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CONTRIBUCION DE LA BACTERIOLOGIA A LA
BIOLOGIA MODERNA

por Norberto José Palleroni *

Ia microbiologia es una ciencia relativamente reciente. Esta gran
rama de la biologia dependié para su nacimiento y desarrollo de la in-
vencién del microscopio, ¥ esta invencién ocurrid relativamente tarde en
la historia de lag ciencias. Pero en realidad esta invencién no eg el punto
de partida, pues si bien los microbios fueron observados por primera
vez hace unos trescientos afios, por doscientos afios no se supo qué funcion
cumpiian en la naturaleza, v recién en la segunda mitad del siglo pasado,
principalmente por log estudios de Luls Pasteur, se empezé a conside-
rarlos como la causa v no la consecuencia de las fermentaciones, lasg
enfermedades, el avinagramiento de las bebidas aleohdlicas, ia coagulacion
de la leche, la putrefaccién de la carne, v otrog procesos naturales.

Muchos investigadores distinguidos siguieron las enseflanzas de
Pasteur, pero entre ellos dos sobresalen en particular por la calidad
de numerosas observaciones que log llevaron a la identificacién de muchos
grupos microbianos de gran importancia. Beijerinck en Helanda y Wino-
gradsky principalmente en Francia, describieron funciones microbianas
tan diversas y fundamentales como la fijacidn de nitrégenc atmosférico
por bacterias libres del suelo, la descomposicién de la celulosa, la reduceion
de sulfatos y de nitratos, tipos especiales de fotosintesis ligadas a la
oxidacién de materia organica o de hidrégeno sulfurado, la oxidacidn
de amoniaco y de nitritos acoplada a la fijaciéon de anhidrido carbdnico.
La variedad de microbios es tan grande que aln hoy la lista sigue cre-
ciendo, aunque naturalmente a un ritmo mucho mas reducido.

En la primera mitad de este siglo, la gran versatilidad de los mi-
crobiog fue aprovechada por los bioguimicos para la deseripeion de nume-
rogsos esquemas metahdlicos. Por una parte, esquemas biosintéficos para
la eonstruceion de moléeculas pequenas constituyentes de las maeromo-
léculas celulares, y por otras rutas catabélicas o destruetivas que proveen
energia a las células y al mismo tiempo son una parte esencial de los
ciclos naturales de los elementog que congtituyen la materia viviente. Para
citar un ejemplo, es tan importante la participacion de los microbios en

* (Conferenciz pronunciada el dia 8 de noviembre de 1984 en el acto de su
ineorporacion como Académico Correspondiente en New Jersey (USA).

-



el ciclo del carbono, en la funcién de retorno del anhidrido carbénico a
la atmésfera, que este compuesto se agotaria en unos treinta afios si se
eliminaran los microbios. Este calculo es erréneo en estos momentos,
cuando el abuso en el consumo de combustibles féosiles y la destrucecién
progresiva de las selvas naturales se combinan para plantear el problema
opuesto, pero las reservas de combustibles naturales tienen un limite, y
los célculos pueden recobrar su validez en un futuro no muy lejano.

La gran versatilidad metabélica de los microbios estd acompafada
de una variabilidad fisiolégica que no tiene paralelo en otros grupos de
organismos. Los microbios son citados a menudo como ejemplog de pecu-
liaridades fisiolégicas. Asi, algunos se multiplican activamente a la tem-
peratura de ebullicidn del agua, mientras otros viven en medios tan icidos
como el jugo gastrico, o en soluciones de sales de metales pesados o de
desinfectantes, en desafio de las predicciones sobre el efecto que estos
factores tienen en general sobre componentes del protoplasma viviente.
Pero ademds de estos ejemplos de actividades curiosas, los microbios vy,
en particular, las bacterias, han permitido la invencién de métodos de
anilisis biclégico precisos e incisivos, y ademds sirven a menudo de mo-
delos para entender aspectos esenciales de la biologia de los seres supe-
riores. Es a este tipo de contribucién de los mierobios a la biologia moderna
que me voy a referir, tomando unos pocos ejemplos seleccionados yva que
de otra manera la lista seria demasiado larga y tediosa.

En 1928 F. Griffith publicé los resultados curiosos de sus experi-
mentos con bacterias causantes de la neumonia. Griffith inyecté ratones
con suspensiones de neumococos patogenos muertos, en mezela con neu-
mococos vivos de una variedad no patdégena. La inyeccién de cada una
de las dos suspensiones por separado, como era de esperar, no afecté a
los controles, pero la mezcla resulté letal, y de los animales muertos.
La intencién de Griffith al planear el experimento no era demostrar la
resuecifacién de lag bacterias muertas, sino la transformacién de las bae-
terias vivas inofensivas en un tipe idéntico al de las muertas, mediante
una substancia liberada por estas ultimas.

El experimento de Griffith fue repetido por otros investigadores, y
resulté realmente convincente cuando la transformacién pudo ser probada
fuera del animal, con bacterias cultivadas en medios de cultivo artificiales.
Finalmente, dieciséis afios més tarde Avery y sus colaboradores Macleod
v McCarthy comunicaron la extrafia conclusion de que el principio trans-
formador no era una proteina, como generalmente se sospechaba, sino
acido degoxiribonucleico (ADN). Este era responsable de la transforma-
cién de las bacterias de un tipo en otro y, ademas, tenia la propiedad
de replicarse en las células transformadas, de modo gque éstas podian
transmitir el principio transformador a otras bacterias. El escepticismo
con que fueron recibidas estas conclusiones fue finalmente neutralizado
cuando diez afios mds tarde Watson y Crick propusieron una férmula
para el acido desoxiribonuecleico que satisfacia la condicion de contener
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informacion hereditaria, y sugirieron la manera en que el ADN podia
replicarse en las células.

El drama que rodeé a estos descubrimientos, seguidos de la propuesta
de un cédigo genético universal, la actividad febril que despertd, v la
rapidez con que se expandié el horizonte de la biclogia, no tienen paralelo
en la historia de las ciencias. No cabe ahora la menor duda de que la
1dentificacién de ADN como material de la herencia hubiera tardado mu-
chisimo mas si no hubiéramos contado con la colaboracién de los micro-
bios, en especial las bacterias v sus virus, Hamados bacteriéfagos, pero
para los bacteridlogos lo més sorprendente de este episodio fue el hecho
de que unos pocos afios antes se dudaba que las baclerias tuvieran ma-
terial genético remotamente parecido al de los otros seres, o que las varia-
ciones que se observaba en los cultivos bacterianos en el laboratorio
merecieran ser llamadas mutaciones.

En la década de 1940-1950 ocurrieron otros dos descubrimientos muy
significativos. Uno fue hecho por Lederberg y Tatum sobre €l meeanismo
de conjugacign en lag bacterias, que introdujo una herramienta muy atil
para el estudio de la herencia en estos orpanismos. El trabajo que siguié
a este descubrimiento fue tan intenso que a los pocos afios la especie
usada por Lederberg y Tatum, el colibacilo, fue el organismo mejor co-
nocido desde el punto de vista genético. Kntre sus ventajas estan el tener
generaciones de menog de media hora de duracién, y la posibilidad de
examinar enormes poblaciones con métodos directos y precisos.

El segundo epigodio de la década tiene como protagonista a una mujer
solitaria, Barbara McClintock quien, trabajando con maiz en un labora-
torio de Long Island, en el estado de N. York, propuso una extrafia expli-
cacién para el producto de ciertos eruzamientos en los cuales estudiaba
la herencia del color de log granos. Su hipétesis tenja que ver con genes
que, por alguna razén no muy clara, podian moverse de un cromosoma
a obro y en esa migracién, influir sobre otros genes vecinos, activandolos
o inhibiéndolos. Esta hipétesis no fue aceptada con mucho agrado, en parte
porque significaba introducir perturbaciones en la hermosa regularidad
de la distribucién de los genes en Ia herencia, pero principalmente por el
hecho de que la teoria no podia ser probada al nivel molecular, v hubo
Qque esperar unos cuarenta afios para que McClintock recibiera la recom-
pensa por esa observacién tan aguda, cuando pudo demostrarse en las
bacterias un mecanismo similar y los experimentos con los genes méviles
pudieron ser més directos. El caso se parece un poco al de log neumococos
de Griffith, e ilustra la ventaja que en ciertos casos existe en trabajar
con las bacterias, dejando temporariamente de lado las comphcacmnes
de los animales o lag plantas. '

La mayoria de los genes de las bacterias estan en una molécula enorme
de ADN que recibe el nombre de cromosoma. Unos pocos genes pueden
estar ubicados en minicromogomas lamados plasmides. Tante el cromo-
soma como log plasmidos tienen la propiedad de replicaciéon independiente,
que estd sineronizada con la division celular de manera tal que todas las
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célulag reciben copias del cromosoma y de los plasmidos. Ademds, puede
haber en las bacterias genes moviles similares a los estudiados en maiz
por McClintock, incluidos en segmentos de ADN llamados transposones,
que no tienen capacidad de replicacion independiente a menos gue estén
integrados a otros elementos de ADN como el cromosoma o los plasmidos.
Dado que muchog plasmidos pueden ser trangmitidog de una célula a otra
durante la conjugacion, los {ransposones los aprovechan comg vehiculos
para entrar a las-células v, una vez adentro, se mueven libremente del
plasmido al cromosoma o a ofros plasmidos,

Lias propiedades de algunos plasmidos de pasar de una célula a otra,
y de los transposones, que pueden infegrarse en muchos [ugares distintos
a otras moléculas de ADN, son usadas hoy extensamente en laboratorios
donde se haee ingenieria genética. En nuestro laboratorio nosotros ha-
cemos uso frecuente de estos elementos en nuestro trabajo con bacterias
del género Gluconobacter. En estas bacterias aprovechamos el intercambio
de material genético entre el cromosoma y los pldsmidos para aislar genes
de Gluconobacter, que Iuego son transferidos a bacterias del género Pseu-
domonas donde esos genes frecuentemente se expresan normalmente. Glu-
conobacter y Pseudomonas tienen muy escaso parentesco, y ain asi, puede
demostrarse intercambio genético cuando se usan determinados plasmidos
de poca especificidad hacia el huésped.

Fistos mecanismog de intercambio “ilegitimo™ de material genético
entre las células bacterianas han tenido un impacto muy grande atn en
aquellas ramag de la microbiologia gque son notorias por su caricter es-
tatico, como la taxonomia. La clasificacién de las bacterias se ha hecho
siempre en base a la observacién de un nimero de caracteres fenotipicos
tanto morfolégicos como fisioldgicos, pero recientemente ha habido una
tendencia marcada a incluir métodos tomados de la hiologia molecular
que dan una idea mas precisa de la constitucion genética de los organismos
bajo estudio. Para terminar este relato, yo quiero referirme a la parte
principal del trabajo en que he participado en estos Ultimog afios, y que
tiene que ver con la clasificacidén de las bacterias del género Pseudomonas.
Este es un género grande y complejo cuyas especies son comumnes en
medios naturales como el suelo v las aguas. La subdivisién interna del
género en grupos de especies al presente estd basada en la composicién
del acido ribonucleico constituyente de log ribosomas, un criterio de cla-
gificacién que ha sido la culminacién de una largs trayvectoria iniciada
por nuestro grupo en el Departamento de Bacteriologia de la Universidad
de California en Berkeley alrededor del afioc 1964. '

El estudio de 1a composicién del acide ribonucleico permite establecer
relaciones distantes entre organismos ya que este compuesto varia muy
lentamente en el curso de la evolucién.

Pseudomonas es el primer ejemplo de un grupo grande y complejo
de bacterias al cual se aplicd el principio de analisis del acido ribonueleico
de ribosomas para la solucién de problemas taxonémicos. Los resultados
estdn presentados en la figura 1, en la cual las especies incluidas en el
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Fig. 1. — Grupos de especies de Pseudomonas definidos en base a Ia homologia
del Acido ribonucleico ribosémico (Palleroni y colab., Int. J. Syst. Bacteriol. 23:
333, 1973).

I, Por debajo de la lines punteada se mencionan las especies gque Tueron ineluidas
en estudios de homologia de Acidos nucleicos pere mo en experimentos enzi-
molégicos.

IT. DAHP: desoxiarabinoheptulosonico fostate.

III, P¥: dcido prefénico; AG: dcido arogénico; NAD: nicotinamida adenina dinu-
cleétido; NADP: nicotinamida adenina dinucleétido fosfato. Los paréntesis indi--
can alta sensibilidad a la inhibicién por L-tirosina.

2 Datos tomados de Byng, G, 8. y colab., J. Mol. Evol. 19: 272, 1983.

estudio han sido distribuidas en cinco grupos de homologia representados
por log cinco circulos mayores. Las especies encerradas en cada uno de
estos cireculos se parecen en la composicién del ARN ribosémico, pero
como éste es la expresion de un segmento pequeiio del ADN total, esas
especies también pueden compartir cierto nivel de homologia de ADN.
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Dos especies que se parecen en la secuencia de ADN, con un nivel de-
homologia que puede ser demostrado por hibridacién, tienen invariable-
mente gran homologia en el ARN ribosomico. Esta correlacién no ocurre
necesariamente en el sentido inverso.

Pero lo mas significative de la clasificacién de Pséudomonas presen-
tada en la figura 1 es que dos especies de grupos distintos pueden diferir
en la composicién de su ARN ribosémico tanto o mas que cualquiera de
Ias dos con respecto a especies de otros génercs, a pesar de gue esas dos
especies comparten muchos caracteres generales y por log criterios tradi-
cionales deben ser incluidas en el género Pseudomonas. De hecho, la com-
paracién de sus ARN ribosémicos sugiere la ereacidon de géneros distintos.

Egtas conclusiones de nuestro trabajo han recibido eonfirmacién en
muehos laboratorios, donde se ha investigado con otros caracteres de
Pseundomonas de un grado de conservatismo comparable al del ARN de ri-
bosomas. En la tabla 1 se presenta el resumen de los resultados obtenidos
por uno de esos grupos estudiando las propiedades de los sigtemas bio-
sintéticos de dos amino acidos aromaticos, tirosina y fenilalanina.

El grl]i;o encabezado por Woese en la Universidad de Illinois intro-
dujo un métode de andalisis de uno de los componentes def ARN ribosémico.
Este método estd basado en determinar la secuencia de oligonucledtidos
vy en comparar los catdlogos de secuencias de log organiamos. Este mé-
todo, mucho masg laboricso que el método de hibridacion usado por nosotros,
da practicamente log mismos resuitados, confirmando la divisién de Pseu-
domonas en cinco grupos bien definidos. Pero estos investigadores exten-
dieron el analisis a muchos otros géneros de bacterias, con resultados
que ha producido una verdadera revolucién en los sistemas de clasificacion
de estos organismos.

En resumen, el ejemplo de Pseudomonas v los resultados més extensos
de Woege y eolaboradores muestran que desde el punto de vista filogené-
tico, las bacterias son mogaicos, con caracferes que derivan por una parte
de antecesores remotos, pasados de una generacién a la siguiente en forma
“vertical”, mientras que otros caracteres pueden haber sido adquiridos a
distintos tiempos por transferencia “horizontal”. Log genes que gobiernan
estos nltimos caracteres pueden haber formado parte de transposones lle-
vados en plasmidos poco especificos, es decir, capaces de penefrar células
de origen muy diverso. Estos mecanismos ocurren en la naturaleza, y el
caso de Gluconobacler mencionado anteriormente muestra que es posible
hacer ingenieria genética {n vive cuando se crean condiciones selectivas
apropiadas.

Hay muchos ejemplos en la literatura cientifica de componentes ce-
lulares homdélogos en células de especies de origen claramente diferente,
v por el momento Ia transferencia horizontal ofrece la tvinica explicacion
satisfactoria para tales casos. Las clasificaciones de significado filogené-
tico deben basarse en una discriminacién cuidadosa entre lo que ha sido
adquirido por contaminacién de plasmidos promiscuos lievando transpo-
sones. Pero el taxénomo también tiene que estar alerta acerca de la po-
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sibilidad de ‘“‘convergencia”, que es la adquisicién de propiedades feno-
tipicas similares por organismos no relacionados, simplemente como
respuesta a la presion selectiva impuesta por el medio ambiente que com-
parten. Sin embargo los métodos modernos de analisis de macromoléculas
ofrecen una soluciéon directa: los caracteres similares que tienen un origen
comin siguen siendo marcadamente homélogos al nivel molecular, mien-
tras que la similitud por convergencia no pasa del nivel superficial.

Es mi conviceién que la taxonomia bacteriana va a beneficiarse sus-
tancialmente en el futuro ne muy lejano con los conceptos presentados
en este breve relato, para cuya génesis y desarvollo el caso de Pseudo-
‘monas ha sido uno de los ejemplos mds utiles. El impacto sobre los estu-
«dios con seres superiores va a Ser menos inmediato, o tal vez no se sienta
‘nunca, pero aqui es necesario recordar umna hipétesis muy popular que
sostiene que los seres superiores pueden haberse originado por la aso-
ciacién simbiética de organismos muy semejantes a las bacterias actuales,
‘una asociacién que ha sido seguida de una migracién cuantiosa de mate-
rial genético entre los distintos compartimientos celulares. Por esta razén,
quizé& no sea demasiado aventurado suponer que en este terrenc las bac-
terias pueden servir una vez mas como modelos para ayvudar a entender
la complejidad del mundo viviente.
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