio facultativo. Organismo que se desarrolla en presencia o ausencia
de oxigeno.

Anaerobios estrictos. Organismos incapaces de utilizar el O, como aceptor
de electrones, el cual se torna téxico para ellos.

Anamorfo. Formas del estado asexual de los hongos.

Anatomia. Estructura, nimero, localizacién y relaciones de las distintas par-
tes de los organismos vivientes.

Anteridio. Gameta correspondiente al 6rgano sexual masculino.

Antibiéticos. Productos metabdlicos naturales de un organismo, que en pe-
quenias cantidades actiian destruyendo o inhibiendo el crecimiento de
otros organismos.

Anticuerpo. Compuestos proteinicos (inmunoblogulina) sintetizados por las
células pldsmicas en respuesta a la presencia de antigenos especificos
y que tienen la capacidad de reaccionar contra ellos.
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Antigeno. Cualquier sustancia que estimule una respuesta inmune; por lo
general se trata de proteinas de alto peso molecular o de un carbohi-
drato de gran tamano ajeno al cuerpo.

Aplanospora. Espora no mévil, sin flagelo.
Apotecio. Ascocarpo abierto.

Archaea. Procariotas que son capaces de crecer en ambientes limitantes para
otros organismos, gracias a caracteristicas especiales. Incluye los me-
tanégenos, la mayoria de los haldfilos extremos e hipertermdéfilos.

Arqueobacterias. Archaea. Grupo de procariotes infrecuentes que incluye
las bacterias metanogénicas, bacterias extremadamente halofilicas y
ciertas bacterias termoacidofilicas.

Artrospora. Espora resultante de la fragmentacién de una hifa.

Asca. Célula en forma de saco, caracteristica de la clase ascomycetes, que
contiene por lo general un nimero definido de ascosporas (general-
mente ocho).

Ascocarpo. Cuerpo fructifero que contiene ascas.
Ascogonio. Gametangio sexual femenino de los ascomycetes.

Ascostroma. Ascocarpo estromatico, portador de ascas en l6culos dentro del
estroma.

Autétrofos. Organismos con la capacidad de utilizar el CO, como fuente de
carbono, capaces de producir su propio alimento. Usan compuestos
quimicos inorgdnicos o luz como fuente de energia. Constituyen la base
(productores) de las cadenas alimenticias.

Bacilos. Células bacterianas en forma de varilla o bastén, rectas o ligeramen-
te curvadas.

Bacteria. Todo el grupo de microorganismos procariotes.

Basidio. Estructura caracteristica de los basidiomycetes, la cual lleva sobre
su superficie un ntimero definido de basidiosporas.

Basidiospora. Espora formada sobre la parte externa de un basidio.

Bicatenaria. Estructura viral con dos cadenas de acido nucleico cuya se-
cuencia es complementaria.

Bromovirus. Grupo de virus monocatenario con tres particulas en su geno-
ma, icosaédrico, originado del término Brome Mosaic Virus.

cADN. ADN complementario de una cadena de ARN.,

Cépsida. Conjunto de proteinas que forman proteccién alrededor del dcido
nucleico del virus.
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Capsémero. Cada una de las unidades proteicas que en conjunto forman la
capsida de los virus.

Cépsula. Capa difusa de polisacaridos exterior a la pared celular de algunas
bacterias.

Catabolismo. Conjunto de reacciones biogquimicas que conducen a la pro-
duccién de energia utilizable (ATP) por la célula, mediante la degrada-
cién de compuestos orgénicos e inorgdnicos.

Catalasa. Enzima altamente eficiente que cataliza la degradacién del perdxi-
do de hidrégeno, molécula altamente téxica para las células, que da
origen a oxigeno molecular v agua.

Caulimovirus. Grupo de virus, bicatenario con ADN en su genoma, de forma
icosaédrica, que se origina del término Cauliflower Mosaic Virus.

Cenocitico. Se refiere a micelios no septados, los miicleos estdn rodeados por
el citoplasma sin estar separados por paredes transversales, o en una
matriz comun.

Chancro o cancro. Lesién necrética circular y ligeramente hundida que se
presenta en tallos, ramas o frutos suculentos.

Cianobacterias. Bacterias verde-azules (antiguamente algas verde-azules);
procariotes fotosintéticos que efectian fotosintesis.

Ciclo de Calvin. Via bioquimica mediante la cual muchos organismos auté-
trofos fijan CO,.

Ciclo de Krebs. Conocido también como ciclo del dcido tricarboxilico o del
4cido citrico. Consiste en una serie de reacciones en ciclo en las cuales
el acetato se convierte en NADH y CO,,

Cleistotecio. Ascocarpo completamente cerrado.

Cloroplasto. Organela que contiene la clorofila en los eucariotes; sitio de la
fotosintesis.

Closterovirus. Grupo de virus, monocatenario, helicoidal, que se origina de
la palabra Cléster, que significa hilo o filamento.

Cocos. Células bacterianas esféricas o ligeramente elipticas.

Comovirus. Grupo de virus, monocatenario, con ARN, icosaédrico; que se
origina del término Cowpea Mosaic Virus.

Componente «Middle». Conjunto de particulas de virus de densidad media,
que se ubican en la mitad del tubo al ser centrifugadas.

Componente «Top». Designa al conjunto de particulas de virus de débil den-
sidad, en general desprovistas de dcidos nucleicos, que se ubican en la
parte superior del tubo al ser ultracentrifugados.
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Componente «Bottom». Conjunto de particulas de virus de densidad que
sedimentan en el fondo del tubo al ser centrifugadas.

Conidia. Espora asexual no mdvil.

Conidiéforo. Hifa simple o ramificada que sale de una hifa somdtica y lleva
en su dpice o lateralmente una o mds células conididgenas.

Cromosoma. Estructura que contiene el DNA en los eucariotes, generalmen-
te formando complejos con histonas.

Cucumovirus; Grupo de virus, monocatenario, con ARN, icosaédrico; se ori-
gina de los términos Cucumber Mosaic Virus.

Dalton; Unidad de masa atémica, igual a 1,66 x 10°7 kg.

Decapsidacién. Mecanismo que permite al d4cido nucleico salir de la particu-
la viral para iniciar el ciclo de multiplicacién.

Desaminacién. Eliminacién de un grupo amino de una molécula, especial-
mente un aminodcido.

Descarboxilacion. Liberacion de moléculas de diéxido de carbono a partir
de dcidos orgdnicos.

Dioco. Hongos en los cuales los érganos sexuales aparecen separados en ta-
los distintos.

Diplococo. Bacterias en forma de coco que se agrupan por pares.

Donador de electrones, Sustancia que dona electrones en una reaccién de
6xido-reduccién. El donador de electrones es un reductor.

Electroforesis. Técnica que permite la emigracién de elementos cargados en
un campo eléctrico que atraviesa un medio liquido o gelificado.

Elisa. Enzyme Linked Inmunisorbent Assay. Método inmunolégico de diag-
nostico de los virus.

Empalizada. Forma de arreglo de algunas bacterias del tipo bacilos <olocén-
dose unas al lado de otras por el eje més largo.

Encapsidacién. Mecanismo que permite al dcido nucleico viral rodearse de
protefna para formar la particula de virus o virién.

Endocitosis. Proceso por el cual entran sustancias al citoplasma mediante
vesiculas membranosas.

Endospora. Cuerpos fuertemente retractivos que forman ciertas bacterias
capaces de resistir el calor, la desecacién y agentes desinfectantes . Se
presentan en los géneros Bacillus, Clostridium, Desulfotomaculum, Spo-
robalobacter, Sporolactobacillus, Sporosarcina, Sulfidobacillus y Syn-
thospora.
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Endotoxina. Toxina no liberada de la célula, limitada a la superficie celular
o intracelular.

Entidades acelulares. Término genérico empleado para referirse a los virus,
viroides,virusoides y priones.

Epifitico. Organismos o entidades que estdn presentes en la superficie de la
planta o cualquiera de sus 6rganos sin causar prejuicio alguno.

Epifitotia. Explosion estacional generalizada y destructiva de una enferme-
dad en las plantas.

Esclerocio. Estructura compacta, resistente a condiciones desfavorables que
pueden permanecer en reposo durante largos periodos y germinar al
tener de nuevo condiciones favorables.

Espacio periplasmico. Area entre la membrana plasmaética y la pared celular
que contiene ciertas enzimas que participan en el metabolismo.

Especie tipo. También conocida como tipo y se refiere al primer organismo
descrito en forma lo mds completa posible dentro de un género.

Espermacio. Estructura masculina no mévil, uninucleada, parecida a una
espora, que se forma dentro de un espermogonio y es considerada como
gameta masculina.

Espermagonio. Estructura parecida a un picnidio que contiene espermacios
e hifas receptivas.

Espiroplasma. Microorganismo pleomérfico que carece de pared celular y
que se localiza en el floema de las plantas enfermas. Suele ser de forma
helicoidal en medio de cultivo y pertenece al grupo de los fitoplasmas.

Espora. Estructura de reposo resistente a condiciones adversas, formadas
por hongos y bacterias.

Esporangio. Estructura en forma de saco, cuyo contenido protoplasmético
completo se convierte en su totalidad por segmentacién en una o mas
esporas.

Esporangioforo. Hifa que da origen a un esporangio.
Esporangiosporas. Esporas formadas dentro de un esporangio.

Esporodoquio. Estroma en forma de almohadilla, recubierto de conidiéfo-
ros; caracteristico en la familia tuberculariaceae.

Estafilococo. Bacterias en forma de coco agrupadas en racimos.
Estreptococo. Bacterias en forma de coco agrupadas en cadenas.

Estroma. Estructura somatica compacta sobre o dentro de la cual se forman
las fructificaciones. '
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Eucariota, Célula con niicleo verdadero.
Exocitosis. Salida de la célula de un elemento encerrado en una vesicula.

Extremdfilos. Aquellos organismos que viven en condiciones letales para
cualquier otro ser vivo.

Exudado. Sustancia de composicidn y consistencia variables excretada por
un tejido y se deposita sobre o dentro de ellos.

Fase imperfecta. Fase asexual, conidial de un hongo. Estado anamorfo.
Fase perfecta. Fase sexual de un hongo. Estado teliomorfo.

Filodia. Sintoma casado por fitoplasmas en plantas, donde las fases repro-
ductoras (flores y frutos) se transforman en hojas.

Fimbria. Filamento proteico corto, recto, como pelos que emergen de las
paredes de ciertas bacterias.

Fisi6n. Divisién asexual transversal de una célula bacteriana para originar dos.
Fitopatégeno. Organismo capaz de causar enfermedad a plantas.

Fitoplasma. Nombre que se le da actualmente a los organismos con caracte-
risticas de micoplasmas, agentes causales de enfermedades en plantas.

Flagelo. Apéndice largo y delgado en forma de ldtigo que le sirve a las célu-
las para su movilidad.

Flagelos. Apéndices delgados en forma de espiral que se originan en un cor-
pudsculo de la membrana plasmatica de algunas bacterias y que sirven
de érgano de motilidad.

Fosfolipido, Lipido que contiene un grupo de fosfatos sustituido y dos cade-
nas de dcidos grasos sobre un esqueleto de glicerol.

Fosforilacion a nivel de sustrato. Sintesis de enlaces fosfato de alta energia
mediante la reaccién de fosfato inorgénico (Pi) con un sustrato orgdni-
co activado.

Fosforilacion por transporte de electrones (fosforilacién oxidativa). Sintesis
de ATP a través de una cadena de transporte de electrones.

Fotofosforilacién. Sintesis de enlaces fosfato de alta energia usando energia
de la luz.

Fotélisis. Ruptura del agua mediante la captacién de la energia luminica en
los cloroplastos o pigmentos fotosintéticos para generar ATP.

Fotosintesis. Proceso quimico por el cual algunos organismos utilizan la ener-
gia luminica para fijar CO, y producir material celular. Puede ser oxi-
génica o anoxigénica.
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Fragmentacién. Forma de reproduccién asexual; por segmentacién de talo
en un cierto nimero de fragmentos, cada uno de los cuales es capaz de
transformarse en un nuevo individuo; fundamental en los hongos lla-
mados estériles (agonomycetales).

Fungicida. Sustancia utilizada para matar hongos.

Gameta. Célula sexual diferenciada que se fusiona con otra en la reproduc-
cién sexual.

Gemacion. Forma de propagacién vegetativa que consiste en la formacién de
yemas.

Geminivirus. Grupo de virus, monocatenario con ADN de forma circular,
nombre que se origina al observarse en el microscopio electrénico par-
ticulas bilobuladas que dan la impresién de ver dos particulas geme-
las.

GEN. Segmento de ADN que codifica una proteina determinada.
Genoma. Totalidad de los genes presentes en un organismo.

Genoma dividido. Virus en donde el 4cido nucleico se encuentra en varias
piezas encapsuladas separadamente y cuya unidad infecciosa contie-
ne més de una particula.

Glucolisis. Proceso anaerobio mediante el cual se degrada la glucosa a dcido
pirivico o piruvato. Se le conoce también como la via de Embden-
Meyerhoff o de la hexosa difosfato.

Gram - negativas. Bacterias que pierden el colorante primario de la tincién
de Gram, toman el colorante secundario y aparecen de color rojo o
rosado.

Gram - positivas. Bacterias cuya pared celular fija el colorante primario de la
tincién de Gram y aparecen de color pirpura o morado.

Haléfilos. Organismos que requieren sal (NaCl) para su crecimiento.

Haustorio. Organo de absorcién que se origina en una hifa de un hongo y que
penetra inter o intracelularmente en los tejidos del hospedero.

Hermafrodita. Especie en la cual un mismo individuo produce 6érganos sexua-
les masculinos y femeninos.

Heterogameta. Gametas masculina y femenina morfolégicamente distingui-
bles.

Heterotalico. Especie en la cual los sexos quedan separados en talos diferen-
tes; siendo necesarios dos talos distintos para la reproduccién sexual,
por lo tanto son autoincompatibles.
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Heterétrofos. Organismos que requieren compuestos orgdnicos como fuente
de carbono

Hibridacién. Técnica utilizada para hibridar dcidos nucleicos y que consiste
en aparear secuencias complementarias.

Hidrofilos. Organismos que crecen en ambientes muy hiimedos y adaptan su
crecimiento a potenciales de agua muy altos.

Hifa. Unidad estructural de la mayoria de los hongos, formada por tubos
llenos o interiormente tapizados por protoplasma, los cuales pueden
ser continuos o no.

Hiperplasico. Tipo de sintoma caracterizado por el aumento exagerado del
tamaiio o el crecimiento de la planta o alguno de sus drganos.

Hiperterméfilos. Procariotas con temperatura éptima de crecimiento igual o
mayor a 80°C. Generalmente se encuentran en fuentes hidrotermales
terrestres o abisales.

Hipoplasico. Tipo de sintoma que hace referencia a la disminucién o retardo
en el crecimiento de la planta o alguno de sus érganos.

Holofitico. Organismo capaz de sintetizar moléculas orgénicas complejas a
partir de moléculas inorgdnicas mediante la accién de la energia lumi-
nosa. Equivale a fotoautotréfico.

Holomorfo. Se refiere a todas las formas v estructuras de un organismo, sin
distingo de su funcidn.

Homoacetdégeno. Bacterias que producen acetato como vinico producto de la
fermentacién de azicares, a partir de H, + CO,

Homotalico. Hongos en los que la reproduccion sexual tiene lugar en el mis-
mo talo o talo dinico, por lo tanto son autocompatibles.

IgG. Inmunoglobulinas G. Proteinas de suero que contienen las funciones
de anticuerpos.

Intracelular. Que se localiza dentro de las células.

Isogameta. Gametas que morfolégicamente son iguales, por lo tanto no se
pueden distinguir.

Isométrico. Se refiere al tipo de arquitectura de los virus que son icosaédri-
cos, por lo tanto, tienen las mismas dimensiones aproximadamente en
todas las direcciones del espacio.

Lipido. Molécula insoluble en agua, importante para la estructura de la mem-
brana y pared celular.

Lisis. Rompimiento de una célula produciendo pérdida del contenido ce-
lular.
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Mancha angular. Lesién necrética limitada por la nervaduras primarias y/o
secundarias.

Mancha clorética. Lesién de tamano variable y color amarillento por des-
truccién de la clorofila o incapacidad para sustituirla.

Mancha necrética. Lesi6n de tamario variable y color oscuro, caracterizada
por la muerte del tejido afectado.

Marchitamiento vascular. Pérdida de turgencia en la planta o parte de su
sistema foliar debido a la falta de flujo normal de agua por obstruccién
o destruccién de sus haces vasculares.

Membrana celular o plasmaética. Estructura biomolecular delgada que rodea
al citoplasma, compuesta por fosfolipidos y proteinas.

Meséfilos. Organismos cuya temperatura dptima de crecimiento estd entre
los 25°C y 40°C.

Metabolismo. Unidad conformada por el catabolismo y el anabolismo. To-
dos los procesos quimicos que tienen lugar dentro de una célula.

Micelio. Conjunto de hifas que conforman el cuerpo vegetativo (talo) de los
hongos.

Micoplasma. Microorganismo procariético (bacteria) pleomérfico que care-
ce de pared celular.

Micorriza. Asociacién simbidtica entre las hifas de ciertos hongos y raices
de las plantas.

Microaerdfilas. Bacterias que crecen en la capa que se encuentra a pocos
centimetros de la superficie de un medio de cultivo.

Micrémetro. Unidad empleada para medir organismos. Equivale a una mi-
llonésima de metro, o 10° m.

Microsoma. Granos de cromatina que se encuentran en el nicleo.
Monocatenaria. Cadena de dcido nucleico constituida por una sola hélice.

Mureina. Componente de la pared celular de las bacterias, compuesta de
dcido N-acetilglucosamina, N-acetilmurdmico y unos cuantos aminoé-
cidos.

Nepovirus. Grupos de virus, monocatenarios con ARN, icosaédricos, que se
originan del término Nematode Polyedral Virus, transmitidos por ne-
matodos.

Nitrificacién. Proceso mediante el cual el amonio es oxidado a nitrito y éste
a su vez a nitrato. Lo efectiian principalmente bacterias quimiolitotrd-
ficas de la familia Nitrobacteriaceae.
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Nicleo. Estructura rodeada por una membrana que contiene el material ge-
nético (DNA) organizado en cromosomas.

Nucleocapsida. Elemento central de los virus grandes con envoltura, que
comprende el dcido nucleico asociado a subunidades proteicas.

Nucleoide. Regidn de la célula procaridtica donde se localiza el DNA.

Nucléolo. Estructura que se observa dentro del nicleo que no estd en divi-
sién, teniendo gran cantidad de RNA, es el sitio de la sintesis del RNA-
ribosomal.

Oogonio. Gametangio femenino que contiene uno o més nucleos.

Odspora. Espora fungosa de pared gruesa que se desarrolla a partir de una
oosfera.

Osméfilos. Los organismos capaces de crecer en ambientes con altas concen-
traciones de azicar.

Ostiolo. Apertura mds o menos prominente de un ascocarpo o un picnidio
revestida de parafisas y terminada en un poro.

Oxidacién. Proceso por medio del cual un compuesto cede electrones ac-
tuando como donador y, en consecuencia, oxiddndose.

Patovar (variedad patogénica). Subespecie o grupo de razas que sélo pueden
infectar a plantas de un cierto género o especie.

Peptidoglucano, Conocido también como mureina, corresponde a la capa
rigida de las paredes bacterianas, compuesta de dcido N-acetilglucosa-
mina, N-acetilmurdmico y unos cuantos aminoécidos.

Peritecio. Ascocarpo cerrado de origen sexual con un poro en la parte supe-
rior u ostiolo verdadero y pared propia.

Peritricos. Dicese de los flagelos distribuidos alrededor de la célula bacteriana.

Picnidio. Cuerpo fructifero, de origen asexual, hueco, revestido de conidi¢-
foros por dentro.

Pili o pelos. Apéndices rigidos no flagelares que se encuentran sobre todo en
las bacterias gram-negativas recién aisladas.

Plasmido. Porcién de ADN circular, extracromosémico hereditario, que se
autoduplica, presente en algunas bacterias y hongos. No es indispen-
sable para la sobrevivencia del organismo.

Plasmodio. Masa desnuda y multinucleada de protoplasma que se mueve y
se alimenta de forma ameboide; estructura caracteristica de la clase de
hongos que no forman micelio (clase plasmodiophoromycetes).

Plasmélisis. Colapso del protoplasto como resultado de la deshidratacién de
la célula.
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Plecténquima. Palabra para designar todos los tipos de tejidos fiingicos.

Pleomorfico. No tiene forma definida. Variacién en la forma, puede ser tem-
poral o permanente.x

Polares. Se refiere a flagelos localizados en uno o los dos extremos de la
célula bacteriana.

Polipéptidos. Conjunto de aminodcidos unidos por enlaces peptidicos.

Potexvirus. Grupo de virus monocatenario, con ARN, helicoidal, que se ori-
gina de los términos Potato Virus X.

Potyvirus. Grupo de virus monocatenario, con ARN, helicoidal, que se origi-
na de los términos Potato Virus Y.

Precursores o intermediarios. Moléculas que se originan principalmente en
los procesos de glucélisis y ciclo de Krebs, pueden ser usadas por el
organismo con fines catabdlicos o de biosintesis.

Preinmunizacion. Cuando una planta estd infectada por una raza débil de
un virus y posteriormente por una raza fuerte del mismo virus, los
sintomas de este dltimo no aparecen.

Prion. Agente causal de enfermedad en animales y humanos, que es sélo
proteina con capacidad de infectar células y de autogenerarse en el
hospedero.

Procaridtica. Célula u organismo que carece de nucleo verdadero, general-
mente su DNA es una molécula tinica.

Promicelio. Tubo germinal que surge de una teliospora, en el cual tiene lugar
la meiosis y que produce generalmente cuatro basidiosporas.

Prosénquima. Tipo de plecténquima en el cual las hifas componentes estdn
situadas en paralelo unas con otras y se distinguen con facilidad unas
de otras.

Protoplasma. Contenido celular completo, membrana plasmatica, citoplas-
ma y niicleo.

Protoplasto. Célula a la cual se le ha eliminado su pared celular.

Pseudoparénquima. Tipo de plecténquima formada por células ovaladas o

isodiamétricas; las hifas que lo componen han perdido su individuali-
dad.

Psicréfilos. Organismos capaces de crecer en ecosistemas caracterizados por
bajas temperaturas. Tienen temperaturas éptimas de crecimiento me-
nores de 15°C.

Pudricidén suave. Tipo de sintoma caracterizado por el ablandamiento o ma-
ceracién de los tejidos de 6rganos carnosos o suculentos de las plantas.
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Quimioautétrofos. Organismos que obtienen su energia (ATP) mediante la
oxidacidn de compuestos inorgdnicos, usando el CO, como fuente de
carbono>Se los conoce como quimiétrofos o quimiolitétrofos.

Quimiorgandtrofos. Organismos que utilizan compuestos orgdnicos como
fuente de energfa y carbono. Se los denomina también quimicheterd-
trofos.

Quimiosintesis. Proceso mediante el cual algunos microorganismos obtie-
nen su energia a través de la oxidacién de compuestos inorganicos y la
utilizan para la fijacién de CO,.

Replicasa. Enzima qle efectia la copia de una hélice de dcido ribonucleico
viral en otra hélice complementaria de ARN.

Reticulo endoplasmico. Extensa disposicion de las membranas internas en
los eucariontes.

Rhabdoviridae. Grupo de virus con RNA monocatenario, helicoidal, que se
origina del término Rhabdos que significa bastén, porque tiene forma
de bastones cortos y gruesos.

Ribosoma. Particula citopldsmica compuesta de RNA y proteina que es parte
de la maquinaria sintetizadora de proteinas en la célula.

Rizoide. Ramificacién corta y delgada del talo, parecida a una rajz.
Rizoplano. Superficie de la raiz.
Rizosfera. Capa del suelo que se encuentra préxima a una raiz viva.

Sedimentacién. Emigraciéon de las particulas en un medio lfquido bajo el
efecto de la fuerza de la gravedad.

Serologia. Método en que se utiliza la especificidad de una reaccién antige-
no-anticuerpo para detectar e identificar las sustancias antigenas y a
los organismos que las portan.

Sinema o coremio. Conjunto de conidiéforos unidos y que forman una es-
tructura alargada portadora de esporas en el dpice.

Sustrato. Compuesto que sufre una reaccién mediante una enzima.

Svedberg. Unidad de sedimentacién «S». Rapidez a la cual los ribosomas
atraviesan un liquido cuando son sometidos a centrifugacién de alta
velocidad.

Talo. Cuerpo relativamente simple, desprovisto de tallo, raiz y hojas, corres-
ponde a la forma somética en los hongos.

Telia. Cuerpo de células binucleadas que producen teliosporas o teleutos-
poras.

Teliomorfo. Formas de estado sexual de los hongos.
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Teliospora. Espora de resistencia, de pared gruesa, de las royas y carbones,
en la cual tiene lugar la cariogamia; es parte del aparato basidial.

Terméfilos. Microorganismos con temperatura dptima de crecimiento entre
45°C y 80°C.

Transaminacién. Reaccién de gran importancia mediante la cual los aminoé-
cidos son metabolizados en un organismo. Transferencia de uno o m4s
grupos amino de un compuesto a otro. Formacién de un aminodcido
nuevo mediante la transferencia del grupo amino de otro aminodcido.

UDPG (Uridin difosfoglucosa). Forma activada de la glucosa sintetizada a
‘partir de UTP y Glucosa 1-fosfato. Intermediario central del anabolis-
mo de la'glucosa.

Uredospora, urediniospora. Espora binucleada de la clase uredinales.

Vector. Agente, usualmente insecto u otro animal, capaz de transportar paté-
genos de un hospedero a otro. Elemento genético capaz de incorporar
DNA y hacer que sea replicado a otras células.

Viroide. ARN circular de pequeiio tamano, capaz de multiplicarse en la célu-
la del hospedero.

—»Virulencia. Grado de patogenicidad de un patégeno deterininado.

Xeroéfilos. Organismos que crecen en ambientes muy secos y adaptan su cre-
|, - . -
cimiento a potenciales de agua muy bajos.

Zigospora. En los Zygomycetes, espora de resistencia que se forma por re-
produccién sexual, previa fusién de dos gametangios.

Zigoto. Célula diploide resultante de la unién de dos células haploides.

Zoospora. Espora movil, provista de flagelds, producida asexualmente.
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