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Deteccion Automatica de Mutaciones

Barridos. Use métodos PCR como
SSCP (ilustrado aqui) para buscar las
diferencias entre los genes mutante
(izquierda) y natural (derecha).

Imagine que productividad podria lograr con un sistema que pudiese realizar ambos.

Hemos automatizado el proceso com-
pleto de deteccién de mutaciones - desde
la preparacion de la muestra hasta la
localizacion de los heterocigotos.

De esta forma no tendré que imaginarse
nuevos niveles de productividad. Los
alcanzara facilmente.

Combinando técnicas de barrido con secuenciacion
comparativa, nuestro sistema puede ayudarle a aumentar su
productividad y finalizar antes sus proyectos de investigacion.
Tendra la flexibilidad que necesita para una caracterizacién
genética més productiva.

La base de este sistema exacto y versétil es nuestro
afamado equipo de electroforesis modelo 373, que incluye las
herramientas més especializadas y necesarias para los analisis
de datos mas complejos.

Nuevo software Sequence Navigator para ofrecerle
comparaciones de secuencias de alta resolucion y exactitud.
Elimina datos superfluos, alinea secuencias automaticamente
y marca claramente los heterocigotos.

Con el analizador de fragmentos GenesCAN software
junto con la tecnologia GeneAmp PCR puede usar las mas
avanzadas técnicas de barrido, tales como polimorfismo
conformacional de simple-hebra (SSCP) y anlisis
heteroduplex.
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S iacién. Rdpid ite localice
los heterocigotos (secuencia inferior)
con un software de andlisis de
secuencia especializado.

Ademis los reactivos de andlisis PCR y de secuenciacién
ADN PRISM le facilitan la preparacion de la muestra. Con
nuestra tecnologia basica de los cuatro-colorantes
fluorescentes este sistema le permite incluir controles
internos en cada carril para lograr una exactitud y una
productividad que ninguna otra técnica es capaz. P L&

Ahora dispone de un sistema que le permite
expandir sus opciones experimentales en lugar,
de limitarselas. '

Imagine la productividad. Imagine su valor.

Llame a la divisién Applied Biosystems de Perkin Elmer
hoy mismo al teléfono: 91 /803 42 10.
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LA NUEVA
TECNOLOGIA
CONDUCE A
UNA MAYOR
RAPIDEZ

ESP ofrece lectura
continua, no invasiva,
de los hemocultivos
con automatizacion
total y monitorizacion
tanto de consumo como
de produccidn

de cualquier gas.

Configuraciones

El sistema de Hemocultivos ESP, se
ajusta con precisién a su volimen

de trabajo. Los instrumentos estén
disponibles en dos tamaios, 128 y 384
botellas. El ordenador controla hasta 5
instrumentos de cualquier capacidad.
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Formatos otellas

Los medios de nuevo desarrollo se
ofrecen en una seleccion de tamafios.

La botella de 30 ml. acepta muestras entre
0,1y 10 ml. La botella pediatrica acepta
hasta 5 ml. en extraccion directa.

La botella bifasica contiene ademés una
lengueta con Agar Chocolate y Sabouraud
Dextrose.

Cryptococcus neoformans Klebsiella pneumoniae
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DISTRIBUIDOR PARA ESPANA:

Mayor recuperacion. Mayor rapidez

Los sensores estan continuamente monitorizando tanto el consumo como la producci
cualquier gas de forma que los positivos son detectados antes que con sistemas que
monitorizan la produccion de CO».
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VITAL

Sistema automatico para

hemocultivos e
Tap6n de rosca
Atmésfera especifica Vacio parcial
Cédigo de VITAL medio
barcas oivaere
p‘:40 ml)
Etiqus:;rai}l\:siva
Tecnologia H.F.T. ¢ Deteccién del crecimiento bacteriano

mediante:

Lectura no invasiva:
- en continuo las 24 horas del dia
cada 15 minutos.

- produccion CO,,.
- variacion del PH.

- modificacién del potencial de
Introduccién inmediata de frascos oxido-reduccién.

nuevos en el ciclo de andlisis. e Facilidad de Manejo.

¢ Interfase windows.
¢ Sistema modular.
¢ Conexidn bidireccional.
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CAPAZ DE SATISFACER
LOS GUSTOS MAS EXIGENTES

iPidanos la carta!

Un mend de reactivos de inmunoanalisis no se puede improvisar

30 afios de experiencia han hecho posible para bioMérieux desarrollar un auténtico
menud de "gourmet": Serologia, Hepatitis, SIDA, Tiroides, Fertilidad, Marcadores
tumorales, TDM, Deteccién de antigenos bacterianos y virales...

En nuestra "carta" encontrara més de 30 parametros y lugar para muchos mas.

VIDAS

La solucién adaptada a cada laboratorio.
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Editorial

XV Congreso Nacional de Microbiologia
(Madrid, 25-28 de septiembre de 19995).
Cincuenta afios de microbiologia en Espafia

Van acumplirse los primeros cincuenta afios de existencia de la Sociedad Espaiiola de Microbiologia,
la SEM. Naturalmente, las circunstancias que vivimos son muy distintas de las que se daban en el
momento en que los fundadores de la SEM decidieron asociarse para potenciar su trabajo cientifico y
profesional, asi como para aumentar su presencia en la sociedad espafiola. Hoy la comunidad de
microbiblogos en Espafia constituye una colectividad notable en nimero y con una incidencia muy
significativa en los diversos campos de la actividad profesional, investigadora, sanitaria, industrial,
docente, etc.

Ademais de la SEM, otras asociaciones cientificas y profesionales se basan en estudios en el campo
de los microorganismos. Nuestra disciplina representa un ingrediente esencial en la formacién de
diversos titulados y especialistas. La microbiologia que se hace en Espafia tiene una presencia destacada
en los foros europeos a través de la Federation of European Microbiological Societies (FEMS) y otras
asociaciones del continente, y en diversos organismos de la Unién Europea. Finalmente, cittmos como
motivo de especial estimulo para los microbi6logos espaiioles el que en Espaiia funcionen varios centros
multinacionales de aislamiento y seleccién de especies microbianas productoras de sustancias con
actividad biolégica, y se llevan a cabo varios proyectos de envergadura multinacional dedicados al
estudio basico y desarrollo de formacos antiinfecciosos. Sin ningiin triunfalismo podemos decir que ello
representa un espaldarazo para las investigaciones sobre microorganismos en nuestro pais.

E1 XV Congreso Nacional de Microbiologia se plantea ciertamente en lalinea de continuidad de los
congresos de la SEM, pero también pretende servir de conmemoracién de esos cincuenta afios de
microbiologia en Espaiia, para que la reunién nos ayude, sobre todo, a mirar hacia el futuro. Intentamos
que todos los grupos que trabajan en microbiologia en Espafia puedan presentar su trabajo y sus
inquietudes. Buscamos celebrar una serie de simposios y de mesas redondas que reflejen los avances en
temas de frontera y que tengan la mayor actualidad, en todos aquellos campos que se cultivan en nuestro
pafs. Para la organizacion de mesas redondas, hemos solicitado la habitual colaboracién de los grupos
especializados dela SEM. Trabajamos también para poner a punto actividades especificas de celebracién
del cincuentenario. En éstas han aceptado colaborar la Sociedad Espafiola de Virologia y la Sociedad
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Espafiola de Quimioterapia. Estos actos incluyen una exposicion retrospectiva sobre la microbiologiaen
Espafia, una publicacion que refleje lacreacion y evolucién de diferentes centros (institutos, departamentos,
servicios, etc.) y un simposio sobre el futuro de la microbiologia. Y como la microbiologia que hacemos
es, sobre todo, ciencia, tampoco queremos que pase desapercibido el hecho de que el afio préximo se
cumplen cien afios de la muerte de Louis Pasteur, uno de los grandes fundadores de nuestra disciplina.

Los nuevos tiempos, las nuevas metodologias, el avance en el conocimiento cientifico, plantean
continuamente nuevos horizontes en el desarrollo de cualquier disciplina y nuevos retos en las
aportaciones que esas disciplinas pueden ofrecer a la humanidad. La nuestra vive un momento
particularmente brillante que nos permite abordar nuestro trabajo con herramientas experimentales
insospechadas hasta hace poco. Hoy es razonable plantear el estudio global de organismos secuenciando
por completo su genoma (ejemplos significativos son diversas levaduras, bacterias como Mycobacterium,
Haemophilus, Bacillus, etc.), estudiar la transduccién molecular de sefiales en células microbianas,
analizar a fondo la resistencia a antibi6ticos y plantear el desarrollo de antimicrobianos estudiando
nuevas “dianas”, profundizar en la patogenicidad de los microorganismos caracterizando los genes de
virulencia, descubrir qué especies pueden causar biodeterioro de materiales, etcétera. Y, con todo ello,
nos podemos plantear conceptos cldsicos como el de especie microbiana y aportar nuevos métodos para
la microbiologia diagndstica, la vacunacion o la deteccién de patégenos en alimentos y medio ambiente,
la produccién de proteinas heterdlogas, etc. La enumeracion anterior representa solamente la mencién
de algunas de las temdticas que se abordaran en la reunién. Esperamos que en los préximos meses la
colaboraci6n de todos nos permita organizar el Congreso que la comunidad de microbi6logos espafioles
desea celebrar.

César Nombela Cano
Presidente del XV Congreso Nacional de Microbiologia



MICROBIOLOGIA SEM 10 (1994), 331-342 PERSPECTIVES

Forty years of screening programmes for antibiotics

Sagrario Mochales
Centro de Investigacién Bdsica (CIBE), Merck Sharp & Dohme de Esparia, S.A., Madrid

Received 30 August 1994/Accepted 20 September 1994

Summary

The article gathers the reflections on the experiences of forty years doing research on the screening
of natural products in the pharmaceutical industry. Over those years new technologies have improved
the methodology. However, the steps followed in such a research are the same: the isolation and
cultivation of microorganisms; the definition of assays with well defined targets; the demonstration of
their efficacy for the discovery and selection of active substances produced by microorganisms; the
classification and structural determination of the new products; and the study of their therapeutical
efficiency. Examples of the processes which led to the production of several antibiotics (fosfomycin,
cefoxitin and thienamycin) are described. One important lesson that the author has learnt is that
microorganisms have unique fingerprints and that generalization should be avoided in the planning of
this work.

Key words: antibiotic screening, active substances, fosfomycin, cefoxitin, thienamycin

Resumen

El articulo recoge las reflexiones sobre las experiencias de cuarenta afios de trabajo en el cribado
(«screening») de productos naturales en la industria farmacéutica. A lo largo de estos afios la
metodologia ha mejorado mucho gracias a las nuevas tecnologias. Sin embargo, los pasos a seguir
contindan siendo los mismos: aislamiento ycultivo de microorganismos; disefio de ensayos con
objetivos definidos; demostracién de su eficacia en el descubrimiento de substancias activas producidas

Correspondence to: Sagrario Mochales. Centro de Investigacién Basica (CIBE). Merck Sharp & Dohme
de Espaiia, S.A. Josefa Valcarcel, 38. 28027 Madrid. Tel: 91-3210696. Fax: 91-3210614.
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por microorganismos; clasificacién y determinacién estructural de los nuevos productos; y estudio de
su eficacia terapéutica. Se describen ejemplos de procesos que condujeron a la produccién de varios
antibiéticos (fosfomicina, cefoxitina y tienamicina). Una importante leccion que la autora aprendio es
que cada microorganismo es diferente y que deben evitarse generalizaciones sobre el estudio que
requiere cada caso.

It is not the marble halls which make for intellectual grandeur—it is the spirit and brain of the
worker (Alexander Fleming)

The kind readers whose attention is distracted from more important matters may be disappointed
in the present article when they find out that it does not finish with an imposing list of references, as it
is customary in a review. Rather, they will only find some reflections on my experience of working in
the screening for antibiotics.

I have been encouraged by the editor of the journal to try to summarize some aspects of forty years
accomplishment. Perhaps, he is correct and more people than I foresee may be curious about the job done
by nearly prehistoric creatures. I do not mean Crichton—Spielberg’s «Jurassic Park.» I mean the ancient
history of human beings, like me, who grew up in the microbiological sciences before the usual tools,
thought absolutely necessary today, were even imagined. The background in biology that my generation
of university students, and those in the pharmaceutical industry enjoyed in the early *50s was «primitive»
by today standards. Let me offer an example: I studied general microbiology at the University of Madrid
when Prof. Arnaldo Socias lectured about DNA and RNA, probably for the first time. Our understanding
of the distinctions between the two forms of nucleic acid was so scarce, that, at the end of the lesson, the
class hot arguers divided in two groups: those who had written down in their notebooks «DNA» debated
those who had recorded «<RNA.» Only on one point did both groups agree: the substance should be either
«DNA» or <RNA». None of us could consider the possibility of the existence of two different «things»!

Under these premises, I suppose you will accept that I form part of a microbiologists group which,
though is becoming extinct, has been very lucky to witness the first appearance of many of the biological
concepts that are nowadays so familiar to all of us. At the beginning of the *80s, my dear friend—and
boss—Dr. Edward O. Stapley and I were so aware, and amused, at our situation that we dubbed ourselves
«The Dinah Shores», after Ms. Dinah Shore, a famous American singer in the ’40s and *50s. Not because
we were fans or buffs of the popular singer but because her name resembled the antique creatures we were
becoming. Perhaps my disclosure of the following old stories may be picturesquely curious for you.

Let me begin with my first and only job. The late and unforgettable Dr. Gregorio Baquero Gil
provided me the opportunity of contact with Dr. Martinez Mata, director of a research joint project for
the discovery of new antibiotics created by MSD and CEPA, a Spanish pharmaceutical industry, in 1954,
In that first, decisive interview, Dr. Justo Martinez Mata, after asking me why on earth I wanted to work
in a lab—girls were supposed not to work, let alone research in science—put to me the two most
important questions: «Was I married?» «Not even engaged?». Luckily for me, both answers were
negative so I realized that he was much more receptive to forget my female condition. I was finally hired
as a microbiologist. But to work on what? On something called «Screening of natural products».
«What?» «Yes, S-C-R-E-E-N-I-N-G.» «Oh!, Isee... But what does it mean?» «Well, you see, there is
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no good Spanish translation...» That happened back in 1954. Some 40 years later, we still have no
adequate Spanish translation for it, but it has become a household word for us.

Working in «screening», I began my training as amicrobiologist. I learned that the microorganisms
isolated by us from natural sources were living beings with big egos, and that we had to treat them with
utmost care. If we wanted to receive the eagerly expected and sought for secondary metabolites produced
by them, we must provide the appropriate ambience. I also learned something that I have not forgotten:
as with humans, fingerprints of microorganisms are also unique. Extrapolation of results from one
microbe to another is as risky as extrapolating about humans. We look for specificity and uniqueness and
in this field, generalization should be avoided. As there has never been more than one Beethoven, one
Einstein or one Picasso, the same thing happens with Strepromyces cattleya and its metabolite, thienamycin.
They have no counterparts. Although good modern musicians abound, few have been so important as
the Beatles to create new schools of music; the same happens to be true of the specific strain of
Aspergillus terreus, producer of lovastatin. Those are two good cxamples: Streptomyces cattleya, a
microorganism very difficult to isolate from nature, produces a new antibiotic representative of a new
family of compounds (thienamycin). Aspergillus terreus, a very common fungus, extensively studied in
many microbiological laboratories, yet only one strain of this species produces a new depressor of
cholesterol levels (lovastatin).

The conclusion is that, throughout all these years, I have devoted my interest and efforts to discern
small differences among microorganisms. The methods have differed depending on the state-of-the-art
of science at the moment. We began with observations of the macroscopic characteristics of isolated
cultures and were helped by a microscopy not too advanced. We used assays for detection of activities
with targets not too well established to the present stage, in which, before starting a culture, we have
enough information about its DNA content, together with enzymatic assays with well defined targets.

In spite of all those methodological advances, we still take into consideration serendipity: the
wonderful factors which convert screening work into a new daily adventure, our aim to find out
«something» different from «something» that has been seen many other times. Or, conversely, this
miraculous intuition that rings a bell to warn that this «<something» has not been seen before. I have been
fortunate enough to feel this extraordinary pleasure. On at least in four occasions, the product discovered
is now curing human lives. On many others, they finished just as scientific discoveries defeated by
adverse situations. Those who work on screening have experienced this feeling many times (5).

I'know the tired epithet some people bestow on screening work: «routine». But this description is
relative. Some screening work is not dissimilar to that involved even in the most exquisite scientific
research. It is quite similar to that in any microbiological laboratory, for instance, the clinical one. Day
in, day out, Staphylococcus aureus strains have to be classified. Some are nonresistant, and the patient
goes home, whereas others are resistant to different antibiotics, and the patient must be treated and the
strain kept for further studies. The procedure followed is the same in both cases, the result varies.

If you want to understand function, study structure (Francis Crick)

In the forty years devoted to screening, there have been many stories to tell. Some have happy
endings, others just end. Because the aim is not simply the discovery of something new, the real
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difficulties are the consequences of any first finding. Almost as an incontrovertible truth, to discover a
new microorganism, or product, is difficult, to patent it is even more difficult, but, actually, the most
difficult task is to adjust it to pharmaceutical use. The number of hazards to reach that point is so large
that often it overwhelms the confidence of an optimistic person as I think I am.

I would like to comment on some of the efforts necessary before a new product is used on a patient.
I have had the extraordinary good fortune of direct involvement in the discovery of four new products:
adepressor of cholesterol levels, lovastatin, and three antibiotics, fosfomycin, cefoxitin and thienamycin.
Mixing the stories of the three last, a simple scheme of the work involved emerges: the discovery and
characterization of the compound produced by a microorganism and the development of steps required
to reach clinical use gives the reader a schematic approach to how screening programs on natural
products proceed in the pharmaceutical industry.

We start by establishing the scheme upon which is based our own «Screening on Natural Products».

1. Isolation of the microorganisms and documentation of their cultivation procedure.

2. Design of assays with well-defined targets.

3. Demonstration of the microorganisms usefulness for the discovery and selection of active
substances (known or unknown).

4. Classification and structural determination of the new substances.

5. Further studies to determine the therapeutical efficacy of any new substance.

CIBE is closely related to the first three points. Our aim is the detection of new and powerful
antimicrobial or chemotherapeutical substances produced by microorganisms isolated from nature. We
design the adequate conditions for them to produce secondary metabolites. We selected from a broad
array of assays those that allow detection of the presumptive activities. Finally, we selected active
compounds with potential therapeutic value. Any natural source or geographical place may be adequate
for sampling. As usually occurs in the world of fashion, modes exist: «This spring, direct sampling on
plates may be “in” or “out”, or dilution may be “in”, or a treatment with a specific agent may be “out”.»
The best way may be to take advantage of all possible procedures to increase diversity. Diversity, a
crucial word! Another point to consider is whether or not the culture has been isolated previously. Let
us suppose that similar microorganisms have been isolated previously. We ask ourselves: Is the same
compound usually produced by these microorganisms? In all cultivation media? Under which conditions?
How can we change these conditions? On the other hand, we may take for granted that a microorganism
is new, and therefore the possibility of discovering new metabolites increased. Luckily for us, all these
approaches may be effective, an advantage for the angler fishing in unknown waters as we are.

An important point is to obtain a pure culture with which to begin the selection process. A process
that implies, in most cases, morphological and microscopical studies, biotyping and taxonomic
classification. The results of preliminary studies allow us to select those cultures for growth. The main
factors involve components in the culture media, appropriate use of anions and cations, as well as
incubation times and temperature. The success, or failure, in the selection of the multiple factors is
checked, at least, by growth curves, glucose consumption and pH. Whenever the cultivation proceed
from known compound producers, the production curves of such metabolites are also necessary.

The following examples presents the time course of one cultivation of Streptomyces cattleya
illustrating pH variation, glucose consumption and thienamycin production (Fig. 1).
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FIG. 1. Time-course of cultivation of Streptomyces cattleyaillustrating pH variation, glucose consumption and
thienamycin production (1).

We now reach one of the most controversial points. The microorganism has grown, and we may
assume that, in the course of this cultivation, certain potentially useful secondary metabolites have been
produced. But which ones? We do not know. However, one thing is clear: we know that we are looking
for new antimicrobials, antivirals, cardiovasculars, inmunomodulators, antiinflammatories and
antiparasitical substances. Consequently, we require in vitro and in vivo assays which allow us to detect
such type of activities.

The diversity of microorganisms, of cultivation processes, of detection assays and the difficulties
of quantification of the complex relations among these factors, make us consider our work comparable
to planning a successful strategy aimed to win at roulette! If, besides, we reckon the microorganism
«personality» the ways in which different microorganisms produce the same or unique metabolites, the
probability of finding unknown interesting compounds is always very slight indeed. Let me show just
two examples.

In the genus Streptomyces, different species may produce different antibiotics or small differences
in quantity of the same antibiotic but, also, the same antibiotic may be produced by different species.

Also, species of different taxa of fungi may produce the same compound (for instance, zaragozic
acids) or, on the other hand, one single genus may produce a unique compound (for instance, lovastatin).

What happens when once (with a bit of luck, continuous effort, intuition, perseverance, patience
and, again, a tiny little bit of luck) something really important is discovered? The answer is obvious: then
and there the real difficulties begin.

A «personal» relationship between investigator and microorganism encourage the lucky poor
investigators that, finally, have «<something» on hand. Problems appear when new relationships must be
established, for example, between one microorganism (the producer) and another (the human pathogen),
or between the crude compound and the mouse, or between the pure compound and the human
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immunological system. In such cases, there is no room for friendship or solidarity, only for a wild fight
that finishes with the defeat of one of the contenders. Usually the victim is the metabolite produced by
the microorganism we have cultivated. Sometimes, however, for the bosses” sake and for the financial
stability of the scientists, the winner is our «dear old friend», the metabolite. In any such success, the
retrospective story the incidents incurred during many years of study greatly compensates for previous
failures.

With the selection of substances having potential therapeutic value, the following key steps
generally follow:

1. Identification and classification of the microorganism

2. Studies of cultivation

3. Characterization and confirmation of the biological activities

4. Characterization of the chemical structure of the metabolites

5. Studies of toxicity and pharmacological tests in nonhuman mammals and then in humans
6. Industrial production

7. Clinical studies

Since the discovery of three antibiotics: fosfomycin, cefoxitin and thienamycin, until their release
in hospitals and pharmacies, I have been very close to many of these processes. These three antibiotics
were discovered through specific target assays and selected as bacterial cell wall inhibitors. Most of this
information has to be now considered obsolete since, obviously, we do not use the same tools today, yet
they have an historical value.

Out of pure culture, everything is confusion and Penicillium glaucum (Selman A. Waksman)

I am aware that by presenting data this way, I indulge myself in the enormous mistake of
oversimplification. The extraordinary work of hundreds of scientists, required to define all the variables
which made these drugs available to human beings, is impossible to describe accurately in this brief
statement.

To illustrate points one to four, we begin with cefoxitin. First, we discovered the cephamycins
family, compounds with three main differences when compared with other previously discovered
betalactamics such as cephalosporins. The cephamycins were produced by bacteria instead of fungi; as
they are active against both Gram-positive and Gram-negative pathogenic strains (instead of exclusively
Gram-negatives) they cover a broad spectrum and, perhaps most importantly, they are highly resistant
to degradation by betalactamases (2, 3, 4).

The personality of these microorganisms was evident: many strains of Streptomyces were capable
of producing cephamycin A and B, whereas cephamycin C was rarely detected. Following Peter’s
Principle, the reader may easily conclude that the one selected for further studies was cephamycin C
(Tables 1 and 2).

The personal “scientist-microorganism” relationship persisted in further studies of cultivation,
antibiotic spectrum and betalactamases resistance. The difficulties appeared as a more careful analysis
of the product began. It was the time for our friends, the chemists, to take an active part in the job and
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TABLE 1
ANTIBACTERIAL RANGE OF CEPHAMYCINS A, B AND C

Diameter of inhibition zone (mm)*

. Cephamycin A Cephamycin B Cephamycin C
Strain
5mg/ml 1 mg/ml 1 mg/ml Raw Pure
8 mg/ml  0.166 mg/ml
Bacillus sp. MB-633 22 9 16 7 8
Staphylococcus aureus MB-108 26 19 18 7 7
Bacillus subtilis MB-964 33 24 25 16 13
Sarcina lutea MB-1101 26 17 23 9 10
Staphylococcus aureus MB-698 19 14 15 7 11
Streptococcus faecalis MB-753 7 7 7 7 7
Proteus vulgaris MB-1012 29. 25 21 21 22
Pseudomonas aeruginosa MB-979 7 7 7 7 7
Serratia marcescens MB-252 7 7 7 7 7
Alcaligenes faecalis MB-10 25 22 25 22 27
Brucella bronchiseptica MB-965 21 22 7 28 24
Salmonella gallinarum MB-1287 15 10 7 20 21
Vibrio percolans MB-1272 36 24 24 37 30
Xanthomonas vesicatoria MB-815 15 7 7 12 19

Escherichia coli MB-60 15 9 7 16 20

“ Diffusion assays on agar with 7 mm paper disk; thus, a result of 7 mm indicates non-inhibition.

TABLE 2
RESISTANCE OF CEPHAMYCIN C TO ENZYMATIC DEGRADATION

% of inactivated substrate?

Source of the enzyme-washed cells

Cephamycin C Cephalosporin C
Alcaligenes faecalis MB-9 0 <99
Alcaligenes viscosus MB-12 ‘ 54 <99
Escherichia coli 236 38 <99
Proteus morganii 251 : 80 - <99
Proteus morganii 356 o 69 <99
Proteus mirabilis 241 5 72

¢ Exposition of a solution of 4 mg/ml for 3 h to washed cells in buffer phosphate 0.1 M, pH 7.5, with a cell
concentration 10x of a culture in nutrient broth after 18 h of incubation. Residual activity was determined by
microbiological methods.
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FIG. 2. Structural relationship of cephamycin C and cefoxitin (2).

they did it very well indeed. They added on a new radical, and removed one that the microorganism by
itself had created. (We never knew why the microbe made it because we did not need it!) Out of these
changes, cefoxitin, sprang up! No comparison between the previous antibacterial activities of cephamycin
and the ones from cefoxitin (Fig. 2). Now, we had a real much better compound.

To continue my narrative, let us apply examples of points 4 and 5 above to work on fosfomycin.
Fosfomycin has an extraordinary sentimental value for me. I was extremely lucky to have the opportunity
of changing some of the conditions to increase the sensitivity of the assay where it was detected. I selected
the original activity from a cultivation broth of its producer’s culture. That culture later on became the
producer of the first Spanish antibiotic ever discovered. And it was sheer Spanish! The sample from
which the culture was isolated was taken on the road from Javea to Denia (Alicante).

Fosfomycin outstanding characteristics, as is well known, were based on the simplicity of the
molecule, its low molecular weight and its broad antibacterial spectrum. Not only that. No substance
previously discovered had any structural relationship to fosfomycin. Even more impressive was that
because of its mode of action—and of interference with the catalytic reactions requiring
phosphoenolpyruvate—the compound should be nontoxic (Fig. 3).

Again, as another example, microorganism individuality. One immediate question raised by this
discovery was: why do we now find fosfomycin producers so easily when we spent so many long years
to first detect them? Moreover, why had our competitors, the other hunters of the same captures, never
discovered them either? As when, after many hours, the missing key to the door lock is found, the
explanation became clear. First, a very low level of synthesis by the microorganism occurs in soil and
itis rarely produced in most traditional cultivation media. Secondly, a very important reduction of the
original activity occurs when evaluation of activity is made in the usual culture media, which include
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FIG. 3. Structural relationship between fosfomycin and phosphoenolpyruvate and contrast with the
phospnoenolpyruvate utilization in bacterial wall synthesis and enzymatic transformations common to animals (6).

phosphate or glucose. Last, but not least, the presence of resistant colonies on the plates generally mask
antibacterial activity.

Despite these peculiarities and because of the extraordinary effort of co-operating between
microbiologists and chemists, production and evaluation continued.

Please allow me to be a little proud as I recall the first sensitivity test evaluation made by Spanish
microbiologists (6). The results are summarized in Table 3.

Messieurs, c’est les microbes qui auront le dernier mot (Louis Pasteur)

My own guideline compels to me to deal with the last two points in the third antibiotic, thienamycin
(1), one which has provided all kinds of stories of sleepless nights.

As the first representative of a new family of betalactamics, the carbapenems, thienamycin was
produced by a new species of Streptomyces, S. cattleya. A broad spectrum activity and resistance to
betalactamases was demonstrated above for cefoxitin; yet I must mention that thienamycin has
extraordinarily high antibacterial activity as well as extraordinarily high resistance to betalactamases.
These two facts are due to its unique chemical structure, which presents stereochemical differences
relative to other betalactams. In fact, it was the first molecule with trans configuration which still
displayed antibacterial activity. Mentioning it in this manner, the statement sounds simple. Yet,how long
have the chemists been using well-known ways of solving structures until the moment occurred that one
of them realized that this was precisely the wrong way to go? Several months, I would say. The change
of mind flashed suddenly in one of our chemists’ brain, at 3 a.m. of a red letter day, and it worked.

This strange peculiarity was not the only unique character of this compound but one among others.
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TABLE 3
SENSITIVITY TEST EVALUATION OF FOSFOMYCIN BY SPANISH MICROBIOLOGISTS

Microorganism Number of Number Percentage
strains tested susceptible
Haemophius influenzae 28 28 100
Salmonella sp. 14 14 ~ 100
Vibrio cholerae 4 4 100
Staphylococcus sp. 2,891 2,864 99
Neisseria meningitidis 21 20 95
Escherichia coli 3,398 3,173 93
Serratia marcescens 336 314 93
Streptococcus sp. 609 487 80
Pseudomonas aeruginosa 1,856 1,465 79
Proteus mirabilis 810 623 77
Group Providencia 38 25 66
Klebsiella—Enterobacter 958 594 62
Proteus indoligenus 494 256 52
Total 11,457 9,867 86

To begin with, the strong activity detected in Spain as «totally unknown» was just a mixture of
betalactamic antibiotics including the new compound with penicillin N and cephamycins. A similar
cultivation broth showed the effectiveness of the crude productin curing mice infected with Pseudomonas
aeruginosa. Interest in the culture greatly intensified, and much effort was devoted to increase the
thienamycin concentrations by altering cultivation conditions. And it was done. But a new difficulty
appeared, instability and accelerated autoinactivation in solution: due to the fact that the concentration
of thienamycin put molecules on close contact destroying its own betalactam rings.

To make a long story short: it was necessary to look for new derivatives to avoid this inactivation.
N-formimidiole thienamycin was selected as the most effective. Even more surprises were waiting for
us when the clinical studies began. The first studies on healthy volunteers showed that thienamycin was
quickly degraded in the kidney and practically no levels were measurable in blood. These results totally
limited its therapeutic properties. The main question was: Why? Again, sleepless people devoted their
minds to think about it and, again, they were lucky to be able to show that the degradation in the kidney
was due to the existence of a single enzyme, the dehydropeptidase I, known for many years as a curious
kidney peculiarity with an unknown mode of action. We discovered that this enzyme specifically
degraded our compound. One of the most important participants in this part of the work expressed the
issue succinctly when he remarked: «No one knew the exact purpose of the enzyme, so maybe it's waiting
there all these years to chew up our thienamycin...»

Once our colleagues understood these facts, the search for its effectiveness began immediately and,
again, the obstacle was overcome. A compound which mimics thienamycin, with a similar structure,
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cilastatin, was found. Recombining these two together, the enzyme was adequately deceived into
choosing cilastatin and letting thienamycin act. It worked: 95% thienamycin was recovered in urine and
high therapeutic levels in blood were achieved! In less than one year 4,000 patients had been studied and
the results were outstanding.

Subsequent events then greatly complicated the whole chronicle. In the first steps for the production
of the antibiotic three main phases could be established: the first in which 4,000 liters of culture had an
activity of 2.4 mg/ml that, through resin extraction, yielded 1.64 g, with an activity of 940 mg/ml. This
yield of 0.04% was nothing with which a product could be made. In the second phase, from 100,000 liters
of culture, 100 g of pure substance were achieved, increasing the yield to 0.1%. Although an
improvement, this was still far too low to insure future availability of the antibiotic. Then, after
prodigious efforts, came success: the product was obtained by total chemical synthesis. For the first time
in the history of MSD was such a complex product synthesized. We made it! It was the work of all of
us (1, 6).

Inresearch, you need the four German Gs: Gliick, Geduld, Geschick und Geld [luck, patience,
skill and money] (Paul Ehrlich)

How many years did the process take? The truthful answer is that thienamycin was sold in Spain
only after 13 years of its discovery here!

As scientists, we could assume that the story has ended. But this is not true. After a drug is
discovered, and after all the tricky problems for production of that drug are solved (?), more hurdles must
be crossed: regulatory affairs, marketing and sales. Our colleagues in these activities need us as much
as we need them. Since we all together compose the pharmaceutical industry, I must mention them here.

I have attempted to transmit at least, a small part of the complexity involved in a program like this,
one whose role is the discovery of drugs useful to mankind. Our motivation derives from this, in the light
of the outcome, all our efforts to solve the problems are worthwhile. The pleasure felt when «what you
saw for the first time and you decided to select» produced, after many years, an antibiotic useful for
curing patients may be remembered as one of the best moments in one’s life. I feel extraordinarily lucky
and happy to just have been a very, very small contributor to these true stories.

I have deliberately avoided mentioning names. There were many thousands of MSD people that
have suffered and, also, have enjoyed the setbacks and accomplishments of these long years with the
three products: fosfomycin, cefoxitin and thienamycin, that even a list of their names would be too long.
Please consider I am here just as a humble representative of all of them.

There is one fortunate consequence of our work for which we congratulate ourselves: we are
«guilty» of motivating many scientists all over the world to do much important work related to these
discoveries. Perhaps, you, patient reader, are one of them. Thanks for it.

I would like to paraphrase two predecessors before finishing. After forty years of work in the natural
product screening program, two thoughts have inspired me to continue; they are nearly «biblical»
principles thatkeep us working on ajoblike this. The firstis Perlman’s admonition that «<Microorganisms
are always right», and the second is what Fleming said in the earliest days of antibiotic investigation:
«I did not discover penicillin, I was very lucky to stumble upon it.»
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Summary

Nowadays, many Spanish research centers have excellent electronic microscopy services. The
current situation, however, should not allow us to forget that the initial steps of microscopy in Spain were
very difficult. The construction of excellent optical microscopies in the late XIX century, and their
almost immediate introduction in Spain, coincides with a period of thriving scientific activity in our
country. Both micrography and histology saw the highlights of their development in Spain, with
scientists such as Ramon y Cajal, Rio Hortega, Ferran, Simarro, among others, all of them widely known
at present. This article evokes briefly the vicissitudes of Spanish microscopy, from its very beginning
in 1843, when the Allgemeine Anatomie by Jacob Henle was translated into Spanish, to present. Scientific
historical facts in this article are often accompanied with anecdotes, which show the human aspect of
those great scientists. The persevering task carried out by researchers whose names have been recorded
in the history of Spanish science and technology, have established the grounds in which our current
development is based.

Key words: Spanish microscopy, Ramén y Cajal, micrography, histology, optical and electronic
microscopes

Resumen

En la actualidad, numerosos centros de investigacién espafioles disponen de excelentes servicios
de microscopia electrénica. Esta situacién no debe hacernos olvidar que las etapas iniciales de la
microscopia en Espafia fueron mucho mds dificultosas. La fabricacién y casi inmediata introduccién de
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los excelentes microscopios Opticos de finales del siglo XIX coincide con un periodo de extraordinaria
vitalidad cientifica en nuestro pafs. La micrografia y la ciencia histoldgica vivieron momentos que
quedarian marcados en la historia con nombres propios que hoy son universalmente conocidos, como
Ramén y Cajal, Rio Hortega, Ferrdn, Simarro, entre otros. En este articulo se evocan brevemente las
vicisitudes de la microscopia en Espaiia, desde sus inicios en 1843, afio de la traduccion al espaiiol del
texto Allgemeine Anatomie,de Jacob Henle, hastanuestros dias. Los hechos histéricos vienen acompaiiados
muchas veces por anécdotas que vivieron sus protagonistas, las cuales nos hacen ver el aspecto humano
de los grandes cientificos. La labor perseverante de investigadores cuyos nombres han quedado unidos
ala historia de la ciencia y de la tecnologia espafiolas forman la base sobre la que se asienta el desarrollo
cientifico y tecnolégico alcanzado en la actualidad.

Este articulo estd basado en la conferencia pronunciada por el autor en la Facultad de
Biologia de la Universidad de Barcelona el dia 12 de mayo de 1994.

Introduccion

Sin duda alguna, los primeros micrégrafos espafioles fueron algunos de los ilustrados que a dltimos
delsiglo X VIIintrodujeron en Espaiia la ciencia moderna, por lo que fueron llamados novarores. El mas
importante fue el valenciano Criséstomo Martinez, que estudi6 las estructuras microscépicas dseas.

Alo largo del siglo X VIII 1a observacion microscépica de los tejidos del cuerpo humano se cultivo
en Espaiia de manera continuada. La guerra de la Independencia y el subsiguiente azaroso reinado de
Fernando VIl interrumpieron esos estudios, que se reanudaron a partir de la muerte del monarca, en 1833.

En 1843, los redactores de la Biblioteca Escogida de Medicina y Cirugia tradujeron al espafiol la
importantisima obra micrografica Aligemeine Anatomie, de Jacob Henle, s6lo dos afios después de la
aparicion en Leipzig de la primera edicién. Tras la revolucién de 1868, establecida la libertad de
ensefianza, se fundaron varias instituciones docentes privadas, fundamentalmente de cardcter médico,
en las que trabajaron eminentes doctores cuyos nombres forman parte de 1a historia de la microscopia
espaiiola. Recordemos al médico y anatomista Pedro Gonzélez de Velasco (1815-1882), creador de
diversas instituciones, entre ellas el Museo Antropolégico, conocido popularmente como Museo
Velasco, del que fue fundador y mecenas; Rafael Martinez Molina (1816-1888), cirujano y
anatomopat6logo; Luis Simarro Lacabra (1851-1921), entre tantos otros. Estos primeros histélogos
utilizaron microscopios, pero no se conocen detalles de su calidad, procedencia u origen.

Paraddjicamente, el primer dato conocido sobre la existencia de un microscopio en un centro
cientifico espafiol, va acompaiiado de una nota peyorativa que Santiago Ramén y Cajal incluye en sus
memorias (23). Copia del histélogo aleman Albert von Kolliker lo que éste cuenta en una carta a su
familia sobre el Museo de Ciencias Naturales de Madrid: «Del director Graells debo contaros una
anécdota. Luce en su laboratorio un magnifico microscopio francés, y como yo le preguntase si habia
investigado algo con €l contestome que no habia tenido todavia ocasién de aplicarlo a sus trabajos
cientificos por desconocer su manejo. Rogome que hiciera alguna demostracién con dicho instrumento.
Entonces procedi, en unién con un amigo (M. Witich) a mostrarle los glébulos de la sangre humana y
la fibra muscular estriada, ante cuyo espectdculo reveld alegria infantil y nos dio gracias calurosas.»
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Mariano de 1a Paz Graells y Agiiera (29) fue un competente zo6logo que no merece tal caricatura.
Catedratico de Ciencias Naturales en la Real Academia de Ciencias y Artes de Barcelona, se trasladé
posteriormente a Madrid, donde (en 1874) fue uno de los fundadores de 1a Real Academia de Ciencias
Exactas, Fisicas y Naturales. Profesor de Zoologia durante 64 afios en el Museo Nacional de Ciencias
Naturales y director del museo durante veintitrés, organiza expediciones, reline colecciones, promueve
investigaciones de zoologia aplicada, especialmente de piscicultura y ostricultura, e interviene activamente
en la lucha contra la filoxera. Pero no es hombre de laboratorio, ni tiene aficién alguna por los estudios
microscépicos. De ahi el menosprecio de Kolliker.

Probablemente, el microscopio que Kolliker vio a Graells seria adquirido por €ste para el museo,
pues, segiin dice Agustin J. Barreiro (3), "en 1845 fueron encargados a Paris algunos aparatos de Fisica
para los experimentos més necesarios por la cantidad de 13.000 reales.” Hacia la mitad del siglo XIX se
utilizaban microscopios en las catedras del Museo. En 1854 se present6 al Ministro «una lista de los
aparatos... absolutamente necesarios para las demostraciones de las cdtedras de Geologia, Botdnica y
Zoologia», lista en la que figuran un «microscopio de Euler» y un «microscopio de Obertein.» Claro que
de la existencia de microscopios en los centros superiores de ensefianza no se deduce necesariamente que
los profesores los utilizasen con provecho, ni siquiera que los considerasen como instrumentos utiles
paralainvestigacion. Y en parte tenianrazon, pues hastaentrado el siglo XIX las imdgenes proporcionadas
por el microscopio estaban muy alteradas por fuertes aberraciones crométicas y de esfericidad (Fig. 1).

Elhist6logo portugués A. Celestino da Costa (7), recuerda, refiriéndose al francés Mario Francisco
Bichat, autor del concepto de tejido como unidad elemental del organismo: «El padre de 1a Histologia
no queria nada con ese instrumento, del que desconfiaba, por otra parte con cierta razon, pues en su vida
no pasoé de ser un mal utensilio, causante de muchas ilusiones e inferior a los métodos seguros de los que
él se servia.»

En 1820, el aleman Fraunhofer construy6 lentes acromaticas, es decir corregidas de la perturbadora
aberracion cromdtica, lo que permitié a Chevalier, en Francia, a Amici, en Italia, y aLister, en Inglaterra,
construir microscopios que proporcionaban imdgenes de calidad. La consecuencia fue el progreso de la
citologia, la histologia y la anatomia microscdpica y el nacimiento de la teoria celular de Schleiden
(1838) y Schwann (1839), asi como la aparicién de la obra de Henle (1841), que tan bien estudiada ha
sido por mi amigo el historiador de la medicina Agustin Albarracin Teul6n (2).

Claro esté que la deficiente calidad de los instrumentos 6pticos no nos puede servir para exculpar
alos profesores y cientificos rutinarios o desidiosos, personajes que, por desgracia, han existido en todas
lasépocas, en Espafia y en otros paises. Limitdndonos al nuestro, anota Cajal en sus memorias que «cierto
catedrdtico de Madrid» calificaba la Anatomia Microscépica de «Anatomia celestial», y afiade que «la
frase hizo fortuna» (!)

Otra muestra de la desidia que reinaba por aquellas fechas en nuestras universidades se la debemos
también a Cajal que, en 1877, siendo Auxiliar de Anatomia de la Facultad de Medicina en Zaragoza,
dificilmente podia acceder al inico microscopio que habia en la facultad, en vista de lo cual adquiri6 en
Madrid (a un comerciante de la calle del Prado, Francisco Chenel) un microscopio francés de marca
Verick, por el que pagd, de su propio bolsillo, 140 duros en cuatro plazos. Nos puede dar una idea de lo
querepresentaba esta cantidad el saber que en 1884, cuando obtuvo la citedra de Anatomia de la Facultad
de Medicina de Valencia,, ganaba 52 duros al mes.

Laciencia se hacia por entonces con una gran austeridad de medios, y no solamente en Espaiia. Asi,
el gran microbi6logo aleman Robert Koch (1843-1910) empez6 como médico de un barco, y se hizo
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FIG. 1. Microscopio monocular Leitz de mediados del siglo XIX. El enfoque s6lo podia hacerse con el tornillo
lateral, que determinaba el desplazamiento de la platina. Véase lalente colectora, acoplada al tubo del microscopio,
para hacer una iluminacién episcépica. (Cortesia de Merce Durfort, Museo de la Microscopia, Unidad de Biologfa
Celular de la Facultad de Biologia de la Universidad de Barcelona.)

médico rural al casarse, posiblemente por influencia de su esposa, que no deseaba llevar una existencia
némada. Esta inteligente mujer demostrd conocer perfectamente los gustos y vocacién de su marido y
asi, cuando Koch cumplié los 28 afios, recibi6 de ella el regalo que mas podia complacerle, un
microscopio. Con este instrumento, y en su propia casa, se dedic6 a la investigacién médica, su gran
vocacion. En su laboratorio casero, la patata cocida fue el primer medio s6lido para el aislamiento de los
microorganismos en colonias, y las ollas, platos y queseras de la cocina, los primeros recipientes de la
técnica bacteriolégica.

Ellaboratorio que Jaime Ferran habilitd, en unién de su fiel ayudante Inocente Pauli, para estudiar
el agente del clera en 1885, en Tortosa, serfa parecido al de Koch. De ello nos da una idea el fragmento
del libro ;Vae Inventoribus Magnis!, de Angel Pulido, gran apologista de Ferran (22): «Ferrdn y Pauli
habian establecido un laboratorio en la cocina de una casa que tenia en construccién el ilustrado
ginecdlogo Dr. Candela. En ella se habia habilitado lo m4s indispensable: gas, agua, incubadoras, cubos,
frascos, microscopios, etc., y alli se hacfan las siembras y se recogian los cultivos... Por la mafiana, por
la tarde y por la noche, se les encontraba en la faena. Los matraces contenian los cultivos vivos,... y la
jeringa estaba dispuesta siempre a la inoculacion...»
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Laausteridad y pobreza de medios a finales del siglo pasado era el denominador comiin de muchos
microscopistas. Lo confirma el caso de Eduardo Abreu, ilustre médico portugués y miembro de 1a Real
Academia de Ciencias del vecino pais, que, cuando tuvo conocimiento de las vacunaciones que contra
el «c6lera morbo asidtico» estaba practicando Ferran en el levante espafiol, emprendié el viaje y se plant6
en Tortosa, llevandose consigo el material cientifico que juzgé imprescindible para el estudio del
microorganismo y de los métodos del bacteridlogo cataldn.

Abreu escribi6 un libro basado en sus experiencias con Ferran, que se agot6 en seguida. Se tradujo
después al espafiol por iniciativa y encargo de Angel Pulido, quien escribi6 el prélogo de esa edicién (1).
En un capitulo detalla el material que llevé consigo: « 12 Un microscopio de Verich (sic), con un objetivo
de inmersién n® 10 y una (sic) ocular n?4, lo que me daba un aumento de 1,000 didmetros, segiin la tabla
del constructor. Es lo cierto, no obstante, que hechas las debidas correcciones, nunca el poder de los
objetivos es el que dicen los constructores, como asimismo que la lente de inmersién n° 10, s6lo
alcanzaba 900 didmetros; ya este aumento resultaba precioso para la observacion de la bacteria. Estando,
ademds, deterioradas las oculares 1 y 2, yo no podia disponer de pequefios aumentos. Y hay ciertas
particularidades en el estudio de las bacterias, que deben ser observadas en globo; lo que se consigue con
débiles aumentos, 90 a 200 didmetros. Mi maestro y amigo el Dr. Costa Simoes me cedi6é un buen
microscopio Nachet, con el cual yo podria obtener aumentos lineales sucesivos, de 80 a 70 didmetros.»
Sin comentarios...

Auge de la microscopia espaiiola a finales del siglo XIX

Si en 1820, con la fabricacion de los objetivos acromdticos, se daba el primer paso para convertir
el microscopio en un instrumento verdaderamente {itil para la biologia, el segundo y decisivo paso se
darfa en 1883, cuando el fisico aleman Ernst Abbe desarroll6 su famosa teoria sobre el microscopio. En
la ciudad de Jena se asoci6 al fabricante de vidrios especiales Schott y al constructor de microscopios
Carl Zeiss, lo que permitio la fabricacion de los objetivos apocromdticos, que corregian la aberracion
cromdtica y la de esfericidad. El gobierno aleméan concedi6 una subvencién de 60.000 marcos a Abbe,
Zeiss y Schott, quienes crearon una potente industria éptica. A ladecisiva mejoraen las lentes se sumaron
otras novedades, como la del famoso condensador de Abbe.

La introduccién de alguno de estos microscopios en Espaiia fue muy rdpida, a lo cual contribuy6
la epidemia de célera que asolaba la Peninsula en 1885, principalmente en la zona de levante y Aragén.
La epidemia, que afect6 durante el verano de ese afio a mas de 300.000 personas, causé casi 120.000
fallecimientos, provocando el terror en la poblacion y la consiguiente alarma en los gobernantes.

Las ideas sobre la enfermedad eran muy confusas, pues hacia solamente un afio que Koch habia
descubierto el agente causal, y no se conocian tratamiento ni profilaxis, salvo la precaucién de hervir el
agua. La clase médica, sin embargo, dudaba todavia del origen hidrico del contagio.

En este clima de preocupacién y con la epidemia en plena expansién, comenzd Ferrdn sus
inoculaciones. Como es sabido, se produjo una amplia y confusa polémica sobre la vacuna anticolérica,
con apasionamientos y descalificaciones junto a algunas actitudes serenas y cientificas, como la que
mostrd la Diputacion de Zaragoza, la provincia més afectada de Espafia, con 54.943 casos y 12.788
fallecimientos. Esta corporacién encomendé el estudio y prevencion de laenfermedad a Santiago Ramén
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y Cajal, entonces prestigioso catedratico de la Universidad de Valencia. Cajal se traslado aquel verano
ala «Torre de las Canales» casa de campo propiedad de su padre, donde establecié un «laboratorio de
campaiia» y estuvo trabajando y sacando importantes conclusiones cientificas. Esta nueva experiencia
fue para él tan apasionante que, segiin propia confesion, estuvo a punto de cambiar la histologia por la
bacteriologia.

Su trabajo le vali6 un premio excepcional, pues la Diputacidn, agradecida al «celo y desinterés»
mostrados por Cajal, le regal6 un magnifico microscopio Zeiss, un «espléndido Statif (sic) con profusién
de objetivos, entre otros el famoso 1,18 de inmersién homogénea, Gltima palabra entonces de la dptica
magnificante». Este fue, probablemente, el primer microscopio con éptica apocromdtica que Ilegé a
Espaiia, dos afios después de su aparicién en Alemania, y que permitié a Cajal jubilar su «pobre
microscopio Verick» que, en sus propias palabras, parecia un «desvencijado cerrojo» al lado del nuevo
(23). (La marca Verick dejo de fabricarse hacia el afio 1900, siendo sustituida por la marca Sniassne.)

Muy pronto tendria Cajal otros microscopios con dptica apocromética. El 12 de diciembre de 1887
tomé posesién de la catedra de Histologia e Histoquimica Normales y Anatomia Patoldgica de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Barcelona, ubicada entonces en el viejo y ruinoso Hospital
de la Santa Cruz, pues la construccién del proyectado nuevo edificio no finalizaria hasta 1907. Seria el
primer catedratico de esta asignatura, pues hasta entonces la histologia s6lo se cursaba en el doctorado
de Medicina, en la Universidad de Madrid. Al tratarse de una cdtedra nueva, no disponia de local, pero
eldecano, Dr.Rull le cedi6 «unasala, relativamente capaz, destinadaa las manipulaciones y demostraciones
de Histologia y Bacteriologia, amén de un buen microscopio Zeiss y de algunas estufas de esterilizacion
y vegetacion», tal como escribe, en 1917, en sus "Recuerdos” (23). Es posible, sin embargo, que la
memoria no le fuera del todo fiel, porque mi buena amiga Merce Durfort, en el capitulo correspondiente
a Cajal del Simposio «Historia de la Universitat de Barcelona» dice explicitamente que con mucho
esfuerzo consiguié dos buenos microscopios, un Leitz y un Reichert, y una pareja de Nachet, ademads del
Zeiss regalo de la Diputacién de Zaragoza y el viejo Verick, que, como sabemos, eran de su propiedad.
Y afiade Merce Durfort, con admiracién: «Un parell de microtomes de congelacié i un de lliscada
completaven la instrumentacié del geni de les tecniques d’impregnacié amb sals de metalls pesats.» (9)

Con el traslado de Cajal a Barcelona, donde permanecio hasta 1892, comienzala época mds gloriosa
de su vida cientifica y de la Escuela Espafiola de Histologia, no solamente por su labor y la de sus
discipulos, sino porque esta ciencia alcanza un respaldo social muy importante (14).

Cajal no fue, cronolégicamente, el primer hist6logo de Espaiia, pues hacia la mitad del siglo pasado
proliferan una serie de instituciones privadas que imparten diversas ramas de la medicina, y en muchas
de ellas se montan laboratorios micrograficos donde a veces se llevan a cabo excelentes trabajos. Destaca
lamonografia sobre el cidncer de mama que publicé Martinez Molina, en 1853, y el Tratado de Histologia
y Ovologia de Lopez Mateos, redactado en 1847 y publicado en 1853. Ademas de Martinez Molina, que
apoy0 la carrera cientifica de Cajal en sus comienzos, otros tres microscopistas influyeron notablemente
en la dedicacion microgrifica de Cajal: Maestre de San Juan, Lépez Garcia y Simarro.

Maestre, catedrdtico de Anatomia de la Facultad de Medicina, y fundador en 1874 de la Sociedad
Espafiola de Histologia, examiné a Cajal como alumno libre de doctorado en 1876. Aprobé al joven
«facilmente» en Histologia, «aunque ni habia visto una célula ni era capaz de efectuar un sencillo andlisis
microgrifico.» Durante ese y posteriores viajes a Madrid, Cajal tuvo ocasién de ver en la citedra de
Histologia las magnificas preparaciones que amablemente le ensefi¢ Lopez Garcia, lo cual, segin el
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propio Cajal, decidi6 su vocacién micrografica. Simarro, que procedia también de la Escuela de Velasco,
trabajé en Paris de 1880 a 1885 con Ranvier y Charcot y, a su regreso a Valencia, fund6 un laboratorio
neuroldgico. Su influencia sobre Cajal fue posterior pero muy importante, ya que fue quien le ensefié la
ejecucion del método de Golgi; mas tarde, Cajal modific6 el «proceso fotogrifico» de Simarro,
consiguiendo el método del nitrato de plata reducido, su mas famosa técnica y una de las més fértiles.

La microscopia espaiola en el primer tercio del siglo XX

La labor cientifica de Cajal, cada vez mds copiosa y con mayor difusién en el extranjero, culminé
con el Premio Nobel en 1906. Su fama y €xitos en el extranjero contribuyeron a aumentar el nimero de
histélogos y la calidad de las investigaciones, y alrededor de 1900 se crearon ctedras de Histologia en
las Facultades de Medicina. En la Facultad de Ciencias de Madrid, tinica en la que entonces se impartia
laLicenciaturaen Ciencias Naturales, se cred en 1902 la primera catedrade Histologia Vegetal y Animal.
La ocupé al afio siguiente José Madrid Moreno, bacteritlogo y anteriormente jefe del Gabinete
Micrografico Municipal de Madrid, quien publicé trabajos de histologia de invertebrados y de histologia
vegetal, asi como un manual de Histologia Vegetal y Técnica Microgréfica (18).

La Facultad de Ciencias de la Universidad de Barcelona tard6 algunos afios en impartir la
morfologia microscépica. En 1910 se constituy6 la Seccion de Ciencias Naturales, y en ella la catedra
de Técnica Microgrifica e Histologia Vegetal y Animal. La citedra fue ocupada, en 1911, por Emilio
Ferndndez Galiano, mi padre, quien permanecid en Barcelona hasta 1934, afio en el que se trasladé a
Madrid por la jubilacion de José Madrid Moreno. Su actividad cientifica se centré en dos campos: la
morfologiay fisiologiade los protozoos y la histologia de invertebrados y vertebrados (fundamentalmente,
el tejido muscular, y en especial de la fibra muscular cardiaca). Uno de los microscopios que utilizo
durante ese tiempo se representa en la Fig. 2. Sus mejores logros en Barcelona los obtuvo con los
protozoos, donde hizo algiin descubrimiento fisiolégico importante,como, por ejemplo, que la contraccion
del pediinculo de las vorticelas obedece a la ley del "todo o nada.” Se adelant6 dieciséis afios a Chatton
y Lwoff, al aplicar, en 1916, la impregnacién argéntica a los protozoos ciliados, trabajo que publicé en
la revista Treballs de la Societat de Biologia de Barcelona (11).

Desde principios de siglo hasta la tragica interrupcién de 1936, la histologia espafiola, prestigiada
en todo el mundo, giré en torno a Cajal y sus discipulos, con la utilizacién de los métodos de
impregnacion argéntica del maestro y el estudio del sistema nervioso de los vertebrados, especialmente
de los mamiferos.

La Escuela Espaiiola de Histologia tuvo varias figuras sefieras, casi todos médicos y profesores.
Entre ellas, Pedro Ramén y Cajal, hermano del maestro; Jorge Francisco Tello Mufioz, discipulo
predilecto y su sucesor en la citedra; Nicolds Achidcarro Lund, uno de los mejores investigadores de la
Escuela Espafiola, que muri6 en 1918 a los 38 afios de edad; el naturalista y médico Domingo Sdnchez
Sanchez, que se especializ6 en el estudio de los centros nerviosos de los insectos; el zaragozano Rafael
Lorente de NO, que emigré a los Estados Unidos, donde trabajé como neurélogo en el Instituto
Rockefeller de Nueva York; y Fernando de Castro y Rodriguez, uno de los dltimos discipulos de Cajal.

No puede olvidarse la figura de Pio del Rio Hortega y su importantisima contribucion a la histologia
espaiiola (17). Nacido en 1882 en Portillo, Valladolid, se licenci6é en Medicina y ejercié de médico rural
en su pueblo. En 1913 fue a Madrid para especializarse en cancer. Al no encontrar una acogida muy
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FIG. 2. Microscopio monocular Leitz de finales del siglo XIX, que fue utilizado por Emilio Fernandez Galiano
cuando ocupaba la cétedra de Histologia Vegetal y Animal de la Facultad de Ciencias de la Universidad de
Barcelona. Estaba dotado de dos tornillos, macro y micrométrico, revélver con dos objetivos y un condensador tipo
Abbe, de gran abertura numérica. Una charnela permitia articular el estativo. Este modelo fue utilizado durante
muchas décadas para las pricticas de Histologia. Santiago Ramén y Cajal usé uno similar, si bien preferia el Zeiss
de su propiedad. (Cortesia de Merce Durfort, Museo de 1a Microscopia, Unidad de Biologia Celular de la Facultad
de Biologia de la Universidad de Barcelona.)

entusiasta por parte de Cajal y Tello, se fue a trabajar con Achicarro, director del Laboratorio de
Histopatologia del Sistema Nervioso, en el Museo Nacional de Ciencias Naturales. Estuvo en Paris y
Berlin, pero tuvo que repatriarse al declararse la Guerra Europea en 1914. Regres6 al laboratorio de
Achicarro, que le tenia en gran estima, pero éste se habia trasladado al Museo Velasco, donde estaba
también el Laboratorio de Investigaciones Bioldgicas que dirigia Cajal.

En 1917, la enfermedad de Achiicarro, que muri6 al afio siguiente, obligé a Rio Hortega a hacerse
cargo del Laboratorio, siendo nombrado director en 1920. Estallé una tormenta que venia larvandose
desde su regreso. Cajal le profesaba una antipatia visceral y la coexistencia bajo un mismo techo de dos
equipos independientes provoc continuos roces. La situacién llegé al limite y, en octubre del mismo
afio, Cajal dirigi6 al vallisoletano una durisima carta en la que, a la par que le reprochaba una supuesta
conducta desleal para con su persona, le decia literalmente «que no vuelva a poner los pies en el
laboratorio» (17). Rio Hortega se trasladé con sus discipulos a los locales habilitados en la Residencia
de Estudiantes, quedando asf fisicamente escindida la Escuela Espafiola de Histologia: Cajal con sus
colaboradores, en Atocha; Rio Hortega con los suyos, en los altos del Hipédromo.
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Lo cierto es que la Escuela Espafiola de Histologia es una formidable obra colectiva con tres pilares
fundamentales: Santiago Ramén y Cajal, Nicolas Achiicarro y Pio del Rio Hortega, los tres protagonistas
de una obra cientifica en la que obtuvieron unos magnificos resultados, especialmente en lainvestigacion
del sistema nervioso (8). Crearon numerosos métodos de impregnacion argéntica, entre los cuales el del
nitrato de plata reducido de Cajal, el tanoargéntico de Achicarro y el del carbonato de plata de Rio
Hortega, alcanzaron la mayor notoriedad.

Yo conoci de nifio a Rio Hortega, en un viaje que hizo a Barcelona hacia 1932, y durante el cual
estuvo invitado a comer por mi padre en la mesa familiar, tal como se hacia por entonces. Aunque éramos
nifios, D. Pio dejé en mi y en mis hermanos un recuerdo imperecedero. Era un hombre cordial, timido
y de una gran educacion («de cardcter apocado», decfa de si mismo), y muy carifioso con los nifios. A
los postres nos confeccionaba unas sabanitas caladas con papel de fumar redoblado y pellizcado por sus
agiles dedos.

Si comparamos estas «vidas paralelas», podemos afirmar que mientras Cajal fue un triunfador
durante su larga vida, a Rio Hortega no le sonrié demasiado el triunfo social. No obtuvo el Premio Nobel
(1o que hubiera sido muy justo), ni pudo ingresar en la Real Academia Nacional de Medicina. En efecto,
en 1934, tras el fallecimiento de Cajal, se le propuso para ocupar el sillén que habia dejado vacante, pero
los académicos eligieron otro candidato (que ni siquiera llegé a tomar posesion). El desaire produjo una
violentisima crisis entre los académicos, que se saldé con la dimisién del neur6logo Gonzalo Rodriguez
Lafora, quien abandoné para siempre la Academia, no sin antes escribir un articulo en un periédico de
Madrid poniendo de vuelta y media a los académicos culpables del «<bochorno de no votar aRio Hortega»
(19). Es mas, mientras Cajal murié en su patria, a edad muy avanzada, Rio Hortega tuvo que emigrar en
1939 y falleci6 en Argentina, en 1945, a la edad de 63 afios, de un tumor del que €1 mismo hizo el
diagnéstico anatomopatoldgico.

El desarrollo de la dptica del microscopio y de la microfotografia

Una caracteristica comin a los hist6logos espafioles de la época fue su extraordinaria habilidad para
el dibujo: las ilustraciones de sus trabajos y libros son auténticas obras de arte. Y no deja de ser curioso
que, siendo muchos de ellos aficionados a la fotografia, especialmente Simarro y Cajal, no emplearan
casi nunca la microfotografia para ilustrar sus trabajos, sino el dibujo.

Pero no solo estaba por entonces muy adelantada la histologia, sino también el conocimiento del
microscopio como instrumento y de la microfotografia. Son ejemplo de ello dos figuras notorias, los
ingenieros Joaquin Maria de Castellarnau y de Lleopart (1848-1943) y Domingo de Orueta Duarte
(1862-1926), ambos socios y presidentes de la Real Sociedad Espatfiola de Historia Natural.

Castellarnau, ingeniero de montes segoviano, que dominaba diferentes disciplinas cientificas, debe
su celebridad a sus estudios sobre microscopia (8). Fue uno de los primeros en comprender y divulgar
la teoria de la visién microscépica de Abbe. La memoria Visidn microscépica. Condiciones de verdad
de la imagen microscépica y modos de expresarlas se publicé en 1885. En 1911 las conferencias de
Castellarnau en el Museo Nacional de Ciencias Naturales de Madrid fueron publicadas por la Junta para
Ampliacion de Estudios e Investigaciones Cientificas (6).
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Orueta Duarte, ingeniero de minas malaguefio, excelente microscopista y seguidor de Castellarnau,
colabor6 con varios fabricantes de microscopios, entre ellos Carl Zeiss, de Jena, y Watson and Sons, de
Londres (12). Escribi6 articulos cientificos sobre microscopia, aunque su obra fundamental es el libro
Teoria y Manejo del Microscopio, publicado en Madrid en 1922. A un nivel cientifico inferior puede
citarse un articulo de veinte paginas del jesuita Pedro Valderrdbano, La fotomicrografia aplicada a las
Ciencias Naturales, presentado en 1908 en Zaragoza, en el Primer Congreso de Naturalistas Espafioles
(30).

No puedo dejar de citar aqui a un personaje singular, el catedratico de Fisica y Quimica del Instituto
de Pontevedra Ernesto Caballero, hombre hibil y paciente donde los hubiera. Especialista en diatomeas,
se dedicaba a la confeccidn de preparaciones microscépicas en las que aparecian ordenadas sistematica
y artisticamente cientos de diatomeas diferentes. Publicé su técnica en 1897 en los Anales de la Real
Sociedad Espariola de Historia Natural, y mas tarde en los Trabajos del Museo Nacional de Ciencias
Naturales. En esas pdginas aparecen microfotografias de preparaciones increiblemente bellas y
complicadas: una de ellas tiene 1142 diatomeas perfectamente ordenadas y clasificadas (4, 5).

Entonces, como ahora, la principal fuente de informacién que tenian los microscopistas espafioles
para conocer y aplicar las técnicas de preparacién de células y tejidos eran las revistas cientificas
extranjeras. Pero, ademds, durante el primer cuarto de siglo actual, los microscopistas se valian
principalmente de libros de técnica histoldgica franceses (Rubenthaler [26], Langeron [16]) o alemanes,
especialmente de la completisima Enzyclopddie der mikroskopischen Technik, en dos tomos, que en
1910editaron cinco grandes de la Histologia y de 1a Microbiologia alemana de 1a época: Ehrlich, Krause,
Mosse, Rosin y Weigert (10). Dos profesores espafioles publicaron en esta época sendos manuales de
técnica histolégica, Arturo Nifiez en Salamanca, en 1918 (reeditado en 1924), y José Madrid Moreno
en Madrid, en 1921. También se edité en 1922 un libro sobre el microscopio con abundantes notas sobre
técnica, El microscopio y sus aplicaciones, de H. Hager, traducido del aleman por Francisco Pardillo,
catedrdtico de la Universidad de Barcelona (21, 18, 15).

Pero lo cierto es que los investigadores espafioles no tuvieron a su disposicién un libro de técnica
histoldgica itil y completo en espaiiol hasta que en 1928 Emilio Ferndndez Galiano tradujera del alemén
la Gufa-Formulario de Técnica Histolégica, de B. Romeis (25). En 1929, el profesor de 1a Facultad de
Medicina de Barcelona, Diego Ferrer de la Riva, publicé un notable libro de técnica histoldgica (13). El
afio anterior a su fallecimiento, Cajal, en colaboracion con Fernando de Castro, public6 su excelente obra
especializada Técnica Microgrdfica del Sistema Nervioso (24).

La introduccion de la microscopia electronica

De 1927 a 1945 (con la excepcidn de los afios de la Guerra Civil) se publicé en Madrid la revista
Investigaciony Progreso, dedicada a las novedades en el campo de la ciencia y la cultura. De influencia
germanica, abundaban los articulos de autores alemanes, como también lo era la formacién de muchos
colaboradores espafioles. Parece que en Espaiia la primera noticia sobre el microscopio electrénico fue
un articulo de Ernst Ruska (27), EI microscopio de rayos catédicos como ultramicroscopio, publicado
enesarevistaen 1934, El autor habia creado ese instrumento que patentd, junto con su colaborador Bodo
von Borries, en 1932. La noticia habia llegado a Espaiia muy ripidamente y de primera mano. La misma
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revistapublic6 en 1940 dos trabajos mds sobre lo que entonces se denomind hipermicroscopio,uno firmado
por los hermanos Ruska y von Borries (28) y el otro por el ingeniero Heinz Miiller (20).

Desgraciadamente, los tragicos acontecimientos de la Guerra Civil y la inmediata segunda Guerra
Mundial, aislaron cientificamente a Espaiia y retrasaron en mds de una década la llegada del primer
microscopio electrénico. Esto sucedié en 1947, cuando el Instituto Nacional de Técnica Aerondutica
(hoy Instituto Nacional de Técnica Aeroespacial), adquirié un microscopio electrénico, que se instalé
en Torrejon de Ardoz, y se dedicé a investigaciones metalograficas, de acuerdo con los finesdel LN.T.A.
Era un aparato de fabricacién norteamericana, marca C.S.F., todavia muy primitivo, pues las lentes eran
abase de condensadores (Fig. 3). E1L.N.T.A. tuvo después un microscopio de fabricacién checa, el Tesla
RS 242 A, dotado ya de lentes electromagnéticas. Ademads de investigaciones sobre materiales metalicos,
se hicieron también algunas fotografias de bacterias.

A partir de entonces los principales centros de investigacion, especialmente los de estudios
biolégicos, se van dotando de microscopios electrénicos. Asi, en 1956, el Instituto Jaime Ferran del
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas adquirié un microscopio Siemens Emskop 1A, con el
se realizaron interesantes trabajos sobre bacterias y virus pardsitos de vegetales, a cargo de Miguel

FIG. 3. Microscopio clectrénico C.S.F. norteamericano, instalado en el Instituto Nacional de Técnica
Aerondutica en 1947. Estaba dotado de condensadores, en lugar de lentes electromagnéticas, como los actuales.
(Cortesiadel ingeniero aerondutico Miguel Angel Martin Gonzélez, del Instituto Nacional de Técnica Aeroespacial.)
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Rubio. Por las mismas fechas, se instal6 en el Instituto Antituberculoso de la Caja de Pensiones de
Barcelona un AEG-Zeiss, que estuvo a cargo del microbi6logo médico Conrad Xalabarder, y que se
dedicd al estudio del bacilo tuberculoso. Fue el primero en Barcelona, al que signi6 un aparato Siemens
en la Escuela Técnica Superior de Ingenieros Industriales de la Ciudad Condal.

Hasta aproximadamente 1955, el microscopioelectrénico, de clara utilidad para fisicos e ingenieros,
no habia mostrado una eficiencia semejante para los bi6logos, quienes no lo podian utilizar mas que para
estudiar réplicas metalizadas de bacterias y virus. El progreso de las técnicas auxiliares y la posibilidad
de hacer cortes ultrafinos del material celular amplié considerablemente su aplicacion. El resultado es
lo que hoy se conoce como microscopia electrénica de transmision, tan decisiva para el desarrollo de la
histologia, de 1a citologia y de la biologia en general. Yo mismo, en 1956, tuve el privilegio de manejar
el Ginico microscopio electrénico que por aquellas fechas existia en el Laboratoire d’Evolution des Etres
Organisés del Boulevard Raspail de Paris, que dirigia entonces el llorado Profesor Pierre-Paul Grassé,
y de hacer algunas fotografias de la opalina Cepedea dimidiata.

La aparicion de la microscopia electronica de transmision, y después de la de barrido, convirti6 en
indispensables estos instrumentos que, en la década de 1950 a 1960, gracias a la mejora de las
condiciones econdmicas, empezaron a aparecer en las universidades por dos vias diferentes: a través de
la adquisicion por diferentes catedras y departamentos, y gracias a la instauracién de Servicios de
Microscopia Electronica de caracter auténomo, no ligados directamente a ninguna catedra. Este dltimo
fue el caso en la Universidad de Madrid (actual Complutense) y en la de Barcelona.

El Servicio de Microscopia Electrénica de la Universidad de Madrid se estableci6 en 1952 en el
s6tano del Pabellén de la Seccidn de Fisicas de la Facultad de Ciencias, a iniciativa de su primer director,
Luis Bru Villaseca, catedratico de Fisica del Estado S6lido. Con €l colaboraron los Dres. Serna y Rojo
Alaminos. Los aparatos al comienzo fueron una cdmara Finch de difraccion de electrones y un
microscopio electrénico Philips 500. Posteriormente se incorpord al servicio el Dr. Gonzilez Santander,
que puso a disposicion de los bidlogos dos aparatos mas, un Jeol 100 y un Jeol 200. Con el tiempo, €l
Servicio se trasladé a un edificio independiente y se ampliaron y mejoraron notablemente sus aparatos.
Este centro, denominado hoy Luis Bru , dirigido por el quimico Carlos Barba, se inaugur6 el 11 de julio
de 1988. Estd dotado con cuatro microscopios electrénicos muy modernos, todos ellos modelos de 1991,
asaber, un Zeiss 902, un Jeol-SM 6400, un Jeol-2000 FX Temscan y un Jeol-4000 EX. Hay que destacar
este ltimo, con 400.000 voltios de aceleracion, el de mayor potencia en Espaiia y del que, cuando se
instald, s6lo habia otros cuatro iguales en Europa.

El Servicio de Microscopia Electrénica de la Universidad de Barcelona vino algo mas tarde y su
fundacién, instalacién y funcionamiento en los primeros tiempos se debieron a la incesante labor de
iniciativa y colaboracion del catedrético de Histologia Vegetal y Animal de 1a Facultad de Ciencias, Luis
Vallmitjana Rovira.

Luis Vallmitjana logr6 que yael 30 de noviembre de 1956 se constituyese en la Facultad de Ciencias
una comision para llevar a cabo la realizacion de un centro de este tipo. Las largas y fatigosas gestiones
culminaron en 1964, con la concesién de un crédito del Ministerio de Educacién y Ciencia para la puesta
en marcha de un Gabinete de Microscopia Electrénica en las universidades de Madrid y Barcelona. Se
procedid, pues, a la construccién de un pabellén en el edificio central de la Universidad de Barcelona
(en la Plaza de la Universidad) y a la adquisicién de dos microscopios electrénicos, uno principal, un
Philips 200, y otro auxiliar, un Tesla BS-242-DN, asi como de ultramicrotomos y material fotografico.
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Quedd instalado en julio de 1966 y las primeras fotografias se obtuvieron en octubre de ese afio, aunque
la inauguracién oficial se habia hecho el 27 de junio, en presencia del Ministro de Educacion y Ciencia,
Manuel Lora Tamayo, que era también catedratico (de Quimica Organica) de 1a Facultad de Ciencias de
Madrid. Luis Vallmitjana fue nombrado director del centro en diciembre de 1966.

Tanto el Centro de Microscopia Electrénica de Madrid como el de Barcelona gozan hoy de medios
mucho mds valiosos que en sus comienzos. Pero no hay que olvidar que su nacimiento, modesto y
laborioso, fue posible gracias a la entrega, tesén y eficacia de sus dos fundadores, que me honran con
su amistad y a quienés quiero dedicar este articulo: Luis Bru Villaseca, el fisico, y Luis Vallmitjana
Rovira, el bidlogo.

Bibliografia

1. Abreu, E. (Sin fecha de impresién). El Doctor Ferrdn y el problema cientifico de la vacunacién colérica.
(Trad. del portugués por Sebastidn Gomila). Impr. La Renaixensa, Barcelona.

2. Albarracin Teulén, A. (1983). La teoria celular. Alianza Universidad, Madrid.

3. Barreiro, A. (1944). El Museo Nacional de Ciencias Naturales. Pr6logo de Eduardo Herndndez-Pacheco.
C.S.I.C., Madrid.

4.  Caballero, E. (1897). Técnica de las preparaciones microscdpicas sistemdticas. Procedimientos originales.
Anales de la Sociedad Espaiiola de Historia Natural 26, 217-241.

5.  Caballero, E. (1925). Técnica de las preparaciones microscépicas sistemdticas. Trabajos del Museo Nacional
de Ciencias Naturales, Serie boténica 20, 1-73.

6.  Castellarnau, J. M. (1911). Teoria general de la formacién de la imagen en el microscopio. Junta para
ampliacién de estudios e investigaciones cientificas. Impr. de Eduardo Arias, Madrid.

7.  Celestino da Costa, A. (1945). O conceito de sistema celular. Impr. Lucas, Lisboa.

8.  Diaz Tosaos, F. (1944). El Sr. Castellarnau 1 23 Julio 1943. Naci6 en 1848 (Nota necrolégica). Boletin de
la Real Sociedad Espaiiola de Historia Natural 42, 41-45.

9.  Durfort, M. (1988). Santiago Ramén y Cajal i la Universitat de Barcelona (1887-1892). In Historia de la
Universitat de Barcelona, pp. 351-363. Publicacions de la Universitat de Barcelona, Barcelona.

10. Ehrlich, P., Krause, R., Mosse, M., Rosin, H., Weigert, K. (1910). Enzyclopidie der mikroskopischen
Technik. Vol. 2. Urban & Schwarzenberg, Berlin und Wien.

11. Ferndndez Galiano, E. (1916). La accién del nitrato de plata reducido (fijacién al urano—formol) sobre
algunos protozoos. Treballs de la Societat de Biologia 6, 1-15.

12.  Ferndndez Navarro, L. (1926). Don Domingo de Orueta y Duarte. (Nota necrolégica.) Boletin de la Real
Sociedad Espaiiola de Historia Natural 26, 214-226.

13. Ferrer de la Riva, D. (1929). Manual de Técnica Histolgica. Lib. Castells, Barcelona.

14. Ferrer, D. (1989). Cajal y Barcelona. Fund. Uriach, Barcelona.

15. Hager, H. (1922). El microscopio y sus aplicaciones. (Trad. espafiola de Francisco Pardillo.) Ed. Gustavo
Gili, Barcelona.

16. Langeron, M. (1912). Précis de Microscopie. Ed. Masson et Cie., Paris.

17. Lépez Piiiero, J. M. (1990). Pio del Rio Hortega. Fund. Banco Exterior, Madrid.

18. Madrid Moreno, J. (1921). Elementos de Histologia Vegetal y Técnica Microgréfica. Lib. General de
Victoriano Sudrez, Madrid.

19. Matilla, V. (1984). Historia de la Real Academia Nacional de Medicina. ( Narrativa testimonial.) Ind. Graf.
Espafia, Madrid.



356 FERNANDEZ-GALIANO MicroBioLoGia SEM

20.
21.

22,

23.
24.

25.

26.
27.

28.

29.

30.

Miiller, H. (1940). Fundamentos y desarrollo del hipermicroscopio. Investigacién y Progreso 11, 3-12.
Niiiez Garcia, A. (1918). Manual de Técnica Histolégica. Francisco Nifiez, Salamanca. (Segunda edicién
en 1924.)

Pulido Ferndndez, A. (1921). ; Vae Inventoribus Magnis! La odisea de un descubrimiento médico grandioso.
El Doctor Ferran y el célera morbo asiitico en la guerra europea. Imp. La Renaixensa, Barcelona.

Ramén y Cajal, S. (1917). Recuerdos de mi vida. Tomo II. Impr. y Libr. de Nicolds Moya, Madrid.
Ramén y Cajal, S., de Castro, F. (1933). Técnica microgréfica del Sistema Nervioso. Tipografia Artistica,
Madrid.

Romeis, B. (1928). Guia-Formulario de Técnica Histoldgica. (Trad. espaiiola de E. Ferndndez Galiano.)
Ed. Labor, Barcelona.

Rubenthaler, G. (1908). Précis de Technique Histologique et Cytologique. Libr. J.-B.Bailliere et Fils, Paris.
Ruska, E. (1934). El microscopio de rayos catédicos como ultramicroscopio. Investigacién y Progreso 8,
189-191.

Ruska, H., Von Borries, B., Ruska, E. (1940). La importancia de la hipermicroscopia en la investigacién de
los virus. Investigacién y Progreso 11, 71-79.

Salamero, F. (1907). Excmo. Sr. Mariano de la Paz Graells. In Sociedad Aragonesa de Ciencias Naturales
(ed.), Linneo en Espaiia. Homenaje a Linneo, pp. 345-351. Mariano Escar, Zaragoza.

Valderrabano, P. (1909). La fotomicrografia aplicada a las Ciencias Naturales. In Actas y Memorias del
Primer Congreso de Naturalistas Espafioles, pp. 405-424. Imp. y Papel de Manuel Sevilla, Zaragoza.



MICROBIOLOGIA SEM 10 (1994), 357-370 MINIREVIEW

New methods in Salmonella genetics

Josep Casadesis,* Amando Flores, Carmen R. Beuzén, Joaquin Torreblanca,
Chakib Mouslim, David A. Cano

Departamento de Genética, Universidad de Sevilla

Received 10 September 1994/Accepted 10 October 1994

Summary

Thisreview summarizes several recent developmentsin Salmonella genetics; some of the procedures
described can be easily adapted to Escherichia coli and have also potential applications in non-enteric
bacteria. The novel methods outlined include genetic mapping procedures, ancillary tools for cloning,
a strategy for analyzing DNA-protein interactions in vivo, a method for plasmid curing and a procedure
for the detection of bacterial virulence genes.
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genes

Resumen

Estarevision describe métodos desarrollados recientemente para el andlisis genético de Salmonella.
Algunos de los procedimientos descritos son ficilmente adaptables a Escherichia coli y pueden tener
aplicaciones en bacterias no entéricas. Entre esos métodos nuevos hay procedimientos de mapeo
genético, herramientas auxiliares para la clonacién, una estrategia para analizar interacciones DNA—
proteina in vivo, un método de curacién de plasmidos y un procedimiento para la deteccién de genes
bacterianos de virulencia.

Introduction

Escherichia coli and Salmonella typ himurium have been paradigmatic organisms since the early
days of bacterial genetics. Conjugation and transduction, the DNA transfer processes most widely
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employedin the genetic analysis of Gram-negative bacteria, were discoveredin E. coli and S. typhimurium,
respectively (34, 39). In the last decades, procedures for genetic analysis have been developed in many
bacterial species (9), buttherole of E. coli and Salmonella asmodel organisms remains largely undisputed.
For thisreason, analytical methods and technical procedures devised for E. coli and Salmonella are often
of general interest for microbiologists. Salmonella offers the additional interest of being an animal
pathogen; thus the study of salmonellosis can serve as a model system for the study of host-pathogen
interactions (17).

This review describes recent developments in the genetics of Salmonella. The methods summarized
below have been developed for S. typhimurium, but can be applied to other salmonellae, provided that
they are sensitive to phage P22. Some of the procedures described can also be used in E. coli, mostly after
the development of a method for P22 transduction in E. coli which offers the opportunity of overcoming
the intricacies inherent to P1 transduction (28). None of the methods summarized below is directly
applicable to non-enteric bacteria, but the general principles underlying these novel approaches can be
expected to inspire applications in other bacterial species. Lastly, we believe that the elegance inherent
to some of the new procedures described does not lag behind their practical interest.

Rapid mapping with «locked-in» Mud-P22 prophages

Genetic mapping in Salmonella has used two classical approaches: co-transduction of nearby
markers by «high-transducing» (HT) derivatives of bacteriophage P22 (31) and conjugal transfer of
DNA via Hfr formation (13). Co-transduction with P22 HT is probably the easiest and most reliable
mapping method ever described (27). However, transductional mapping can only be applied to closely
linked markers; large-scale mapping requires conjugal transfer. Many Salmonella strains contain
endogenous plasmids, some of which are self-transmissible by conjugation. However, the conjugation
systems of most Salmonellaplasmids are tightly repressed and conjugation occurs at very low frequencies
(30). In addition, most such plasmids give infrequent chromosome mobilization. These difficulties can
be overcome by using the E. coli F episome (30). F can be easily transferred to Salmonella and Hfr strains
can be obtained upon F integration into the chromosome. However, the absence of insertion elements
IS1, 1S2 and IS3 from the Salmonella chromosome reduces the efficiency of Hfr formation. The
development of transposon technology has introduced a number of refinements for Hfr formation in
Salmonella, such as the use of transposable elements as «portable» regions of homology to direct F
integration (10, 11). In spite of these refinements, Hfr mapping in Salmonella still encounters problems
derived from the instability of the Hfr donors.

A mapping procedure that can efficiently substitute for Hfr transfer has been recently developed in
S. typhimurium (5). The method employs hybrids between two temperate bacteriophages, Salmonella
phage P22 and coliphage Mu (38). The Mud-P22 hybrids constructed combine the P22 DNA packaging
system with the transposition properties of phage Mu; as a consequence, the hybrids are able to transpose
randomly to the host chromosome. Each hybrid consists of about two-thirds of the phage P22 genome
positioned between the ends of bacteriophage Mu; the construction carries also a chloramphenicol
resistance marker (Fig. 1). The hybrids do not carry the transposition functions of phage Mu; thus
transposition requires transient complementation with Mu transposase, which can be provided either in
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cis or in trans (19, 24). Isolates carrying Mud-P22 insertions can be easily obtained by selecting
chloramphenicol resistance (38).

Mud-P22 hybrid prophages contain the P22 immunity region; therefore, they are able to be induced
by DNA-damaging treatments. Upon induction, the entire prophage genome is replicated in situ but
cannot excise because the construction lacks the P22 site-specific recombinationregion. Asaconsequence,
replication forks initiated at the P22 replication origin invade neighbouring host DNA, causing a
selective amplification of the chromosomal regions which flank the prophage. Replicated regions are
then packaged into P22 capsids by the «headful» mechanism characteristic of phage P22 (8). The first
headful will package a portion of the defective hybrid prophage and some adjacent host DNA; further
headfuls will consist of chromosomal DNA only (Fig. 2). Consequently, induction of locked-in
prophages leads to transduction of adjacent markers at high frequencies. The magnitude of this marker
enrichment has been estimated as ranging between 50 and 1500 times (5).

Packaging from P22 pac sites proceeds in an oriented manner; thus a given locked-in prophage can
be expected to package flanking host DNA from only one side (Fig. 2). The packaging direction will
depend on the orientation of the prophage itself. Two different Mud-P22 prophages (MudP and MudQ)
have been constructed, each packaging in one orientation. When inserted at the same locus, MudP will
package in one direction and MudQ in the other. The packaging capacity of a P22 capsid is about 43 kb,
that is, approximately one map minute (8, 14). The length of the amplified region allows packaging of
3—4 headfuls; however, a gradient of packaging efficiency is often observed (38).

A set of MudP and MudQ lysogens, each containing a different insertion, has been constructed by
Benson and Goldman (5). The insertions are scattered along the entire Salmonella chromosome.
Transduction with lysates from this collection allows specialized transduction and mapping with a
resolution of 1-4 minutes, provided that a selection procedure is available. The technique is directly
applicable to any mutation for which the wild-type allele is selectable. In addition, Tn/0 insertions can
be mapped by selecting loss of tetracycline resistance on appropriate media (7, 25). Mapping can often
be carried on a single Petri plate (or a few plates). For mapping, an exponential culture of the strain
carrying the mutation to be mapped is spread undiluted on a selective plate. When dry, the plate is spotted
in a grid pattern with lysates from the locked-in Mud-P22 collection (i. €., 5 ml from each lysate). Plates
are then incubated for 1-3 days. Transfer of the selected allele gives a confluent spot of transductants,
while the remaining spots appear similar to the background of cells that did not receive any phage. Since
both the position and the packaging direction of the donor locked-in prophage are known, the
approximate position of the transduced marker can be easily established.

pac
Mu R > Mu
end Cam end
host erf immunity cro 18 3 15 16 host
DNA region DNA

(immC)

FIG. 1. Structure of a locked-in Mud-P22 hybrid when inserted into host DNA (adapted from ref. 5).
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FIG. 2. Induction of a locked-in Mud-P22 prophage causes selective amplification of neighboring DNA
sequences. Packaging by the P22 pac system permits specialized transduction of DNA sequences from one side
of the prophage insertion. The first headful contains both phage and host sequences. Subsequent headfuls contain
only host DNA (adapted from ref. 5).

Cloning of chromosomal regions packaged by «locked-in» Mud-P22 prophages

Given the packaging efficiency of locked-in Mud-P22 prophages, they can be used as sources of
specific stretches of chromosomal DNA. Lysates obtained upon induction of a given locked-in prophage
are not pure clones, for several reasons: (i) the first headful contains DNA from both the phage and the
host; (ii) several headfuls of neighbouring DNA are packaged; (iii) induction of a locked-in prophage
permits generalized transduction, since the P22 packaging system can recognize pac-like sequences
elsewhere in the host DNA. Thus each locked-in lysate contains an heterogeneous mixture of host and
phage DNA sequences. However, sequences adjacent to the prophage insertion site are highly enriched
in the mixture. In practice, cloning from a locked-in lysate can be handled as a pure clone; as shown in
Fig. 3, digestion of chromosomal DNA purified from a locked-in lysate yields discrete restriction
fragments, while digestion of a standard chromosomal DNA preparation yields a «smear».

An additional advantage of cloning from a locked-in lysate is the gentle treatment required for
capsid disruption; as a consequence, preparations made from packaged DNA usually give a high DNA
yield. Moreover, the easy removal of capsid components makes these DNA preparations highly pure.
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FIG. 3. Digestion of chromosomal DNA packaged into P22 capsids upon induction of a locked-in prophage
yields discrete fragments (lane 1), while digestion of chromosomal DNA extracted from a batch culture yields a
«smear» where individual fragments cannot be distinguished (lane 3). Both DNA preparations were digested with
endonuclease EcoRV. Lane 2 contains the 1 kb DNA ladder from Gibco BRL.

Another advantage is the absence of nucleases from phage suspensions: the resulting DNA preparations
are more stable than the standard preparations of chromosomal DNA (C. R. Beuzén and J. Casadesis,
unpublished).

Genetic mapping by duplication segregation

Analysis of duplication segregation provides another rapid method to localize a genetic marker in
a defined region. The procedure is based on the rationale that a marker introduced into a pre-existing
duplication will segregate together with the duplication, while a marker outside the duplication will not
(Fig. 4). The marker to be mapped (e. g., a transposon insertion) is transferred by transduction into a
recipient carrying a duplication withknown endpoints (15). The resulting isolates contain the duplication
and the marker to be mapped. These isolates are then allowed to segregate (simply by growth under
conditions that do not select the duplication). Haploid segregants are then scored for the presence of the
insertion mutation. The interpretation of the results is simple and straightforward: if all the segregants
contain the insertion, the latter maps outside the duplication interval. If the insertion is only found in a
fraction of the segregants, it maps inside the duplicated region (Fig. 4).
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Strain carrying a
known duplication

Transduction of the marker

‘jnji
The marker maps inside The marker maps outside
the duplication the duplication
Segregation Segregation
The marker is only found in The marker is found in
a fraction of the segregants all the segregants

FIG. 4. Logic of genetic mapping by duplication segregation.

To map a mutation anywhere in the chromosome, a set of duplications covering all regions is
required. Such a set is now under construction, using collection strains and a number of additional strains
builtad hoc (A.Flores andJ. Casadesiis, in preparation). Construction of duplications with predetermined
endpoints is achieved by an elegant method devised by Kelly Hughes and John Roth (18). Two genetic
elements properly positioned (e. g., two Mud insertions in the same orientation) provide homologies to
generate aduplication with endpoints at the sites of the original Mud insertions. Formation of the duplication
requires a triple crossover; transductants generated by this rare event can be selected if the Mud insertions
used cause auxotrophy: selection of the Mud-borne antibiotic resistance on minimal plates yields
prototrophic transductants carrying the desired duplication (see example in Fig. 5). If selection is
omitted, isolates carrying a Mud-held duplication only segregate antibiotic-sensitive prototrophs; this
segregation pattern allows discrimination between Mud-held duplications and a second type of antibiotic-
resistant prototrophs. Transductants of this second class arise when a transduced fragment containing
one of the Mud prophages recombines into a preformed duplication (1). This second class of merodiploids
can be easily distinguished because they segregate two types of colonies: antibiotic-resistant auxotrophs
and antibiotic-sensitive prototrophs.
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his cysA

Mugd-P22 Mud-P22

¢ P22 ¢ P22

Mix lysates and transduce the wild type selecting
Cam® on minimal plates

his* cysA*

his*

cysA*

FIG. 5. Construction of Mud-held duplications with predetermined endpoints. In the example shown, one of
the donor strains carry a Mud-P22 insertion in /is (min. 42); the other donor carry a Mud-P22 insertion in cysA (min.
50). Transduction of the wild-type with a mixed lysate yields Cam® prototrophic transductants at low frequency
(<107 per plaque-forming-unit). These prototrophic transductants carry a Mud-held duplication of the 42-50 min.
region. Other recombination events that can give rise to prototrophic Cam® transductants are discussed in the text.
Formation of the desired duplication can be proved by segregation: the Mud-held duplication only segregates Cam®
prototrophs (see refs. 15 and 18 for details).

Maintenance of a Mud-held duplication requires continuous selection of the corresponding antibiotic
resistance marker; however, strains carrying one of such duplications can be frozen and later recovered
on antibiotic medium. An alternative preservation procedure is the storage of the P22 lysates used to
construct the duplication; high-titer lysates sterilized with chlorophorm are stable for yearsifkeptat4°C.

Virulence plasmid curing by destabilization of the par locus

Many Salmonellaserovarscontain large plasmids which confer properties associated with virulence.
These plasmids can be eliminated by treatment with traditional curing agents, such as acridine orange,
ethidium bromide, novobiocin or high temperature (3, 16). However, these treatments are tedious and
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inefficient; moreover, some are mutagenic. An additional problem is that virulence plasmids do not
contain selectable markers that might facilitate the detection of plasmid-cured isolates.

Albeit heterogeneous in size and content, all virulence-associated plasmids contain conserved
regions which are easily detected by cross-hybridization (37). One of suchregions is the par region, which
is highly conserved among most Salmonella serovars, with the likely exception of S. dublin (35). Since
the par region is involved in partition, any mutation that destabilizes the par region can be expected to
give rise to plasmid-free daughter cells at high frequencies. On this rationale, Tinge and Curtiss III
disrupted the par locus of the virulence plasmid of S. ryphimurium by cloning of a 1.4 kb Kan® cartridge
from plasmid pUC-4K (35). In the absence of antibiotic selection (kanamycin resistance), the Kan®-tagged
plasmid becomes unstable, as indicated by the appearance of Kan® colonies. Agarose gel electrophoresis
indicates that most Kan® derivatives have lost the virulence plasmid; deletions are rare (35).

The Kan® cartridge can be easily transduced to S. typhimurium and to other serovars, provided that
they are sensitive to phage P22 (or, as an alternative, tophage P1L4). The frequency of Kan® transductants
usually reflects the degree of homology between the donor and recipient virulence plasmids. If the
frequency is low, recombination can be enhanced by irradiating the transducing lysate with UV (29).
Since the sizes of all virulence plasmids exceed the packaging capacity of P22 or P1L4, Kan®
transductants can only arise from a double crossover between the resident virulence plasmid and regions
flanking the KanR cartridge. Replacement of the native par region by the par:: Kan® cartridge will result
in abnormal partition; plasmid-free (Kan®) isolates will be easily obtained if the antibiotic selection is
omitted.

«Challenge phage»: a genetic approach to analyze DNA—-protein interactions in vivo

Genetic analysis of DNA-protein interactions requires the isolation of mutants that affect regulation.
A general approach to isolate regulatory mutants is to place the expression of a selectable reporter gene
under the control of a specific DNA-protein interaction. If the DNA site is properly placed near the
promoter of the reporter gene, transcription can be regulated by protein binding. This strategy can be
applied to almost any specific DNA-protein interaction, because almost any protein may act as a
transcriptional repressor if its binding site is close enough to the promoter (2, 12).

In the «challenge phage» system, the reporter is ant, a P22 gene that participates in the lysis-
lysogeny decision (33). In bacteriophage P22, the ¢2 gene is equivalent to the lambda c/ gene; c2 is located
in the immC region and regulates expression from p, and p,. Inaddition, P22 contains asecond regulatory
region, imml, which is not present in phage lambda. The immlI region contains three genes: ant, arc and
mnt. The ant gene encodes an antirepressor that inactivates the P22 repressor by direct binding (33).
Expression of the ant gene is repressed by the other two products encoded by the imml region: Mnt (for
«maintenance of lysogeny») and Arc (for «antirepressor control»). Arc and Ant are expressed from the
same promoter, p_ . Early after infection, expression from p_ results in a burst of Antand Arc synthesis;
Arcbinding tothe O, _operator represses further transcription. Moreover, repressionof p, by Arc activates
P,..o Mnt then binds to O__, causing further repression of ant expression during lysogeny. Because of
this dual regulation by Arc and Mnt repressors, ant does not normally affect the decision between lysis
and lysogeny during infection of a sensitive (non-lysogenic) host. However, Ant is dramatically
overproduced in arc mutants, preventing lysogeny of the infected cells. This overexpression of Ant does
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FIG. 6. A map of the imml region of bacteriophage P22 (adapted from refs. 26 and 33).

not occur when an Arc™ mutant phage infects a lysogen, because the Mnt repressor synthesized by the
resident prophage binds tothe O__ of the incoming phage, thusrepressing ant expression. The consequence
is that the superinfecting phage will lysogenize the cell. Thus, in Arc- mutants, binding of Mnt repressor
to O_,, regulates ant expression and controls the decision between lysis and lysogeny (33).

A challenge phageis aP22 derivative containing a Kan® disruption of the mnt gene, an amber mutation
in arc and a cloned DNA-binding site replacing O__ (6, 26). Replacement of the latter with a cloned
DNA-binding site will place ant expression under the control of a specific DNA-binding protein. In other
words, ant will be expressed unless the DNA site is bound by its cognate protein. As a consequence, the
phage will enter the lytic pathway if the DNA-binding protein is absent but will lysogenize the cell if the
DNA-binding protein is present (See Fig. 6.)

Construction of a challenge phage involves two steps: (i) cloning of the DNA-binding site onto a
plasmid that carries the P22 immI region; (ii) introduction of the DNA-binding site into P22 by homologous
recombination. For the cloning step, a series of pBR322 derivatives carrying the P22 imml region have
been constructed; the resulting vectors carry a number of suitable restriction sites (6, 26). Any DNA-
binding site cloned on one of such vectors can be transferred to P22 in vivo by phage-plasmid crosses.
Replacementof P22 O__ with the substituted DNA-binding site can be detected because the recombinant
challenge phage has a distinct plaque phenotype on a suitable host strain (6). The latter is a lysogen ‘
carrying a sieA mutant prophage (to allow superinfection with the challenge phage). The resident
prophage carries a wild-type immC region (to repress the incoming challenge phage) and a wild-type mnt
gene (to repress phage carrying O_ ). The high frequency of recombination between the multicopy
plasmid and the lytic P22 mutant allows easy recovery of recombinant phage.
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The challenge phage system provides several procedures for the study of DNA-protein interactions:
(1) an in vivo assay for the affinity of a DNA-binding protein for a specific DNA sequence; (ii) a strong
selection for mutations in either the DN A-binding site or its cognate DNA-binding protein domain. The
logic behind these procedures is as follows:

(i) When a DNA-binding protein is expressed from a regulated promoter such as p_, the relative
affinity of the DN'A-binding protein for the binding site located on the challenge phage can be quantitated
by measuring the frequency of lysogeny on media with different concentrations of IPTG (and hence
different concentrations of the DNA-binding protein).

(ii) Since challenge phages form lysogens on hosts that express a DNA-binding protein which binds
to the substituted O_ | site, «operator-constitutive» mutants affected in the DNA-binding site can be
isolated. Such mutant phages will be able to form plaques on alawn of cells that express the DNA-binding
protein. O° mutations in the substituted DNA-binding site can be expected to define critical regions (or
even single critical nucleotides) in the operator (4).

(iii) Several types of information concerning the protein domain(s) involved in the recognition of
a DNA-binding site can be easily obtained. For instance, selection of Kan® lysogens at suboptimal
concentrations of IPTG can be expected to select mutants whose DNA-binding protein shows increased
affinity for DNA. In turn, selection of Kan® lysogens derived from O° challenge phage mutants
can be expected to allow the isolation of second-site suppressors in the DNA-binding protein (6,
26).

MudSacl, a transposable element with strong selectable and counterselectable markers

One of the main advantages of transposon technology is that transposons tag mutations with one or
more selectable markers (21). However, certain genetic procedures become easier whenever
counterselectable markers are also available. Unfortunately, efficient procedures to counterselect
transposons are scarce; the only well-known exceptions are the counterselection of Tn/0-encoded
tetracycline resistance by fusaric acid (7, 26) and the use of TnS derivatives carrying the Bacillus subtilis
sacB gene (20). The sucrose sensitivity phenotype conferred by sacB has proved useful in a number of
Gram-negative bacteria. However, the constructions described in the literature carry TnS transposase;
thus they can undergo secondary transposition and promote other DNA rearrangements (36).

MudSacl, a mini-Mu derivative recently constructed, may be a useful tool in this field (22). The
element carries both a selectable marker (a Kan® gene) and a counterselectable marker (sacB, conferring
sucrose sensitivity). MudSacl is transposition-defective; thus it is completely stable in the absence of Mu
transposase. Counterselection is highly efficient on nutrient agar plates containing 5% sucrose and
lacking CINa (22). A temperature effect is also observed: the selection is less leaky if performed at 42°C
or 30°C than at 37°C (22).

Detection of virulence genes specifically induced in the host: the IVET strategy

«IVET» is an acronym for «in vivo expression technology», a strategy which allows the detection
of Salmonella genes that are specifically induced in host tissues (23). The strategy takes advantage of
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the fact that purine auxotrophy greatly attenuates growth of S. typhimurium in the mouse; thus this
deficiency provides a strong selection for a PurA* phenotype in animal tissues. If a promoterless purA
gene is used, any gene rearrangement that provides a strong promoter to purA will permit growth in the
mouse.

The IVET system employs a plasmid, pIVET1, carrying a promoterless purA-lacZ-lacY operon
constructed in vitro. Expression of this chimaeric operon requires that a properly positioned promoter
is provided upstream of purA. pIVET1 contains a Bg/I site upstream of purA; this site can be used for
cloning Salmonella DNA partially digested with Sau3A. The plasmid contains the origin of replication
of R6K and thus can only replicate in the presence of 7 protein. Since the latter is not naturally synthesized
in Salmonella, transfer of pIVET1 derivatives to S. typhimurium selecting AmpR permits the isolation
of transconjugants that have integrated the pIVET derivative into the Salmonella chromosome. Integration
is achieved by a single crossover between homologous regions located on the plasmid and the
cromosome (Fig. 7). The recipient strain contains a deletion of the chromosomal purA gene, to prevent

bla mob
—
I —_—
Bgl I —
lacZY
pIVET1
Salmonella DNA
Bgl II-digested pIVET1 partially digested
with Sau 3AI
Ligation, electroporation
into E. coli A pir
Conjugal transfer to
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bla mob
T
==
~—> purA
N .
~,” > X » ApurA
Salmonella chromosome
l Integration

X|

mob  bla ApurA
zy Ly

l Injection of pool of

chromosomal fusions

Recover bacterial cells from spleen
Screen for Lac™ in vitro

FIG. 7. Use of the IVET strategy for the positive selection of genes that are specifically induced in the host
(adapted from ref. 23).
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plasmid integration in this region. Thus each pIVET1 derivative can be expected to integrate at a region
homologous to the fragment cloned upstream of purA. Cloning of Sau3A fragments at the Bg/I site can
generate fusions of S. typhimurium promoters to the chimaeric operon purA-lacZ-lazY. Whenever a strong
promoter is provided, expression of purA will permit survival and multiplication in the mouse. If a S.
typhimurium population carrying a pool of pIVET clones is injected in mice, the population will be
enriched in cells that carry an active promoter driving the purA-lacZ-lacY operon.

Because the chimaeric operon also contains lacZ and /acY, the fusion strain must be also Lac*, a
phenotype that can be easily scored on appropriate media. However, isolates which are Lac™ on plates
(in spite of having been enriched in the mouse) are of particular interest, because their Lac™ phenotype
may indicate that the cloned fragment carries a promoter that is only active in host tissues. This
assumption has been fully confirmed: fusions which are Lac- on MacConkey plates usually yield high
[B-galactosidase activities in Salmonella cells recovered from spleens of infected mice (23). This simple
and imaginative method has proved useful for the isolation of a number of ivi (for «in vivo induced»)
genes of Salmonella. Sequencing of 200-400 bp upstream of the purA gene is usually enough to establish
whether the ivi promoter detected belongs to a previously known gene or identifies a novel locus (23).
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Summary

The soil bacterium Rhizobium meliloti fixes dinitrogen when associated with root nodules formed
on its plant host, Medicago sativa (alfalfa). The expression of most of the known genes required for
nitrogen fixation (rif and fix genes), including the structural genes for nitrogenase, is induced in response
to a decrease in oxygen concentration. Induction of nif and fix gene expression by low oxygen is
physiologically relevant because a low-oxygen environment is maintained in root nodules to prevent
inactivation of the highly oxygen-sensitive nitrogenase enzyme. The genes responsible for sensing and
transducing the low oxygen signal, fixL and fixJ, encode proteins (FixL and FixJ, respectively) that are
homologous to a large family of bacterial proteins involved in signal transduction, the two component
regulatory system proteins. The two components consist of a sensor protein, to which FixL is
homologous, and a response regulator protein, to which FixJ is homologous. The sensor protein respond
to an activating signal by autophosphorylating and then transferring the phosphate to its cognate
response regulator protein. The phosphorylated response regulator, which is often a transcriptional
activator, is then able to activate its target. A cascade model of nif and fix gene regulation in R. meliloti
has been proposed, whereby FixL acts as an oxygen sensor as the initial eventin the cascade and transmits
this information to FixJ. FixJ, which possesses a putative helix-turn-helix DNA-binding motif, then
activates transcription of the nifA and fixK genes. The nifA and fixK gene products, are transcriptional
activators of at least 14 other nif and fix genes.
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Resumen

Rhizobium meliloti fija nitrégeno cuando se encuentra en los nédulos de su planta hospedadora, la
alfalfa. La mayoria de los genes que se requieren para la fijacion de nitrégeno (genes nif'y fix) se inducen
en respuesta a condiciones de microaerobiosis. Esto es importante porque en los nédulos se encuentra
una baja tension de oxigeno que salvaguarda al enzima nitrogenasa. Los genes responsables de detectar
y transmitir la sefial de oxigeno sonfixL yfixJ, que codifican unas proteinas homologas a otras encontradas
en bacterias que estan implicadas en sefiales de traduccién, sistema regulatorio de dos componentes. Los
dos componentes consisten en una proteina sensora, ala que es homéloga FixL y una proteinareguladora,
a la que es homologa FixJ. La proteina sensora responde autofosforildndose y transfiriendo el grupo
fosfato ala proteinareguladora. El regulador fosforilado, activador transcripcional, activa sus dianas que
son los promotores de los genes reguladores nifA y fixK. Se ha propuesto un modelo de regulacion en
cascada de genes nif y fix en R. meliloti donde FixL actia como un sensor de oxigeno en los estados
iniciales de la cascada y transmite esta informacion a FixJ. FixJ, que posee un motivo de unién a DNA
hélice-vuelta-hélice, activa la transcripcion de los genes nifA y fixK. Los productos de los genes nifA y
fixK son activadores transcripcionales de al menos 14 genes nif y fix.

Introduction

After carbon, oxygen and hydrogen, nitrogen is the most common element in living matter
representing from eight to sixteen per cent. Nitrogen forms part of molecules as important for their
biological activity such as the nucleic acids, enzymes, proteins, etc. Nevertheless, combined inorganic
nitrogen is the nitrogenated form commonly used by the plants and by almost all microorganisms. The
fact that most soils have a low nitrogen concentration makes nitrogen the main limiting factor, after
water, in the growth of plants, although they live immersed in an atmosphere of which four fifths are
nitrogen.

Although nitrogen represents eighty per cent of the total content of the earth’s atmosphere, it is at
the same time one of the main factors limiting plant productivity. The direct cause of this apparently
illogical phenomenon is the incapacity of eukaryotic organisms to use directly molecular nitrogen or
dinitrogen despite its abundance. Plants can only use combined forms of nitrogen, mainly ammonium
or nitrate, partly derived from abiotic or biological nitrogen fixation. Nitrogen oxides are produced by
natural physicochemical processes or induced by man, whereas ammonium formation is mainly the
result of biological processes. Biological fixation of nitrogen, which is performed by certain prokaryotic
organisms, is quantitatively the most important process and is responsible for two third parts of the
nitrogen fixed in the biosphere.

Nitrogen fixation capacity arises from the activity of an enzymatic complex known as dinitrogenase,
the structure and properties of which are similar in all studied species. This complex is 0xygen sensitive
which is why different fixers have had to develop different strategies for the protection of the enzyme
in aerobic conditions.

Fixation of nitrogen has been detected in many free-living and symbiotic organisms belonging to
widely different microbial groups in which both the free-living and symbiotic fixation character have
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been studied (52). Among these, the bacteria of the Rhizobiaceae family are worthy mentioning. These
establish symbiosis with leguminous plants. The importance of this association is found in the high levels
of fixed nitrogen, the efficiency of the process and the important social, economic and ecological
meaning of the plants involved.

The fixation process performed by this symbiosis occurs in specialized structures called nodules
found generally in the roots of the leguminous plants as a consequence of infection by the bacteria. In
these nodules, bacteria are transformed into specialized forms, bacteroids, that use the compounds
photosynthesized by the plant as a source of energy, and the electrons and carbon backbone to reduce
the nitrogen to ammonium and incorporate it in the metabolism of the plant.

Conserved regulatory elements involved in the control of nitrogen fixation

The peculiarity of the regulation that occurs in RAizobium is demonstrated by the presence of
regulatory elements that do not exist in other free-living nitrogen fixers. Nevertheless, there are some
elements that influence the expression of the genes necessary for the symbiotic nitrogen fixation, that
are conserved in other eubacteria of the purple group. Among these elements, the alternative sigma
factor, 6*, can be found also necessary for other cellular functions, and the transcriptional activator
necessary for the nitrogen fixation of a wide range of bacteria, NifA.

RpoN (c%*) and dependent promoters. Besides the most abundant sigma factor, both the Gram-
negative and the Gram-positive bacteria use alternative ¢ factors that confer specificity to the core RNA
polymerase by different promoters (24). o> differs from other alternative sigma factors in that it is
necessary for the transcription of genes the products of which have different physiologicalroles (35). 6%,
codified by the rpoN (ginF or ntrA) gene was identified as a positive regulatory factor necessary for the
expression of the gene that codified for the glutamine synthetase, g/nA, in enteric bacteria. Later, it was
found that it was also required for the expression of other genes the products of which work in the
assimilation of nitrogen, and for genes needed for nitrogen fixation in a larger number of bacteria
including Klebsiella pneumoniae (22),Rhodobacter capsulatus, members of the Azotobacter,Azospirillum,
Rhizobium and Bradyrhizobium genera.

The RpoN holoenzyme complex (6% associated with the polymerase nucleus) recognizes and binds
to promoters characterized minimally by a GC doublet located between base 11 and 14 bp upstream of
the transcriptional start site and another conserved GC pair that lies exactly 10 bp upstream of the GC
doublet (22). The recognition complexes between 65 holoenzymes and the promoters (closed complex)
are not transcriptionally productive as the DNA remains as a double chain. The start of transcription by
o> holoenzyme depends on activator proteins.

Transcriptional activators of 6% dependent promoters. The start of transcription in these types
of promoters depends not only on the 6°, but also on proteins that catalyze the isomerization of the closed
complex between the 63 holoenzyme and the promoter to open transcriptionally productive complex.
In these complexes, the DNA chains are denatured in the region of the transcriptional start site (40). This
isomerization reaction requires also ATP. In nitrogen fixation, the activator protein of the nif and fix
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promoters is NifA (22); for the promoter gInA of K. pneumoniae the activator is NtrC (33); the transcription
of xyICAB and xylS requires XyIR (29). Aminoacid sequences of these activators show a high degree of
homology in their central domain (domain D) each of them having a binding site for ATP. This central
domain is believed to be specifically required for the formation of open complexes between >
holoenzymes and the promoters depending on it (35).

On the other hand, 6% holoenzyme activators bind to sites located at least 80 bp upstream to the
promoters regulated by them, known as upstream activator sequences (UAS; (46)). UAS consensus has
been described in promoters activated by NtrC (38); NifA (10) ; DctD (36); and XyIR (26). The E domain
of activating proteins (C-terminus) has a helix-turn-helix structure that is thought to be responsible for
promoters binding to the UAS.

NifA and dependent promoters. The nifA gene has been sequenced and characterized in different
free-living and symbiotic fixers. There are sequences witha TGT-N, -ACA (UAS) consensus in the NifA
activated promoters that have been demonstrated to be NifA binding sites (37). Gubler (21) proposed that
the presence and number of UAS elements in a NifA dependent promoter enables a slight adjustment of
the regulation of the genetic expression, although a Nif A mediated activation in the absence of UAS has
also been described. In R. meliloti, a truncated form of the NifA protein that only retains its central
domain, i. e., without the UAS binding domain, seems to keep the capacity for activating the nifH
transcription of R. meliloti (28). Albright et al. (2) proposed that the presence of UAS increases the
concentration of the regulator in the region where it has to cause the activation of the transcription, but
that a high Nif A concentration or a strong promoter may compensate for the loss of UAS.

Integration host factor (IHF). Although NifA could notbe purified in an active manner, it has been
demonstrated that this protein synthesized in an in vitro coupled transcription-translation system (extract
30S) may activate the genes operon promoter that codifie the K. preumoniae nitrogenase (nifHDK). During
the course of that study, it was found that the integration host factor (IHF), that was present in the 30S
extract, bound to the regulatory zone of the K. pneumoniae nifHDK promoter in a site located between
the binding site for NifA (centred in—132 relative to the transcriptional start site) and the promoter (42).
IHF is a heterodimeric protein that induces a curvature in the DNA. In E. coli, besides being one of the
most abundant binding proteins, IHF plays an important role in different processes including recombination
in specific sites, start of plasmid replication and gene expression (18). IHF has been seen to regulate both
positively and negatively the transcription mediated by 67 holoenzyme. In the best studied cases, its
effects on the 67° holoenzyme seem to be direct as it does not involve other regulatory proteins (18).

It has been demonstrated how IHF stimulates the activation of the K. pneumoniae promoter, PnifH,
mediated by NifA, and how it curves the adjacent DNA to the promoter (27). The stimulating effect of
IHF binding is more noticeable in the weak promoters than in the strong ones. It has been proposed that
the stimulation of the transcription of this promoter might occur by mechanism in which IHF would
facilitate productive interactions between the two proteins, NifA and 6 holoenzyme, curving the DNA
at the appropriate site, Fig. 1. It has also been demonstrated that IHF binds to regulating regions of nif
promoters of different nitrogen fixing bacteria and, in all cases, IHF binds somewhere between the
promoter and the NifA binding site (27). Comparison of the IHF binding sites suggests the
5S’WATCAAN,TTR3’ consensus sequence. Many sequences of potential IHF-binding sites have been
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UAS IHF binding site

Promoter
-12/-24

niflfix promoter

Fig. 1. Model of open complex formation in 6**/NifA dependent promoters. The specific IHF binding site to
promoterregulatory region, determines a productive contact between NifA transcriptional activator and holoenzyme.
All involved proteins bind to DNA independently (27, 37).

found in nif and fix promoters (11, 27). Therefore, the aforementioned PnifH activating model (Fig. 1)
seems to be utilized to numerous 6* dependent promoters, as a IHF binding to promoters activated by
NtrC (12), DctD (27) and XyIR has been demonstrated.

Nitrogen fixation in Rhizobium meliloti

Structural genes of nitrogen fixation. In the last 10 years two groups of genes have been localized
in the R. meliloti pSym megaplasmid. The group nif/fix carries the structural genes of the nitrogenase,
nifHDK , and the nifE, nifN, and nifB genes necessary for the enzyme maturing. These genes are homologues
of the K. pneumoniae nifN genes.The genes nifHDKE make up an operon. The nifN transcriptional unit
is detached from the other nif genes by the main group of nod genes (1). An additional operon comprises
the fixA, B, C and X genes that are thought to codify an electron transport chain to the nitrogenase. The
three transcriptional units described are activated by the Nif A regulatory protein (17,44, 51). In aparallel
way, the nifA expression leads the activation of the transcription of an operon with the nifB and fdxN
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genes (6, 51), that codify a protein necessary for the processing of the nitrogenase FeMo cofactor and
a protein, similar to a ferredoxine, necessary for nitrogen fixing, respectively.

Although a high homology is observed in the upstream sequences of the nifHDKE and fixABCX
operon promoters, there is a high variation in the region between the transcriptional and the translational
start sites (8). Different behaviors have been observed between the promoters, regardless of their NifA-
dependent activation. Thus, for instance, although E. coli PnifH is activated by the K. pneumoniae Nif A
and E. coli NtrC proteins, no activation of PfixA by these heterologous proteins is observed. On the other
hand, fusions of both promoters to the lacZY are expressed in different way under specific physiological
conditions (9). Analysis of deletions of these promoters carried out in R. meliloti has revealed that the
binding site to NifA (UAS) is not necessary for the symbiotic expression. Instead the microaerobic (but
not the symbiotic) activation of the nifH promoter did require UAS (16). It has also been reported that
the PnifH microaerobic (but not the symbiotic) activation seems also dependent on the downstream
sequences of the transcriptional start site (50).

A second group of genes of symbiotic nitrogen fixation has been identified in the R. meliloti pSym
megaplasmid 220 kb downstream of the nifH promoter. The central part of this group carries a portion
of fix functional genes that are repeated. Their second copy is located 40 kb upstream of the nifH
promoter. Four transcriptional units have been identified by complementation experiments and sequence
analysis. Two of them, fixNOQP and fixGHIS, codify presumed membrane proteins (14, 30).

FixI is a protein high homologous to type P ATPases, that are thought to use a conformational
change for the pumping of different cations through the eukaryotic and prokaryotic membranes, whereas
FixG have properties characteristic of redox proteins (30). The fixNOQP isrepeated and probably codifies
anelectron transport chain, as FixPis highly homologous to different c cytochromes. To date, no symbiotic
function has been assigned to FixI and FixG. It has been observed that a different group of cytochromes
is present in bacteroids (4) which may explain the existence of the fixNOQP genes. This explanation is
also supported by the discovery that a mutant of the B. japonicum bcl cytochrome does not perform
symbiotic nitrogen fixation (47).

General view of the regulation of R. meliloti nif/fix genes. The state of knowledge of the control
of the expression of R. meliloti symbiotic fixation genes has allowed to ellaborate a cascade regulation
model of nitrogen fixation (Fig. 2). R. meliloti niflfix genes belong to two regulons. nifHDKE and nifN,
fixABCX, nifA, nifB, fdxN constitute regulon under the positive control of the NifA transcriptional
activator, the activity of which is oxygen sensitive.

The second fix regulon is represented by the fixNOQP, fixGHSI, fixK and fixLJ repeated regulon.
The fixN promoter is activated in microaerobiosis and symbiosis by the fixK product. Besides being a
transcriptional activator, FixK produces a certain repression of the nifA andfixK activity. The expression
of both genes is induced in microaerobiosis and symbiosis. This induction is mediated by the fixLJ
operon products. In response to a low oxygen tension the FixL membrane protein catalyzes its own
phosphorylation to a histidine residue and the subsequent phosphorylation of FixJ to an aspartate residue.
The phosphorylated form of FixJ allows activation of the transcription of the nifA and fixK genes, the
products of which induce the expression of the structural genes necessary for symbiotic nitrogen fixation.
In aerobiosis, FixJ is dephosphorylated by the phosphatase activity of FixL, its capacity for activating
transcription being inhibited.
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Fig. 2. Regulation of nif]/fix genes espression in R. meliloti. Bold circles represent promoters activated by NifA.
Open circles indicate promoters activated by FixJ. Grey circles represent promoters activated by FixK. +:
activation or induction. —: repression. +7: may be activated by FixK (6).

nifA transcription control. In R. meliloti, nifA transcription is not blocked in a nifA mutant, but it
has been reported that Nif A potencied its own expression activating the fixABCX operon, that is upstream
of the gene. By readthrough from the fixA promoter the quantity of nifA "RNA isincreased (34) suggesting
apositive control of its own expression. Oxygen concentration controls not only the activity of R. meliloti
NifA protein but also the nifA expression through its own promoter, independently of NifA. nifA
promoter activation may be achieved ata similar level in microaerobic culture and in symbiosis (17,48).
Therefore, O, tension is a regulatory effector both for the mechanisms controlling the nifA expression
and for those that regulate the expression of the NifA-dependent nif/fix genes.

Characteristics, expression and function of the FixK protein. The sequence of aminoacids of the
FixK protein shows that it is homologous to Fnr, an E. coli protein necessary for the expression of the
genes that codify for electron transport chains that do not use oxygen as terminal acceptor. Specifically,
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both FixK and Fnr contain in their C-terminal domain a helix-turn-helix motif. This structure is probably
responsible for the binding of Fnr to DNA sequences that carry a TTGAT-N,-ATCAA consensus around
—45 bp from the target genes transcriptional start site (20). This motif has been found over —45 bp
upstream of the fixN transcriptional start site.

Although the transcriptional studies on the fixGHIS operon could not be performed due to a low
level of expression, the presence of a TTGAC-N,-ATCAA motif in the upstream region of the fixG gene
suggests that the expression of the fixGHIS operon belongs, together with fixNOQP, to the FixK-dependent
regulon.

An important difference between FixK and Fnr lies in the presence of a segment of 21 residues of
aminoacids in the Fnr N-terminal extreme that is absent in FixK. It is believed that this segment carries
a metal binding site responsible for the oxygen sensitivity of the Fnr transcriptional activity (20). FixK
activity, on the other hand, is not regulated by the oxygen concentration, probably due to the absence of
this fragment. The use of afixK : :lacZ fusion allows to know that fixK expression was induced in cultures
subject to a low oxygen tension. The FixK protein has also a negative effect on nifA expression and on
its own expression (5).

FixL and FixJ: regulatory proteins of the two component family that activate the nifA and fixK
expression in response to microaerobic conditions. The regulation of nifA and fixK promoters arises
from the fact that both of them are activated by the same pair of regulatory proteins, FixL and FixJ (5,
14).FixL and FixJ belong to the family of regulatory proteins with two components that provide a general
mechanism for the transduction of signals of prokaryotic organisms and of which more than 20 examples
are known. The process followed by this mechanism is the transference of a phosphate group from a
histidine residue of a sensitive protein with autokinase activity, to an aspartate residue of an effector
protein that is generally a transcriptional activator. The conservation of this biochemical process is
reflected by homology of the aminoacid sequence between the C-terminal domains of the sensitive
proteins, that carry the histidine that undergoes autophosphorylation and between the effector proteins
at their N-terminus that carry in the aspartate residue a phosphate acceptor. It is possible that evolution
combined these conserved modules kept with signal receptor domains and with transcription activator
domains giving as a result sensory and effector proteins, respectively (31).

The state of phosphorylation of the transcriptional activator protein depends on an environmental
signal that is detected by autokinase/phosphotransferase itself. Its phosphorylated state then determines
the activity of the transcriptional activator. It has been demonstrated that FixL is an O, sensor (15) and
has been characterized as a hemoprotein (19). The examination of the in vitro properties of truncated
forms of FixL suggested a model of this protein based on three functional subunits: the N-terminal
domain that contains three transmembrane helices, the central domain to which a hemo group is bound
and that has a regulatory function, the state of oxidation of the group determining the kinase activity of
the third C-terminal domain (23). The mechanism by which FixL responds to the O, concentration remains
unknown. It has been proposed that by modification of the redox state of the hemo group at low O,
concentrations, the autokinase and phosphotransferase activity of the FixL is activated. Alternatively,
microaerobic conditions may reduce the phosphatase activity associated with FixL. This hypothesis is
supported by more recent studies that have demonstrated that a soluble truncated derivative of the FixLL
protein shows in vitro phosphatase activity and, in the presence of ATP, this activity is suppressed by
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microaerobiosis (23). The fact that other sensors of two components such as NtrB and EnvZ also show
regulated phosphatase activity supports this hypothesis.

FixJ is able toactivate the nifA andfixK expression whenitover-expressesitselfin E. coli,regardless
of FixL and of the state of aeration of the culture, evidence that is consistent with the idea that FixJ is
a transcriptional activator (25). Comparison of the C-terminal domains allows the definition of three
classes corresponding to three different means of transcriptional activator of the two component family,
the NtrC, OmpR, and FixJ types (31). The analysis of the deletions of the nifA (48) and fixK (49) promoters
gave evidence for the necessity of a region between —62 and —45 with respect to the transcriptional start
site, for the activation by FixJ. On the other hand, together with the FixJ activator the general 6™ factor
proved to be necessary for the in vitro activation of the transcription of the fixK promoter (7).

Carbon metabolism and nif/fix regulation. Besides the aforementioned regulating elements,
there is evidence that regulators from other metabolic routes of R. meliloti affect the expression of the
symbiotic nitrogen fixation genes. Among the evidences that seem to link nitrogen fixation to the
symbiotic bacterium metabolism, it has been reported that Rhizobium mutants unable to transport
dicarboxylic acids (dCAs) form ineffective nodules in their respective plants. In free-living rhizobia, the
transport of the dCAs requires the product of the dct genes (dctA, dctBD) and the 6% (50). DctA protein
is apermease located in the cytoplasmic membrane that is required for the transport of dicarboxylic acids
both in free-living and in symbiosis. The DctBD regulatory system belongs to the family of two-
componentregulatory systems. By analogy with other systems, itis believed that DctB is a transmembrane
protein with kinase activity that in response to the presence of dCAs outside the cell phosphorylates the
cytoplasmic mediator, DctD. This modified form of DctD together with 6> will then activate the dctA
promoter.

It has been reported that the nature of dct mutations may influence the expression of nitrogen
fixation genes. A mutation of the dctBD genes negatively affects the expression due to the nifA and nifH
promoters (9). Other evidence for the existence of some type of binding between the metabolism of the
carbon and the expression of the nitrogen fixation genes lies in the fact that the levels of expression
produced by rif fusions in free-living microaerobic conditions are influenced by the available carbon
source (9).

Nitrogen metabolism and nitrogen fixation regulation. A possible candidate for detecting the
state of the nitrogen of the host plant, and therefore, the requirements for nitrogen reduction may be the
NtrC regulatory protein. In enterobacteria, NtrC regulates different genes in conjunction with NtrB, the
product of which are involved in nitrogen assimilation in response to limited nitrogen conditions. On the
other hand, it also activates the nifA expression in K. pneumoniae.

A gene homologous to E. coli and K. pneumoniae ntrC has been identified in R. meliloti (43). As
inE. coli, R. meliloti ntrC expresses itself when the cells grow in a medium with limited nitrogen. It has
been demonstrated that under conditions of limited oxygen, R. meliloti nif genes may be induced and that
expression of this nif gene is ntrC- dependent. Nevertheless, the fact that n#rC mutants are not affected
in the symbiotic nitrogen fixation, indicates that the nifA expression is not ntrC-dependent in symbiotic
conditions. The absence of an effect of the n#7C mutation on the symbiotic nitrogen fixation means that
the centralized control of the bacterial nitrogen assimilation does not operate in adjusting nitrogen
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fixation to the necessities of the plant. This becomes clear when we consider that in contrast to the
situation with nitrogen fixing enteric bacteria, the reduced nitrogen, more than being assimilated is
exported in its large part from the R. meliloti endosymbiotic cells to the plant.

Subsequently evidence has arisen on possible relations between the ammonium levels and the
control of nitrogen fixation. Thus it has been shown that in R. meliloti cultures under free-living
microaerobiotic conditions, the expression of nifA but not of fixK is negatively regulated by ammonium
and nitrate, and it seems to be that this occurs through the FixL protein (39). It has also been demonstrated
that when different species of Rhizobium are subject to nitrogen limitation, the expression of the PnifH
and PfixA promoters of R. meliloti is activated (11), indicating a conservation of the response of fix
promoter to ammonium levels.

nif and fix genes expression control in other symbiotic nitrogen fixer microorganisms. In all
species of R hizobium, Bradyrhizobium and Azorhizobium examined up to now, the expression of symbiotic
nitrogen fixation genes is induced in microaerobic conditions. The first level at which oxygen
concentration operates is the transcriptional activity of the NifA protein. All NifA proteins of R. meliloti,
R. leguminosarum bv. viciae, B. japonicum, or A. caulinodans show the presence of the interdomain
linker, responsible for the dependence of the NifA activity to O,. The NifA expression is also controlled
by oxygen by different mechanisms in various genera.

In B. japonicum, nifA is expressed itself at a basal level in cultures of the wild strain and of nifA
mutants (45). At this basal level, the expression depends on the presence of an upstream activator
sequence (UAS) around the —66. This UAS binds to a protein that could be a trans activator (46). In
microaerobic conditions, active NifA protein induces a high level of nifA transcription, either directly
or by repressing the expression of a hypothetical negative regulator. As has been mentioned above, there
is also a nifA autoregulation mechanism in R. meliloti, nifA transcripts arising by readthrough the fixA
promoter. Nevertheless, in this latter case, the NifA independent nifA transcription is also regulated by
the O, concentration by means of the FixL and FixJ regulatory proteins. Although no FixL and FixJ
homologous proteins have been identified in B. japonicum, they seem to be not necessary for nifA
expression (3). Nevertheless, they must be necessary for the expression of other genes involved in the
nitrogen fixation as indicated by the fact that mutations in the B. japonicumfixL andfixJ genes dramatically
reduced the nitrogen fixation capacity and preventing its growth in anaerobic conditions with nitrate as
electron acceptor (3). Two B. japonicum genes have been identified the expression of which depends on
the FixJ activator: the rpoN! gene and the recently characterized fixK that seems to be repeated.

The expression of the genes needed for nitrogen fixation in A. caulinodans is aresponse to the fixed
nitrogen and the oxygen tension. A. caulinodans nifA promoter has the holoenzyme ¢3¢ recognition sequence
which explains its control over its expression by NtrC and 6. It has also been demonstrated that it has
an upstream regulatory sequence for binding proteins similar to Fnr (41). Genes homologous tofixL, fixJ,
and fixK have also been identified in A. caulinodans (32) and it has been demonstrated that mutants in
these genes are deficient in symbiotic nitrogen fixation, as well as in the expression of nifA and nifH in
free-living conditions. Nevertheless, a double mutant in the n#rC and fixL is necessary for the total
suppression of the nitrogen fixation capacity. A nitrogen fixation regulation model has been recently
proposed for A. caulinodans in free-living conditions. Under conditions of nitrogen limitation, NtrB
might phosphorylate NtrC, that, therefore could induce nifA transcription. In microaerobic conditions,
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the FixLJ proteins give rise to the expression of FixK, that in A. caulinodans works as a nifA positive
regulator (32).

A gene similar to fixK has been isolated in R. leguminosarum bv. viciae (13). This gene known as
fnrN was identified by restoring the fixN expression in a R. meliloti fixJ mutant. The R. leguminosarum
fnrN mutant still fixed nitrogen but showed a reduced nitrogenase activity. It seems that fnrN controls
genes in R. leguminosarum that contribute to the efficiency of the symbiotic nitrogen fixation. FnrN
differs from R. meliloti FixK in that it contains a cystein motif in the N-terminal extreme that may be the
cause of the oxygen sensitivity of the FnrN transcriptional activity. Another difference lies in the fact
thatfixK is subjected to a negative autoregulation (5), whereasfnrN seems to be positively autoregulated.
Little more is known about nitrogen fixation regulation in other Rhizobium species.

In our laboratory, we have shown how the R. meliloti nifH and fixA promoters can be activated in
heterologous bacteroids. Nevertheless, microaerobic conditions are not sufficient to achieve this
activation in free life in most cases. On the other hand, R. meliloti nifA and nifK promoters induced gene
expression in Rhizobium tropici bacteroids but not ex planta under alow oxygen tension (11). Therefore,

there is a lot of evidence that, although oxygen can be accepted as key regulator in the expression of the
symbiotic nitrogen fixation genes, there have to exist other regulatory signals. As nitrogen fixation in
free-living conditions in R hizobium remains undemonstrated, it is conceivable that signals exist that may
repress the expression of nitrogen fixation genes in inappropriate conditions even in microaerobic
conditions. The development of a nitrogenase functional complex may be a process codependent with
others, of the nodule development and of the bacterial metabolism. Therefore, once the signals that
remain unknown, were discovered it should be possible to have a more general vision of the complex
phenomenon of the Rhizobium-legume symbiosis.
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Summary

The expression of Saccharomyces cerevisiae SUC genes is exclusively regulated by catabolic
repression, mediated by glucose. Genes involved in this process have been defined by means of mutants
either unable to express invertase or with constitutive phenotype, although none of the genes is specific
for invertase regulation. The affected genes in mutants unable to produce invertase are designated SNFX.
These genes can be assorted into two groups considering either their function in regulation of gene
expression or their epistatic relationships. Mutants with constitutive phenotype have been selected either
by resistance to 2-deoxyglucose or by suppression of snf mutations. Among the different genes previously
outlined, some of which code for transcription factors, only the MIGI product, a «zinc finger» protein,
shows a clear capacity of binding DNA in vitro. Besides the ON/OFF switch mechanism
of the expression of SUC genes, some genes seem to play a role in modulating invertase expression,
either hindering or stimulating transcription. A model to define the relationship between the different
gene products involved in the regulation of transcription of the SUC genes is proposed.

Key words: yeast, invertase, SUC genes, gene expression, catabolite repression

Resumen

La expresion de los genes SUC en Saccharomyces cerevisiae estd regulada exclusivamente por
represion catabolica, inducida por glucosa. Los genes implicados en este proceso han sido definidos
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mediante mutantes incapaces de expresar invertasa, o expresarla de forma constitutiva;ninguno de estos
genes es especifico para la regulacion de la produccidn de invertasa. Los genes afectados en mutantes
incapaces de producir invertasa han sido designados SNFX y pueden clasificarse en dos grupos, segin
su funcién en la regulacién de la expresion génica y por sus relaciones epistdticas. Los mutantes con
fenotipo constitutivo se han aislado bien por resistencia a 2-desoxiglucosa 0 como supresores de
mutaciones snf. De los diferentes genes anteriormente sefialados, entre los que se encuentran algunos
factores de transcripcién, s6lo el producto del gen MIG1, una proteina con motivos de «dedos de zinc»,
muestra afinidad por el DNA in vitro. Ademads del mecanismo de regulacién ON/OFF de la transcripcién
de los genes SUC, algunos genes parecen actuar como moduladores de la expresion de invertasa, bien
sea obstaculizando o estimulando la transcripcién. Se propone un modelo que define las relaciones
funcionales entre los productos de los genes implicados en la transcripcion de los genes SUC.

Introduction

The expression of Saccharomyces cerevisiae SUC genes is exclusively regulated by catabolic
repression, mediated by glucose, without any mechanism of induction of invertase synthesis
by substrate.

The regulation of these genes is, apparently, a simple model to study the repression mechanisms
in eukaryotes, without interference with other regulatory pathways. In prokaryotes, the catabolic
repression paradigm is represented by the lac operon, a relatively simple mechanism; therefore,
the regulation of SUC genes might involve a mechanism not much more complex than the prokaryote
operon model. However, this is not the case since the regulation of SUC genes requires more than a dozen
genes, as deduced from the study of mutants either constitutive or unable to express invertase.
Such mutants display, as a general rule, pleiotropic effects, their function being required for the
expression of other genes regulated by glucose repression, or even for the expression of genes apparently
unrelated to this process. Due to their pleiotropy, mutants in a given gene have been obtained following
different selection methods by different teams. Therefore, they appear in the literature under different
names (14, 34).

The complex process of glucose repression having been already reviewed elsewhere, this article
focus specifically on the regulation of SUC genes, although both processes overlap, since invertase
synthesis is controlled by glucose repression.

Mutants unable to express invertase

Mutants unable to produce invertase do not ferment neither raffinose nor saccharose. The affected
genes are designated SNFX (Sucrose Non Fermenting) (3). Six genes (SNFI-SNF6) were initially
described, SNF3 being implicated in glucose transport (2). The remaining genes can be assorted into
two groups considering their function in regulation of gene expression or their epistatic relationships.
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The (SNF2, SNF5 and SNF6) genes are transcription factors, and they are epistatic with
SSN20 (SPT6). (20, 21).

SNF2, SNF5 and SNF6, though functionally interdependent, seem to play different roles in
the process of transcriptional activation (20, 21). Recent evidences suggest that they may modify the
chromatin structure, thus facilitating the transcription process: (i) the structure of the chromatin
in the promoter region of SUC?2 differs, under derepression conditions, among SNF or snf strains (23);
(ii) mutations in HTAI and HTBI, coding for H2A and H2B histones, suppress the snf2, snf5 or snf6
mutations (Kruger et al., unpublished results referred by Winston and Carlson, [40]), and (iii) SNF2,
identical to SWI2, shows sequence homology with helicases, which suggests a possible mechanism
of action of the Snf2p protein (21).

The other group includes the functionally related SNFI1 and SNF4 genes. Their function in the
regulation of SUC genes is different from that of the previous group (SNF2,SNF5 and SNF6 ), as suggested
by their epistatic relationships with SSN20. Mutations in SSN20 do not suppress snf! or snf4 mutations,
which are suppressed by mutations in SSN6 (31), which suggests the existence of two or more pathways
for the control of invertase synthesis. Snflp possesses a protein (serine/threonine) kinase activity
essential for an accurate regulation of invertase synthesis, its activity being stimulated by interaction
with Snfdp (5, 18). Although its precise role is not yet known, the protein-kinase activity of Snflp is
important in vivo, as shown by the fact that a plant protein-kinase suppresses snfI mutations when expressed
in Saccharomyces cerevisiae, indicating a well maintained function, even though the substrate of this
activity has not yet been determined (1).

Another group of four genes (SNF7-SNF10) has been described by Vallier and Carlson (37),
although their function has not been yet defined; SNF7 has been cloned recently, and sequence analysis
defines an acidic protein of 27 kDa (35).

Mutations with constitutive phenotype

This group includes genes with mutant alleles whose preeminent phenotype is the constitutive
expression of invertase. The different mutants have been selected either by their resistance to
2-deoxyglucose (a non metabolizable glucose analogue) when saccharose or raffinose were used
as carbon source, or by its role as suppressors of snf mutations.

The genes characterized by resistance to 2-deoxyglucose are: HXK?2 (9,25), HEX2 (REGI)(1,24),
GRRI1 (9) and CID1 (26). The HXK?2 gene codes for hexokinase P2, one of the three enzymes able to
phosphorylate glucose in yeast, which also seems to possess protein kinase activity (17). The role
of HXK?2 in repression by glucose is clearly established, although its particular function has not been
defined yet. There is evidence for a separated mechanism for each activity (8), as well as for a functional
relationship between both regulatory and catalytic activities (22). Little is known about the function
of HEX2, CID1 and GRR1, though it has been suggested that their role is to generate and to transmit
the signal that determines the repression by glucose (30).

The genes characterized by suppression of snf mutations are grouped into two categories: (i) those
suppressing snfl mutations, including eight groups of complementation (SSNI-SSN8) (3, 4), and
(ii) those which suppress snf2 mutations, defining a unique group of complementation (SSN20) (3, 26, 27).
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FIG. 1. Transmission of the repression signal for the transcription of SUC genes in the presence of glucose.
The product of the HXK?2 gene would act as primary sensor and would transmit the repression signal by activating
the functions determined by CIDI and REGI, and then blocking the kinase activity of the Snflp*Snf4p complex.
The kinase activity can be blocked either at transcriptional level (of SNFI and/or SNF4), or, alternatively,
by adirect action on Snflp*Snf4p. Grrlp activates the transport of glucose into the cell by inhibiting Rgt1p activity.
This process seems to be involved in the generation of repression signal.

SSN20 codes for a transcription factor involved in several functions (6); furthermore,
ssn20 mutations are able to suppress mutations in SNF2, SNF5 and SNF6, suggesting a functional
relationship among these genes.

The SSN6 (CYC8) gene, which probably codes for another transcription factor, is epistatic with
SNF1 and SNF4, and ssn6 mutants have a pleiotropic effect on the genes regulated by catabolic
repression, as well as on genes involved in the determination of yeast mating type (31).

A relevant aspect is the phenotypic identity between ssn6 cells and mutants in the pleiotropic
TUPI gene, which were characterized by their capacity to utilize thymidine monophosphate,
and that affectalso several physiological functions (33, 39). SSN6 and TUP1 would form the Ssn6p*Tup1p
complex, an unspecific transcriptional repressor, that would act throughout specific receptors able to
bind the promoter region of a particular gene (19, 39). Among these specific receptors the product
of MIG1 is found (28) (see below).
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The Ssn6p protein contains a TPR (Tetratrico Peptide Region) motif in the N-terminal domain (32),
similar to that found in some proteins involved in regulation of transcription (revised by Goebl
and Yanagida, [15]).

There are not data to establish the function of the other SSN genes.

Proteins that bind DNA

Among the products of the different genes previously outlined, only the MIGI product,
a «zinc finger» protein, is able to bind to DNA in vitro; the Mig1p protein recognises specific sequences
in the promoter region of SUC2, as well as in GAL1 and GAL4 promoters (28); once associated toits DNA
target site, Miglp would serve to bind to non specific transcription factors, probably through
the Ssn6p*Tuplp complex, which blocks transcription by RNApolll.

Other genes coding for proteins with «zinc fingers» motifs, with potential capability of binding to DNA,
have been characterised. One of these proteins is the product of MSN1 (11). However, the capability of
this protein to bind DNA in vitrois not specific for SUC genes; itcan act eitherin adirect way on SUC promoters
or activating the expression of other gene(s), which in turn would stimulate the synthesis of invertase.

Two additional genes designated MSN2 and MSH]I, also coding for «zinc fingers» proteins,
have been isolated. Both genes are individually dispensable for the expression of the SUC genes,
but their simultaneous absence reduces 2-3 fold the production of invertase (12).

Genes modulating the expression of SUC genes

Some genes involved in the regulation of invertase expression do not have a drastic effect on
the production of this enzyme, but they seem to play arole in modulating the expression, either hindering
(MSN2, MSH1, RPS5 or GALII) or stimulating (SNF7-SNF10) transcription. The phenotype of
the double mutant msn2-mshl is similar to that of strains carrying the RPS5 gene, which express 2-3 fold
less invertase (from SUCS) than strains with the rps5 allele (7); since RPSS is dominant, its gene product
may act as a repressor that, may slow down the transcription of SUCS5 (7). RPSS is pleiotropic, affecting
also the synthesis of iso-1-cytochrome c, as well as the expression of SUCI and SUC4 (36).

This phenotype (lower production of invertase) is not restricted to RPS5, as it is shared by several
genes, such as RGRI (29) GAL11 (37) and SNF7-SNF10.

From a genetic puzzle to a possible model

The expression of SUC genes neither corresponds with a simple model, since requires the intervention
of numerous genes, nor represents a specific mechanism, since most of these genes are involved
in several functions, whose pleiotropy affects not only the catabolic repression mediated by glucose,
but also other processes (such as expression mediated by & element promoters, differentiation between
haploid or diploid condition, and esporulation [6, 31, 33]).
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Fig. 2. Mechanisms of repression maintenance (A) and activation of the expression of SUC genes (B).
(A): Miglp protein binds to the promoter and allows interaction with Ssn6p and Tuplp, facilitating the binding
of the transcription repression factor Ssn20p, that in turn prevents the access of the Snf2p*Snf5p/Snf6p activating
complex, thus generating a «stop signal» for RNA polymerase II. The function of other SSN genes has not been
determined. (B): Under expression conditions, Miglp and Ssn6p (and probably Tuplp) are dissociated from
the promoter by the action of Snflp*snfdp, allowing Snf2p*Snf5p/Snf6ép to open the chromatin in the regulatory
region by releasing two nucleosomes and displacing Ssn20p. Snf2p*Snf5p/Snf6p could bind to the promoter
through interactions with some of the Msn1p/Msn2p/Msh1p protein complexes. The function of the Snf7p-Snf10p
proteins has not been yet defined.The products of GALII, RPS5 and RGRI would play the role of ballast for
the RNA polymerase II, preventing an excessive synthesis of invertase.
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In an attempt to establish a model to understand the order of events and the possible role
of the different genes involved in invertase production, we can group the genes into the following
three functional levels:

(a) Generation and transmission of the repression signal.
(b) Repression - Derepression of transcription.
(c) Modulation of the expression

In the first level, the product of HXK2 would have arole as primary sensor, detecting in some way
the entry of glucose into the cell, and triggering the repression signal. This signal would be transmitted
to the Snf1p*Snf4p complex; in this step, REGI (HEX2) and CID 1, whose specific roles have not been
determined yet would act. GRRI could play a central role in the repression by glucose, since a
grrl mutant not only is not constitutive for invertase production, but SUC2 expression becomes induced
by glucose (13). This phenotype would involve a strong repressor effect, exercised by the product
of GRR1, that would silence a possible latent mechanism of induction. However, grrl mutants also show
an altered transport of glucose, suggesting the involvement of transport in glucose sensing (10, 37).

A gene (RGT1) that seems to play arole as inhibitor of glucose transport has been recently described
(10, 36). The function of this gene is repressed by the product of GRRI. Fig. 1 shows the possible
relationships among the different genes that generate and transmit the repression signal in the presence
of glucose. This signal would block the function of both the Snf1p*Snf4p complex and Snf2p*Snf5p
(Fig. 2).

In the second level, in the presence of glucose, Mig 1p would bind a specific sequence in the UAS
region of SUC genes (and other genes regulated by glucose), and would be the anchor for the negative
transcription factors Ssn6p and Tup1p, thus blocking transcription (Fig. 2A). Binding of Miglp to DNA
would help to maintain a local chromatin structure packed enough to prevent the transcription process
(23). This packed chromatin structure would be also favoured by the Ssn20p protein (40) ( Fig. 2A).

In absence of the repression signal, Snf1p*Snf4p complex would act blocking the inhibition of
transcription by Miglp*Ssn6p*Tuplp complex, and other proteins that bind DNA, such as Msnlp,
Msn2p and Msh1p, would act stimulating transcription (Fig. 2B).

In addition, in the absence of glucose, Snf2p, Snf5p and Snf6p would act on the structure of
chromatin, exerting an antagonist effect to the product of the SSN20 gene, which would generate a
relaxed chromatin structure, with the loss of two nucleosomes in the promoter region (23) (Fig. 2B). The
function of this set of genesis not specific for SUC regulation; they acteitherasactivators (SNF) orasrepressors
(SSN) of transcription (40).

Activators and repressors of the transcription of the SUC genes could be affected by the products
of some genes that we call modulators. The products of these genes would operate in the transcription
without having a drastic effect. Consequently, a suitable expression of both the SUC genes, and other
genes regulated by catabolic repression, requires this modulated regulation. Among these genes are
RPSS5, GALL11, RGR1, and probably some genes of the group SNF7-SNF10 (Fig. 2B). Most of these
genes have been hardly studied at physiological level to define their function.

Some of these transcriptional factors may be present in very small amounts, and they could become
limiting factors when the copy number of target promoters increases, allowing partial expression of SUC
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genes under repressing conditions, and probably limiting the activity of transformants carrying a high
copy number of SUC genes (16).

This model takes into account only some of the genes with a known or supposed function in

invertase production, and it certainly contains gaps not easily filled in with the present available data.
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Summary

Mpyxococcus coralloides D secretes an antibiotic, named corallolysin, when grown on a rich
medium. When a critical concentration is reached, this antibiotic lyses the producer bacterium either
during vegetative growth or during morphogenesis. Corallolysin has not effect on resting cells nor on
myxospores. The autolytic effect is caused by the early inhibition of RNA synthesis.

Key words: myxobacteria, antibiotic, autolysis, corallolysin, Myxococcus coralloides D

Resumen

Cuando Myxococcus coralloides D crece vegetativamente en un medio rico produce un antibitico,
llamado coralolisina. Al alcanzar una concentracion critica, este antibi6tico induce la lisis de la bacteria
productora, cuando ésta crece vegetativamente o durante el proceso de morfogénesis. La coralolisina no
tiene efecto sobre células en reposo ni sobre mixosporas. El efecto autolitico parece estar causado por
la inhibicién temprana de la sintesis de RNA.
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Introduction

The growth cycle of Myxococcus coralloides D when cultivated on suitable solid media culminates
in the production of spore-forming fruiting bodies. In nutrient-rich liquid media the bacterium grows
vegetatively in a dispersed manner and after the exponential growth phase undergoes rapid autolysis,
with no stationary phase (1, 2).

During vegetative growth M. coralloides D produces an antibiotic active against Staphylococcus
aureus and other Gram-positive bacteria (3, 4). In routine disk-diffusion tests on solid media cultures,
the antibiotic had no effect on M. coralloides D. In this work, however, we show that M. coralloides D
growing vegetatively in a liquid medium is lysed by the antibiotic when the latter reaches a critical
concentration.

Materials and methods

Organisms, media and growth conditions. M. coralloides D, isolated in our laboratory (1), was
used both for the production of the antibiotic and the autolysis assays. S. aureus ATTC 6538P (240 CECT)
was used to test antibiotic activity. M. coralloides D was grown routinely in CT medium (1% Difco
casitone plus 0.1 MgSO,.7H,0 in 10 mM potassium phosphate buffer, pH 7). Antibiotic production was
carried out in submerged culture, with agitation and aeration, using TTG medium (1% trypticase BBL
plus 0.1% MgSO,.7H,0 and 0.5% glucose in 10 mM potassium phosphate buffer, pH 7). All cultures
were grownat30°C. Optical density (OD) was measured at 650 nm with a Spectronic-20 spectrophotometer.

Antibiotic extraction and purification. Cultures at the beginning of the lytic phase were centrifuged
and the cell-free supernatant was adsorbed onto 1.25% Florisil (Serva, Heidelberg, Germany) under
continuous stirring for 30 min. Florisil was recovered by decanting and centrifuging; it was washed with
water and extracted with 50% acetone in water. Eluates were acidified to pH 5 with HCI and then
extracted with petroleum ether. The antibiotic was removed from the ether by extraction with 0.1 M
potassium phosphate buffer, pH 8. Finally, the antibiotic was extracted from aqueous solution with
chloroform and the extracts were desiccated under reduced pressure.

The greenish-yellow oleaginous residue was redissolved in 10 mM potassium phosphate buffer, pH
7; the insoluble residue was discharged and the solution, ajusted to an antibiotic concentration of 500
units, was sterilized by filtration.

One unit of the antibiotic is defined as the concentration per ml causing an inhibition zone of 9 mm
when the activity is determined by disk-diffusion assay against S. aureus, and is equivalent approximately
to 0.25 pg per ml of dry residue.

Preparation of exponentially growing cells. Congo red (5 pg/ml) was added to exponential
growing cultures of M. coralloides D in CT medium (OD about 0.3) to avoid aglutination (6) before
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transfer to Spectronic tubes and incubated at 30°C with continous agitation. The desired quantities of
stock solution of the antibiotic were added at zero time.

Preparation of resting cells. Exponentially growing cultures of M. coralloides D were harvested,
washed with 10 mM morpholine propanesulfonate (MOPS) buffer, pH 7.2, and resuspended in the same
buffer at an OD of about 0.3. Prior to use the suspensions were incubated for two hours with agitation,
so that the cells should complete their cellular cycle.

Myxospore induction. Myxospores were induced by the addition of 0.5 M glycerol (7). 24-hour
cultures in CT medium were centrifuged and the cells were resuspended in 10 mM MOPS buffer,pH 7.2,
with 0.5 M glycerol and incubated at 30°C with continous agitation. Under these conditions myxospores
were formed after about 12 h.

Macromolecule biosynthesis. Uptake of (5,6-*H) uridine, L(4,5-*H) leucine, (6,°H) thymidine and
D,L-(+)-meso-2,6-diamino-(6-*H) pimelic acid (DAP) by exponential-phase cultures of M. coralloides
D was used for testing the antibiotic effect on the synthesis of RNA, proteins, DNA and peptidoglycan
respectively. Precursors were added at a concentration of 5 pCi/ml; culture optical density was
approximately 0.5. Samples were precipitated with ice-cold 7% trichloroacetic acid, and the precipitates
collected on glass fibre filters GF/C (Whatman). The radioactivity in filters was measured.

RNA polymerase assay. The technique described by Mossie et al. (14) was used, replacing the
bacterial crude extract by two units of RNA polymerase from Escherichia coli (Boheringer, Mannheim,
Germany).

Results

Effect of the antibiotic on M. coralloides D growing in a liquid medium. To determine the effect
of the antibiotic on M. coralloides D, different concentrations (0 to 18 units/ml) were added to exponential
cultures, and the optical density was measured during the following 5 h. The results (Fig. 1) show that
concentrations of antibiotic above 15 units/ml caused lysis of the cultures. Given that the antibiotic is
also produced by the bacteria, it is obvious that a critical concentration will have to be reached before
this autolytic effect takes place. To determine the critical concentration we tested simultaneously the
antibiotic concentration in the culture. Bearing in mind that the endogenous concentration of the
antibiotic was 3 units/ml, the resulting critical concentration causing autolysis was 18 units/ml.

Effect of the antibiotic on cells and myxospores of M. coralloides D. Amounts of 0, 15, 30, and
45 units per ml of the antibiotic were added to resting-cell suspensions of M. coralloides D and incubated
for 5hat30°C. Optical density was measured at regular intervals throughout this time and no appreciable
lysis of the bacteria was observed. The same results were obtained when the bacterial cells were replaced
by myxospores.
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FIG. 1. Effect of different concentrations of added antibiotic on the growth of M. coralloides D in CT medium.
The culture was incubated at 28°C under agitation. The OD 650 nm was followed at regular intervals. Symbols:
@ , control; M ,12 u/ml; A ,13 u/ml; O,14 u/ml; % ,15 u/ml; ¥ ,16, 17 or 18 u/ml of added antibiotic. At the
beginning of the experiments, the initial concentration of antibiotic was 3 units/ml in controls.

Effect of the antibiotic on the production of myxospores. Myxospores were induced by glycerol
in the presence of 3, 15, and 30 units of the antibiotic per ml. The antibiotic was added at the same time
as the glycerol and then 2, 4, and 6 h afterwards; myxospore formation was observed 12 h after addition
of glycerol. At a concentration of 3 units per ml there were no differences between treated cells and the
control. When 15 or 30 units per ml of the antibiotic was added at the same time as or 2 h later than the
glycerol morphogenesis of the bacteria was totally inhibited and complete lysis occurred. When it was
added from 4 to 6 hours after the glycerol partial lysis occurred although some myxospores and stunted
bacillae were still seen.

Effect of the antibiotic on biosynthesis of macromolecules. Radioactive precursor uptake by
exponentially growing cells was tested at antibiotic concentrations of 0 and 15 units per ml (Fig. 2). At
the concentration of antibiotic used, only RNA synthesis was clearly inhibited.
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FIG 2. Effect of corallolysin on the incorporation by M. coralloides D of labelled precursors into RNA (A),

DNA (B), protein (C) and cell wall (D); incubation took place in CT medium. Symbols: O, controls; + corallolysin
added (15 units/ml).

RNA polymerase assay. The effect of rifampicin (25 pg/ml) and the antibiotic (20 units/ml) was
tested on RNA polymerase from E. coli. As shown in Fig. 3, RNA polymerase activity was inhibited in
a similar way by both rifampicin and the antibiotic at the concentrations used.

Discussion

It has been reported that M. xanthus produces substances, known as autocides, which lyse the
producing bacteria (9, 15, 16, 17). Nevertheless these autolytic substances have proven to be fatty-acid
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FIG 3. Effect of corallolysin on E. coli RNA polymerase activity. Symbols: (O ) control RNA polymerase
activity; (3 ) rifampicin (25 pg/ml); ( + ) corallolysin (30 units/ml).

components of the cell wall, which, although generated by growing cells, remain largely cell-bound
throughout the growth cycle in a liquid medium. Thus only a small proportion is to be found in the
extracellular fluid, this being the result of cell lysis rather than any specific secretion mechanism (16).
Furthermore, no direct relationship has been found between the autocide activity of M. xanthus cultures
and their antibiotic activity (16).

M. coralloides D, on the other hand, excretes into the medium during the exponential-growth phase
(3) an antibiotic which is active against the bacteria themselves, to the extent that at concentrations of
15, 16 and 17 units per ml it interferes with the growth of the cultures and at concentrations of 18 units
per ml and above it brings about rapid and total lysis, the antibiotic activity being perfectly correlated
with the autolytic effect.

Apart from myxovirescines, which inhibit the growth of the producer organism by 50% when
present in concentrations of 0.25 pg/ml (10), no similar effects to those of the antibiotic produced by M.
coralloides D have so far been described; in fact, it normally requires concentrations of at least 50 ug/
ml of the various antibiotics produced by myxobacteria to inhibit their growth (11, 12, 13) and nowhere,
including the myxovirescines, has an autolytic effect been observed.

The autolytic effect of the antibiotic produced by M. coralloides D, which acts only upon growing
cells or those undergoing morphogenesis, would explain the behaviour of these bacteria when cultivated
in a liquid medium; after the exponential phase, growth decreases rapidly and the cells autolyse with no
intervening stationary phase. The triggering of autolysis depends upon the cells reaching a critical
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concentration (2); consequently, if this condition is fulfilled quickly, either because the medium is
particularly rich in nutrients or the inoculum was large, then autolysis will occur earlier. It is clear from
the results described here that autolysis occurs when the antibiotic reaches a critical concentration. Thus
the autolytic factor excreted by M. coralloides D and described by Arias et al. (5), is identified as an
antibiotic produced by the bacteria themselves, for which, we propose the name corallolysin.

The principal biochemical effect of corallolysin on the producer is the blockage of RNA synthesis
probably as a consequence of RNA polymerase inhibition. We have shown in previous experiments (8)
that antibiotics which inhibit RNA synthesis cause autolysis of M. coralloides D. Thus, we conclude that
autolytic effect of corallolysin is due to RNA synthesis inhibition.
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Summary

By genetic hybridization, molecular karyotyping and Southern hybridization with the
ADC1 promoter probe three species Saccharomyces cerevisiae, S. paradoxus and S. bayanus
were identified among wild Saccharomyces sensu stricto yeastin Spain. Wine strains fermenting
melibiose belong to the biological species S. bayanus (syn. S. uvarum). S. kluyveri has been
detected karyotypically.

Key words: taxonomy, electrophoretic karyotyping, Saccharomyces sensu stricto complex,
Saccharomyces kluyveii

Resumen

Se han identificado tres especies, Saccharomyces cerevisiae, S. paradoxus'y S. bayanus,
en poblaciones de levaduras salvajes de Saccharomyces sensu stricto en Espafia, mediante
hibridacién genética, cariotipos moleculares e hibridacién «Southern» utilizando como sonda
el promotor ADCI. Las levaduras vinicas que fermentan melibiosa pertenecen a S. bayanus
(sin. S. uvarum). Por otra parte, se ha identificado S. kluyveri mediante cariotipado molecular.

* Correspondence to: Enrique D. Sancho. Departamento de Microbiologia. Escuela Técnica Superior
de Ingenieros Agronomos. Universidad de Cérdoba. Apartado 3048. 14080 Cérdoba. Tel.: 957-218520.
Fax: 957-218563.



404 NAUMOV ET AL. MicroBioLoGiA SEM

Introduction

According to modern classification three biological species S. cerevisiae Hansen, S. bayanus
Saccardo (syn. S. uvarum) and S. paradoxus Bachinskaya, and the hybrid taxon S. pastorianus
Hansen (syn. S. carisbergensis) are recognized within the Saccharomyces sensu stricto complex.
The three sibling species have been identified by genetic hybridization analysis (7, 9, 11) and
DNA-DNA reassociation (15, 16). Recently, a genetically isolated population of the
Saccharomyces sensu stricto yeast has been found in Brazil that apparently represents a new
sibling species of the Saccharomyces cerevisiae. The species S. kluyveri Phaff, along with the
Saccharomyces sensu lato group, viz. S. castellii Capriotti, S. dairensis Naganishi, S. exiguus
Reess, S. servazzii Capriotti and S. unisporus Jorgensen, are not closely related to the
Saccharomyces sensu stricto complex (4, 17).

The biological species S. cerevisiae contains cultured strains, viz. wine, baker’s, distiller’s,
top brewing yeast and also strains isolated from fruit juices. Rare wild populations of S. cerevisiae
have been described (9, 12). The wild Saccharomyces sensu stricto yeast belongs mostly to S.
paradoxus species (7, 15). S. paradoxus is usually found in exudates of broad-leaved trees,
insects and uncultivated soils. The ecological niche for S. bayanus is not clear. S. bayanus is
represented by wine strains fermenting melibiose and wild yeast from breweries and
spontaneously fermenting juices (7, 11, 16).

As the Iberian Peninsula has some geographic isolation it was interesting to study the
natural yeast flora of this region. We focused our attention on Saccharomyces sensu stricto
yeasts isolated in Spain by Santa Maria (13), Capriotti (2) and Somavilla et al. (14). Modern
reidentification of some yeast strains isolated in Spain would allow further study and practical
use of these large Saccharomyces collections. The second point of this study is to evaluate the
significance of combined using of genetic and molecular methods for taxonomy of
Saccharomyces yeast.

Materials and methods

Yeast strains. Table 1 lists the strains of Saccharomyces sensu stricto used in this study.
Seven Saccharomyces sensu stricto strains isolated by Capriotti (2) from soil in Spain have
been received from the Industrial Yeast Collec .ion of the Department of Plant Biology of the
University of Perugia (DBVPG) under the following numbers: DBVPG 1616, 1617, 1619-
1623. The exact origin of these strains is unknown. According to Capriotti (2), they could be
isolated from three locations: Valdepeiias, Manzanares (Ciudad Real) and Aranjuez (Madrid).
Strains VKM Y-502 (CBS 5287) and CBS 5829 were used asreference testers for the S. cerevisiae
and S. paradoxus species, respectively (7). Earlier, S. abuliensis strain MCYC 623 (CBS 7001)
isolated by Santa Maria in Spain (Table 1) has been reidentified as S. bayanus (7, 16). In the
present study this strain was used as the S. bayanus reference tester. The methods for cultivation
and hybridization of yeasts have been described elsewhere (8). Hybrids of homothallic yeasts
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were obtained by the «spore-to-spore (haploid cell)» mating method using a micromanipulator.
This method is based on a standard procedure of ascospore isolation on agar YPD medium.
Usually 30-50 pairs of spores crossed were placed on agar slice in one view field under the
microscope. After 3-5 hours of incubation at 28°C, their zygotes having a hybrid bud in the
middle of the conjugation channel were isolated by a micromanipulator.

Yeast sample was collected from exudate of Ulmus sp. on June 3, 1993, from Cruz Conde
Park in Cérdoba. Isolation of Saccharomyces strains from mixed populations of yeast, fungi
and bacteria have been described before (9).

CHEF gel electrophoresis. Preparation of chromosomal DNAs has been described
elsewhere (9). ACHEF-DR™ I apparatus (Bio-Rad, Richmond, CA, USA) was used to separate
the chromosomal DNAs. The electrophoresis buffer was 0.5 x TBE. The buffer was circulated
around the gel and cooled to 14°C. Electrophoresis was carried out at 200 V for 15 h with a

TABLE 1
STRAINS OF Saccharomyces SENSU STRICTO FROM WHICH MONOSPORIC CULTURES
WERE USED

Species CECT MCYC IFI Source or origin
(original)

designation

S. abulensis - 623 - Mesophylax adopersus

S. abulensis 10560 2609 - Wine

S. cerevisiae 10176 544 - Noctua pronobula (adult)
S. cerevisiae 10178 557 - Noctua pronobula (adult)
S. cerevisiae 10308 1394 - Frass in Quercus lusitanicus
S. cerevisiae 10329 1500 - Frass in Quercus ilex

S. cerevisiae 10331 384 - Flowers of Centaurea alba
S. cerevisiae 10351 1755 - Tomato

S. oleaginosus 10171 502 - Larvae of Dacus oleae

S. uvarum - - 362 Campo de Borja

S. uvarum - - 369 La Nava

S. uvarum - - 371 El Bierzo

S. uvarum - - 373 Cacabelos

S. uvarum - - 391 Serrada

CECT = Coleccidén Espaiiola de Cultivos Tipo, Valencia, Spain; MCYC = Departamento de Microbiologia,
Escuela Técnica Superior de Ingenieros Agrénomos, Universidad Politécnica de Madrid, Spain (13); IFI = Yeast
Collection of the Departamento de Microbiologia, Instituto de Fermentaciones Industriales, Madrid, Spain (14).
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switching time of 60 s and then for 8h with a switching time of 90 s. A standard set of S. cerevisiae
YNN 295 chromosomes was obtained commercially (Bio-Rad).

Southern blot analysis. The chromosomal DNA separated by CHEF was treated with
depurination solution (0.25 M HCI), denaturated, neutralized and transferred to nitrocellulose
filters which were then incubated at 80°C for 2 h (5). The ADC1 probe was a 1.5 kb BamHI-
HindIII fragment isolated from pAAHS5 (1). The probe was prepared according to Maniatis et
al. (5) and labelled with digoxigenin-11-dUTP using the nonradioactive DNA labeling kit
(Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany). Hybridization and colorimetric detection of
hybridization were done as recommended by the supplier (Boehringer Mannheim).

Results and discussion

Monosporic cloning. Species assignment of strains by genetic hybridization analysis is
determined on the basis of (1) the viability of sexual progeny of hybrids between the strain
under examination and reference strains of different biological species, and (2) the possibility
of gene exchange, i.e. the segregation of control auxotrophic markers. Only fertile inbred
homozygotic parent strains can be used for genetic taxonomic analysis. Sometimes it is
necessary to inbreed over several generations to achieve this genetic property. Such strains are
also more suitable for electrophoretic karyotyping because they do not carry supernumerary
chromosomes. Initially, all strains were tested for their ability to sporulate and 10-15 asci were
dissected in each strain. Most of the strains studied were homothallic with ascospore viability
of 70-100%. Among monosporic cultures of strains CECT 10331, DBVPG 1617 and DBVPG
1619 there were both sporulated clones and haploids having mating types. These strains are
apparently heterozygotic on genes of homo-heterothallism. Five strains, CECT 10331, DBVPG
1619, DBVPG 1621-1623, had low ascospore viability: 0, 58, 32, 50 and 50%, respectively.
The latter three strains also showed monogenic segregation on ascospore viability, while their
monosporic cultures had high ascospore viability of 92-100%. Monosporic cultures in strain
CECT 10331 were obtained by treatment of the sporulated culture with diethyl ether.

Wild Saccharomyces strain isolated by us from elm exudate in Cérdoba was not suitable
for genetic analysis because its ascospores were not separated from each other by the enzyme
treatment with stomach juice of garden snails Helix sp. In this respect it is similar to strains of
the Saccharomyces kluyveri (6).

Electrophoretic karyotyping. The karyotype pattern of S. bayanus is readily
distinguishable from that of S. cerevisiae and S. paradoxus while the latter two species have
similar karyotypes (10). All strains under examination were compared by electrokaryotyping.
Despite some chromosome length polymorphism, the karyotyping patterns of seven CECT
(10331,10178,10308,10171, 10176, 10329 and 10351) strains (Fig. 1, lanes 6-12, respectively)
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FIG. 1. Karyotyping and Southern hybridization analysis of chromosomal DNAs of wild Saccharomyces sensu
stricto strains isolated by Santa Maria in Spain. Lane 1,2, 6,9 and 12, S. cerevisiae, YNN 295, BKM Y-502, CECT
10331, CECT 10171 and CECT 10351, respectively;lanes 3,7,8, 10and 11, S. paradoxus, CBS 432, CECT 10178,
CECT 10308, CECT 10176 and CECT 10329, respectively; lanes 4 and 5, S. bayanus, MCYC 623 and CECT
10560, respectively; lanes 13 and 14, S. kluyveri, N54 and CBS 3082, respectively. The ethidium bromide-stained
CHEF gel was Southern transferred and hybridized with the ADCI promoter probe. The linkage group numbering
refers to the chromosomes of the strain YNN 295. All strains are monosporic, except N54 and CBS 3082.

and seven DBVPG (1616, 1617, 1619-1623) strains (data not shown) were similar to each other
and to those of reference strains of S. cerevisiae and S. paradoxus (Fig. 1, lanes 1 and 3,
respectively). Melibiose fermenting S. uvarum strains and one S. abuliensis strain CECT 10560
(Table 1) displayed band patterns similar to each other (Fig. 2, lanes 3-7; Fig. 1, lane 5,
respectively) and to that of the S. bayanus tester MCYC 623 (Fig. 1, lane 4; Fig. 2, lane 2).
Strain N54 isolated from elm exudate in Cérdoba was very different in terms of karyotype
from other Saccharomyces strains studied, but very similar to the type culture of S. kluyveri
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FIG. 2. Karyotyping analysis of chromosomal DNAs of wine Saccharomyces bayanus strains isolated by
Somavilla et al. in Spain. Lane 1, S. cerevisiae, YNN 295; lanes 2-7, S. bayanus, MCYC 623, IFI 362, IFI 369,
1F1371,IF1373,1F1391, respectively. The linkage group numbering refers to the chromosomes of the strain YNN
295. All strains studied are monosporic.

CBS 3082 (Fig. 1,1anes 13 and 14, respectively). Two S. kluyveri strains were further compared
by using another karyotyping conditions: 150 s for 24 h at 150 V, then 300 s for 24 h at 150 V.
Chromosomal DNAs of both strains resolved into 8 bands ranging in size from 1000 to 5000
kb (not shown). S. kluyveri yeasts are known to grow well at 37°C (3). It is not surprising that
only S. kluyveri was isolated by us in hot climatic conditions of Cérdoba.

Southern hybridization analysis. An earlier study of genetic homology between
Saccharomyces cerevisiae and its sibling species S. paradoxus and S. bayanus by using eight
cloned S. cerevisiae genes (ADCI, CUPI, GAL4, LEU2, rDNA, SUC2, TRP1 and URA3) and
telomere-associated Y’ sequences having multiple chromosomal location (10) demonstrated
that S. cerevisiae and S. paradoxus have the same sizes of homeologous chromosomes. With
the exception of the ADCI (alcohol dehydrogenase) promoter probe, all S. cerevisiae cloned
genes used showed strong homology with the genes of S. paradoxus. Thus, S. paradoxus can
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be differentiated from S. cerevisiae by using the ADC1 promoter sequence as a specific probe
for Southern hybridization.

Chromosomal DNAs of strains having S. cerevisiae-S. paradoxus karyotype pattern were
probed with the ADC cloned gene (Fig. 1). The Southern hybridization revealed that all strains
isolated by Capriotti from soil in Spain belong to S. cerevisiae (not shown). Strains from the
CECT collection fell into two groups. Three strains CECT 10331, 10171 and 10351 showed

TABLE 2
GENETIC ANALYSIS OFHYBRIDS OF THE BIOLOGICAL SPECIES S. paradoxus AND S. cerevisae

Origin of Number of Number of Number of Proportion Segregation
hybrids spore pairs zygotes tetrads of viable of control
crossed obtained isolated ascospores markers (+:-)*
of hybrids (%)

S. paradoxus X S. paradoxus

5829 x 10176 35 4 28 65 33:40
5829 x 10178 40 9 23 63 29:29
5829 x 10308 40 12 23 63 28:29
5829 x 10329 55 3 28 63 36:33
S. paradoxus X S. cerevisiae
5829 x 10331 34 5 26 0 -
5829 x 10351 40 7 28 0 ~
10176 x 502 30 5 30 0
10178 x 502 34 3 26 0 -
10308 x 502 40 3 24 0 -
10329 x 502 41 5 29 0 -
S. cerevisiae X S. cerevisiae
10331 x 502 31 6 28 69 2:2 (6)
10351 x 502 29 4 22 74 2:2(7)
10171 x 502 34 3 23 75 2:2 (14)
1616 x 502 36 3 28 84 2:2 (14)
1617 x 502 40 4 28 78 2:2 (15)
1619 x 502 35 1 25 59 30:29
1620 x 502 40 5 23 92 2:2(19)
1621 x 502 36 4 26 89 2:2 (15)
1622 x 502 43 9 23 78 2:2 (14)
1623 x 502 42 12 28 91 2:2 (14)

¢ Data of random spore analysis of tetrad analysis are presented. Number of tetrads is indicated in parenthesis.
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TABLE 3
GENETIC ANALYSIS OF HYBRIDS OF THE BIOLOGICAL SPECIES S. bayanus AND S. cerevisae

Origin of Number of Number of Number of Proportion Segregation
hybrids spore pairs zygotes tetrads of viable of control
crossed obtained isolated ascospores markers (+:-)*
of hybrids (%)

S. bayanus X S. bayanus

623 x 10560 35 8 26 51 27:26
623 x 362 34 4 28 41 21:20
623 % 369 35 12 25 96 2:2 (14)
623 x 371 33 8 23 60 26:28
623 x 373 42 7 23 57 26:26
623 x 391 39 7 28 64 2:2(9)
S. bayanus X S. cerevisiae
623 x 10171 42 10 27 0 -
10560 x 502 32 5 25 0 -
362 x 502 39 3 25 0 -
369 x 502 30 5 24 0 -
371 x 502 36 8 28 0 -
373 x 502 35 1 25 0 -
391 x 502 35 2 24 0 -

¢ Data of random spore analysis of tetrad analysis are presented. Number of tetrads is indicated in parenthesis.

strong hybridization with the ADCI probe (Fig. 1, lanes 6, 9 and 12, respectively); they
apparently belong to S. cerevisiae. The remaining strains (CECT 10178, 10308, 10176 and
10329) (Fig. 1, lanes 10, 7, 8 and 10, respectively) and strain CECT 10560 with a typical S.
bayanus pattern (Fig. 1, lane 5) did not show any hybridization signals.

Genetic identification. In order to establish the fine species belonging of the strains,
monosporic cultures of the collection strains were studied by genetic hybridization analysis
(Tables 2 and 3). All parent strains used were homothallic, except haploid cultures of strains
CECT 10331, DBVPG 1617 and 1619. Reference strains CBS 5829 and MCYC 502 were
marked by a UV-induced adel and ade2 auxotrophies (red colonies), respectively. Reference
strain MCYC 623 was marked by an ura3 auxotrophy.

Zygote formation was observed in all crosses. This confirms the karyotyping data and
shows that all strains belong to the Saccharomyces sensu stricto complex. As expected,
intraspecific hybrids were fertile while control interspecific hybrids were sterile. In all hybrids
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normal meiotic segregation of control markers and viability of hybrid ascospores indicated the
high homology of the genomes of the parent strains and their belonging to the same biological
species. According to the results obtained (Tables 2 and 3), three species S. paradoxus (CECT
10176, 10178, 10308 and 10329), S. cerevisiae (CECT 10331, 10351, 10171) and S. bayanus
(CECT 10560, MCYC 623) were found among strains isolated by Santa Maria (Table 1). All
seven Capriotti’s strains (DBVPG 1616, 11617, 1619-1623) were identified as S. cerevisiae as
they yielded fertile hybrids with the S. cerevisiae reference strain (Table 2). S. uvarum strains
(IF1 362, 369,371, 373, 391) fermenting melibiose belong to S. bayanus, as their crosses only
with the S. bayanus tester showed high ascospore viability (Table 3).

Therefore, despite certain geographic isolation of the Iberian peninsula, no new
Saccharomyces species have been found in Spain. Genetic and karyotypic analyses revealed
the biological species S. cerevisiae, S. paradoxus, S. bayanus and S. kluyveri. Classical genetic
hybridization method and molecular karyotyping give consistent and reliable results for
identification of the Saccharomyces species.
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Summary

As a part of a screening program for natural products from microorganisms, 465 actinomycetes
strains and 278 fungal strains were isolated from 44 seaweed specimens (Rhodophyta and Phacophyta),
collected in the Iberian peninsula seashore (Atlantic and Mediterranean coasts). Six different isolation
procedures were followed, and seven isolation media were used, some of which included seawater in
their composition. The isolated microorganisms were identified to the level of species or genus by
microscopic morphology. Determination of species of Streptomyces was performed through total fatty
acid analysis by gas chromatography. Richness and diversity of the Streptomyces and actinoplanetes
species isolated from the seaweeds are compared, taking into account the geographic location of the
samples. Most of the fungi recovered from these samples were terrestrial, although several marine
species (Dendryphiellaarenaria,Dendryphiella salina,Varicosporinaramulosa, Corollosporaintermedia
and Asteromyces cruciatus) were also isolated.

Key words: seaweeds, fungi, actinomycetes, Streptomyces

Resumen

Como parte de un programa de bisqueda ("screening”) de productos naturales a partir de
microorganismos se han aislado 465 cepas de actinomicetes y 278 de hongos a partir de 44 muestras de
algas (Rhodophyta y Phaeophyta) recogidas en las costas atldnticas y mediterrdneas de la peninsula
Ibérica. En el aislamiento se emplearon seis métodos y siete medios, algunos de los cuales inclufan agua

* Correspondence to: Olga Genilloud. Centro de Investigacién Basica. Merck Sharp and Dohme de
Espana, S.A. Josefa Valcarcel, 38. 28027 Madrid. Tel.: 91-3210719. Fax: 91-3210614.
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de mar. La identificacién de los microorganismos aislados se realizé por morfologia microscépica hasta
elnivel de especie o género. La determinacién de especies de Streptomyces se hizo mediante analisis total
de dcidos grasos por cromatografia de gases. Se compard la riqueza y diversidad de Streptomyces 'y
actinoplanetes teniendo en cuenta la localizacién geografica de las muestras. La mayor parte de los
hongos eran terrestres, aunque también se aislaron algunas especies marinas (Dendryphiella arenaria,
Dendryphiella salina, Varicosporina ramulosa, Corollospora intermedia y Asteromyces cruciatus).

Introduction

Programs of screening for natural products invest a considerable effort in the isolation of
microorganisms as potential producers of bioactive compounds. It is well known that discoveries of new
natural products can be potentiated by the examination of novel and diverse groups of microorganisms.
In the search of new ecological niches that can provide unexplored microbial communities, seaweeds
were evaluated as a source for the isolation of actinomycetes and filamentous fungi.

The presence of fungi on seaweeds has been repeatedly described in the literature (7, 11, 13, 18).
Obligate marine fungi have been found as parasites or saprophytes on living and decayed seaweeds,
while standard isolation techniques have also revealed the presence of terrestrial fungi on algae.
Actinomycetes have been frequently isolated from seawater and marine sediments (3, 10, 19, 20), but
less information is available about their presence on seaweeds (1, 3). These microorganisms have also
been suggested to be, together with bacteria and yeast, primary agents of macroalgal decay (1, 14).

In this work, populations of actinomycetes and microfungi present on seaweeds collected along the
Iberian coasts have been analyzed. This is the first time that a survey of both types of microorganisms
was carried out in parallel from the same marine sources, and it also represents the first work about fungi
and actinomycetes from seaweeds collected from Iberian coastal waters.

Materials and methods

Collection of samples. Forty-four seaweed specimens were collected during the winter and the
spring of 1993 from 13 different geographic locations in 6 different areas of the Atlantic and
Mediterranean Iberian coasts. Locations were grouped together according to criteria of maximum
proximity into 6 collection sites: San Sebastidn, Oyambre and Unquera (site I), Gijén and Otur (site II),
Vigo and Oporto (site III), Cadiz, Torremolinos and Almeria (site IV), Denia and Alcoceber (site V) and
Menorca (site VI).

Seaweeds were identified when possible upon collection: Gelidium sp. and Cystoseira sp. were
collected from site I, Chondrus crispus, Himanthalia elongata, Dictyota dichotoma, Fucus vesiculosus
from site II, and Chondrus crispus from site ITI. The collection sites included diverse environments,
ranging from seafloors 3-10 m depth (site VI) to sandy and rocky sea coasts more influenced by
terrestrial runoff (sites I-V). All samples were aseptically removed and shipped fresh to the laboratory,
except those from site I, which were air dried in situ before shipment. Samples were immediately
processed upon arrival.
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TABLE 1
ACTINOMYCETES AND FUNGI RECOVERED FROM SIX GEOGRAPHIC AREAS

Acinomycetes Fungi

Collection Number of Total Isolates per Total Isolates per
sites samples isolates sample? isolates sample”

I 4 191 47.75 118 29.5

I 10 56 5.6 34 34

I 4 23 5.75 21 5.25
v 6 31 5.16 35 5.83

A% 7 129 18.42 62 8.86
VI 13 35 2.69 8 0.62
Total 44 465 10.57 278 6.32

?Differences in the number of cultures recovered from the six sites are statistically significant, according to
chi-square goodness-of-fit test (P > 99.9%).

Cultureisolation. Three methods were used for the isolation of fungi: the thalli were cutinto pieces
(< 1 cm?) that were plated on the surface of isolation media, either directly or after a 3 min washing in
ethanol (70%, v/v). Alternatively, the samples (1 g) were homogenized and seeded following a
modification of the soil washing technique (17). For the isolation of actinomycetes all samples (1 g) were
initially lyophilized, ground to powder and plated following three isolation methods: membrane filter
method, Chelex pretreatment and yeast extract pretreatment (6, 8, 9).

Fungi were isolated on two agar media, DRBC (Oxoid, Hampshire, England) and SW (11), prepared
with artificial seawater (Hw-Marinemix, Wimax, Wiegandt GMBH, Germany) and supplemented with
streptomycin and chlorotetracycline 50 mg/1. Five media were used in the isolation of actinomycetes, soil
extract agar (12), chitin agar (12), glycerol arginine agar (15), humic acid-vitamins agar (5) and starch
casein agar (16), supplemented with cycloheximide (Sigma, St. Louis, Missouri, USA) (1 mg/ml) and
pimaricin (Merck, Darmstadt, Germany) (2.5 mg/ml).

Identification of fungi and actinomycetes. For identification purposes, fungi were incubated up
to 3 months at 18°C under near-UV light, following a 12 h photoperiod, in potato dextrose agar (PDA,
Difco), oatmeal agar (Difco), cornmeal agar (Difco, Detroit, Michigan, USA) and seawater (SW). Those
cultures that failed to sporulate were classified as sterile mycelia and subgrouped as strain types
according to macroscopic characters and growth rates. Actinomycetes were initially assigned to genera
on the basis of their microscopic morphology upon growth on yeast malt extract agar (YME) at 28°C for
at least 21 days. Streptomyces strains were assigned to species-clusters upon analysis of the fatty acid
composition determined by gas chromatography.

Analysis of fatty acid by gas chromatography. Cultures were grown as confluent patches on
trypticase soy broth agar (BBL, Cockeysville, Maryland, USA) at 28°C for 4 days. Vegetative growth
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FIG. 2. Distribution of Streptomyces on the Atlantic and Mediterranean seaweeds. Strains were assigned to
named cluster-groups on the basis of their FAMEs patterns, which were analyzed by the Microbial Identification
System supplied by MIDI and compared to a library of reference organisms (M.ACT_2, version 1.23, G.Garrity,

personal communication).

(Abbreviations: S. c.chartreusis = S.cyaneus chartreusis; S.c.viridochr. = S.cyaneus viridochromogenes,
S.halst.olivaceus = S.halstedii olivaceus; S.halst. scabies = S.halstedii scabies; S.h. = S.hygroscopicus)
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was then scraped (100-200 mg) and fatty acid methyl esters (FAMEs) were prepared using a modified
sample preparation (2). Analysis of FAMEs was carried out by capillary gas chromatography using a
Hewlett-Packard Model 5890 gas chromatograph/MIDI system (Microbial ID, Newark, Delaware,
USA) equipped with a phenylmethyl silicone column (0.2 mm x 25 m). Chromatography conditions were
asrecommended by the manufacturer. Individual FAMEs were identified using the Microbial Identification
Software (MIS).

Results and discussion

A total of 278 fungal strains and 465 actinomycetes were isolated from 44 samples of seaweeds
collected in six geographical areas along the Iberian peninsula coasts. Usually, the samples were richer
in actinomycetes than in fungi, in terms of number of isolates. The same behavior, in terms of abundance
of recovered strains, was observed for both types of microbial communities along the different sites and
seaweed specimens in study.

Samples from site I yielded higher numbers of both types of microorganisms than the rest, while
those from site VI were comparatively much poorer. This could be related with the different conditions
of the samples collected from both sites (see Materials and methods): it seems quite likely that samples
collected from deeper marine zones will harbor lesser amounts of saprobic microorganisms than those
from superficial waters, and it is also likely that the process of air-drying might result in an increase of
cross contamination with terrestrial microorganisms.

Diversity and geographical distribution of actinomycetes. A total of 465 actinomycetes colonies,
279 with aerial mycelia and 186 with only vegetative mycelium, were isolated from the 44 seaweed
samples. After a preliminary morphological characterization, almost half of the observed actinomycetes
could be assigned to the streptomycetes group (265 isolates). These were followed in terms of abundance
by members of the genus Micromonospora (152 isolates) and by nocardioform actinomycetes (27
isolates). In total, 89.6% of the observed actinomycetes colonies could be identified as streptomycetes
and micromonosporae. It has to be noted that whereas streptomycete colonies were observed in all the
seaweeds in study, Micromonospora strains were only obtained in half of the tested samples.

To establish the existing diversity among the actinomycetes isolates, 351 strains were selected as
representative of the actinomycetes population to be analyzed for their fatty acid composition. Strains
were assigned to named cluster-groups on the basis of their FAMESs patterns. Two hundred and thirty five
were assigned to the genus Streptomyces and distributed into 28 different species-clusters. Forty did not
match with any of the existing entries. Five clusters accounted for 66.7% of the total Streptomyces
isolates (S. hygroscopicus hygroscopicus, S. avermitilis, S. cyaneus viridochromogenes, S. rochei, and
S. halstedii olivaceus) whereas 23 different minoritary species-clusters were identified among the
remaining 33.3% of the strains (75 isolates).

When grouping the samples in two main geographic areas, Mediterranean or Atlantic coasts, no
significant differences in the number of species recovered could be observed. Nevertheless, the samples
from the Atlantic sea were richer in streptomycetes than those collected in the Mediterranean (Fig. 1).
The populations from both geographic regions were observed to be quite distinct, with a different pattern
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TABLE 2
DISTRIBUTION OF FUNGAL GENERA AMONG THE SIX GEOGRAPHIC AREAS

Collection site*

Fungal taxa
I I I v \Y A%!

HYPHOMYCETES
Acremonium spp.* (6 spp.) 4b -
Alternaria spp.* (4 spp.) 1 -
Arthrinium phaeospermum - -
Aspergillus spp.* (9 spp.) 3
Asteromyces cruciatus* - 1 - - - -
1
3

-
N

|
|

N

w

w
)
|

Beauveria sp.
Cladosporium spp.* (3 spp.)
Dendryphiella arenaria *
Dendryphiella salina *
Epicoccum purpurascens *
Fusarium sp.*

Geotrichum sp.* - -
Graphium sp. - 1
Heliscus lugdunensis - 1
Metarrhizium anisopliae 1
Paecilomyces sp.*
Penicillium spp.* (6 spp.)
Scopulariopsis spp. (3 spp.)
Scytalidium sp.
Stemphyllium sp.*
Trichoderma sp.
Tritirachium sp.
Varicosporina ramulosa* - - - -
Undetermined #1 - - 1 -
Undetermined #2 - - - -

COELOMYCETES

Ascochyta sp.*

Libertella sp.
Microsphaeropsis spp. (2 spp.)
Pestalotiopsis sp.

Phoma spp.* (S spp.)
Truncatella sp. -

ASCOMYCETES

Chaetomium spp.* (2 spp.) - - 1 -
Corollospora intermedia* - - - -
Emericella spp. (2 spp.) 1 1 - -
Eupenicillium sp. - - - 1
Dichotomomyces sp.? - - - - 1 —
Microascus cinereus 1 - - - - -
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TABLE 2 (cont.)
DISTRIBUTION OF FUNGAL GENERA AMONG THE SIX GEOGRAPHIC AREAS

Collection site

Fungal taxa

I II 1 v v VI
BASIDIOMYCETES (2 strains) - 2 - - - -
ZYGOMYCETES
Cunninghamella sp. - - - 1 - —
Mortierella sp. 2 - - - - -
STERILE MYCELIA (6 strains) 3 2 1 - 8 -
YEAST - 1 - - - -

*Species previously reported from seaweeds (8, 13, 15, 20).

See materials and methods.

*The data indicate the number of strains of every genus isolated from each site, after discarding replicate
isolates within specimens.

¢ —, Not detected.

of species distribution (Fig. 2). The high occurrence of cultures assigned to the cluster S. hygroscopicus
hygroscopicus observed in the Atlantic area corresponds to isolates only observed in Gelidium sp. from
site I. Members of this cluster were almost non-existent in the Mediterranean samples. No common
patterns could be established when evaluating the Streptomyces species distribution obtained from each
collection site.

With regard to the micromonosporas, the samples from the Mediterranean sea were richer in this
taxon than those collected in the Atlantic. In fact, 39.9% of the observed actinomycetes from the
Mediterranean samples corresponded to Micromonospora strains, compared to 28.8% observed in
Atlantic seaweeds (Fig. 1). In addition, 76 of the 91 strains recovered from these samples were obtained
from a single specimen of Cystoseira sp. from site I. On the contrary, members of this taxon were more
evenly distributed among the Mediterranean samples. The occurrence of Micromonosporahasbeen already
described in dead marine algae and sediments, but the observed distribution differs from previous studies
where they were the predominant actinomycetes (3, 19, 20). The relationships between the
Micromonosporaisolates were studied by cluster analysis, selecting 43 FAMEs patterns as representative
of all these isolates (Fig. 3). Micromonospora strains were grouped into 18 different clusters defined at
Euclidian distances higher than 6.0, the value usually considered as defining the relatedness of the entries
at the species level. The Mediterranean isolates (30 strains) were distributed among 12 different clusters,
3 of them being single member groups. With regard to the 13 Atlantic isolates, they were included in 9
different groups, 6 of them corresponding to unique isolates. Only four clusters contained Micromonospora
strains isolated from both areas (clusters 3, 4, 7 and 11), showing the low overlapping existing between
strains isolated from both areas. Again, as in the case of streptomycetes, in addition to the differences
in the Micromonospora distribution observed in both geographic regions, a wide diversity of strains was
obtained within each one.
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Euclidian distance
0 5 10 15 20 25 30 35
1 1 | | | | | |
Site No. strains Clusters
\% 1 1
v 1 2
LILII 4 3
mv 2 4
v 1 5
2 6 -——]
ov 6 7 — 1
v 3 8
I 1 9
v 4 10
LV 7 11
I 2 13
s 1 14
I 1 15
1 1 16
3 18

FIG. 3. Relatedness of the Micromonospora strains isolated from both collecting areas. The dendrogram was
generated with the cluster analysis package supplied by the Microbial Identification System software, that treats
the Euclidian distances of the fatty acids with the Unweighted Pair Group Method

Diversity and geographical distribution of fungi. Eighty fungal species or strain types were
isolated from the 44 samples of seaweeds (Table 2), and at least five species (Asteromyces cruciatus,
Corollosporaintermedia, Dendryphiella arenaria, Dendryphiella salina and Varicosporina ramulosa)
are considered true marine fungi, well-known saprophytes of algae and other marine materials (7, 11,
13, 18). Symbiotrophic marine fungi were not detected in this study, but this was expectable, due to the
methods used. Asteromyces cruciatus was isolated from a sample of the red algae Chondrus crispus, and
D. salina from Gelidium sp., both from the Atlantic coast. The rest of marine fungi were isolated from
unidentified decaying seaweeds collected in the Mediterranean coast. Interestingly, no marine fungi
were isolated from deep sea floors (site VI). Asteromyces cruciatus and D. salina have been recorded
in different points of the Atlantic Ocean, including France and other European countries (11), although
never from Iberian coastal waters. On the other hand, this is the first record of V. ramulosa, D. arenaria
and C. intermedia from the Mediterranean sea. However, these species have been commonly found in
other temperate areas (11), suggesting that the mediterranean marine mycobiota is not significantly
different from other temperate coastal environments, in agreement with the observations by Grasso et
al. on lignicolous marine fungi (4).
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Many of the fungal taxa listed, which are considered terrestrial, have been reported previously in
the literature as isolated from seaweeds (7, 11, 13, 18). This work extends the range of terrestrial fungi
isolated from macroalgae to more than adozen species further, included in genera Arthrinium, Beauveria,
Graphium, Heliscus, Metarrhizium, Scopulariopsis, Scytalidium, Tritirachium, Libertella,
Microsphaeropsis, Pestalotiopsis, Truncatella, Microascus, Mortierella and Cunninghamella. Yeasts
were limited to a single species present only in one sample.

Table 2 also shows the distribution of the isolated fungi, grouped by genera, among the six
geographical areas. Most of the genera and species were observed just in one site. Only a few genera of
common saprobic fungi (Penicillium, Aspergillus, Alternaria and Cladosporium) were recovered from
more than three areas.

As previously noted for actinomycetes, no common patterns of species distribution could be
detected among the different collection sites. Even samples collected from the same locations did not
share the same fungal populations (data not shown). This fact, that can be extended also to actinomycetes,
suggests that each seaweed specimen should be considered as an individual source containing its own
microbiota highly influenced by the particular environmental conditions.

In summary, our results show that seaweeds can be a suitable source for the isolation of
actinomycetes and fungi. It was evident from earlier studies that both types of microorganisms are not
uncommon in marine habitats, but we have shown that seaweeds constitute a reservoir of microbial
diversity, from which a large number of different microorganisms can be recovered just by means of
standard isolation techniques. This might suggest that the microbial communities found on seaweeds
could be considered as an alternative gene pool largely unexplored, which makes them interesting for
programs of screening for natural products.
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Summary

The antagonistic properties of seven Trichoderma species in front of the pathogens Fusarium
oxysporum, F. equiseti, F. solani, Sclerotinia sclerotiorum, S. minor, Rhizoctonia sp. and Sclerotium
rolfsii was evaluated in vitro. Those microorganisms were isolated from horticultural soils of La Plata
in order to test the antagonistic-pathogenic relationship. Dual cultures on PDA 2% were used. All the
species of Trichoderma grew in the culture medium with a colonization value higher than 50%.
Differences in the antagonistic behaviour of the pathogens were observed depending on the species with
which they interacted. The presence of diffusible metabolites to the medium was demonstrated in almost
80% of the pathogens antagonists tested.

Key words: Trichoderma spp., antagonistic behaviour, biocontrol, pathogenic fungi, horticulture

Resumen

Se evalud la capacidad antagénica in vitro de siete especies de Trichoderma frente a los patégenos
Fusarium oxysporum, F. equiseti, F. solani, Sclerotinia sclerotiorum, S. minor, Rhizoctonia sp. y
Sclerotium rolfsii, aislados de la regién horticola de La Plata y se estableci6 el modo de interaccién
patGgeno-antagonista. Se empled la técnica de cultivo dual en APG al 2%. Todas las especies de
Trichoderma crecieron en el medio de cultivo con valores de colonizacién superiores a 50%. Se

* Correspondenia: Cecilia Mdnaco. Lab. de Fitopatologia. Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales.
Universidad Nacional de La Plata. Calles 60 y 119, 1900 La Plata. Argentina. Tel.: +54-21-215883.
Fax: +54-21-252346.
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observaron diferencias en el comportamiento antagdnico segiin la especie patégena con la que
interactuaron. En el 80% de las combinaciones patdgeno-antagonista, se comprobd la presencia de
metabolitos difusibles al medio.

Introduccion

En los dltimos afios se estdn estudiando diferentes especies del género Trichoderma por su com-
portamiento antagénico frente a distintos patégenos que causan dafios econdmicamente significativos
en numerosos cultivos (2,5). En Argentina se han obtenido resultados prometedores que indican su
eficiencia como agentes biocontroladores de varias especies fiingicas habitantes del suelo (1, 6).

Se ha sefialado que las especies de Trichoderma se comportan como hiperparasitos frente a nume-
rosos hongos patdgenos al afectar directamente sus micelos de forma mecénica (“coiling”) y producir
su vacuolizacién y/o lisis (2, 9, 11). Muchos aislamientos tienen la habilidad de producir antibi6ticos no
volatiles activos contra un amplio rango de hongos, encontrdndose marcadas diferencias en el compor-
tamiento fisioldgico de cepas morfologicamente similares respecto a la produccién de sustancias
difusibles inhibitorias (5). Asimismo se ha indicado que ciertos aislamientos de Trichoderma poseen efecto
fungicida y/o fungistatico, dependiendo del patégeno ensayado (10).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar in vitro la capacidad antagénica de diferentes especies
de Trichoderma frente a hongos patdgenos aislados de suelos en la regién horticola de La Plata y
establecer el modo de integracion patégeno-antagonista.

Materiales y métodos

Antagonistas y patogenos. Se utilizaron seis cepas de Trichoderma aisladas de suelos de la zona
horticola de La Plata: T. harzianun 2, T. harzianun M., T. Koningii, T. pseudokoningii, T. aureoviride
y T. hamatum y una cepa de T viride obtenida de un producto comercial (Viridin®) originario de Francia.

La capacidad antagénica de las mismas se evalud frente a hongos patégenos de plantas horticolas,
aislados de los mismos suelos: Fusarium oxysporum, F. solani, F. equiseti, Sclerotinia sclerotiorum, S.
minor, Rhizoctonia sp. y Sclerotinium rolfsii.

Los aislamientos se realizaron utilizando la técnica del suelo diluido modificada por Dal Bello (3).

A. Capacidad antagonica y tipos de antagonismo en confrontacion directa. Sobre placa de agar
patata glucosado (APG) al 2% en cajas de Petri de 9 cm de didmetro, se sembraron discos de 6 mm de
didmetro del patégeno y antagonista obtenidos de cultivos de 7 dias, colocados a 4 cm de distancia entre
si. La incubacién se realizé a) en estufa a 25°C y b) a temperatura ambiente (15-20°C) en oscuridad,
durante 48 h. De cada combinacion patégeno-antagonista se efectuaron tres ensayos.

Para evaluar la capacidad antagénica de las diferentes especies de Trichoderma utilizadas se tuvo
en cuenta su aptitud colonizadora, la cual se determind calculando el porcentaje de colonizacién por
Trichoderma spp. del espacio que separa ambos hongos segiin la siguiente férmula (2):

C =DT/DE x 100

donde DT = distancia recorrida por la colonia de Trichoderma spp. sobre el eje que separa ambos
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explantes; DE = distancia entre los dos explantes; C = porcentaje de colonizacién de Trichoderma spp.
A los 7 dias de incubacién se determiné el tipo de antagonismo siguiendo la clasificacion
establecida por Porter (8).

B. Modo de accion de Trichoderma spp. B.1. Interaccién de las hifas. Se cortaron bloques de agar
de 1 x 1 cm de lado de la zona de interacci6n de las colonias de cada combinacién patdgeno-antagonista
de 7 dias mantenidas en agar agua y se observaron microscépicamente con un objetivo seco (640x).

B.2 Presencia de metabolitos difusibles en el medio de cultivo. En cajas de Petri que contenian
10 ml de AGP al 2% se colocé un disco de papel celofan estéril, y se sembraron sobre el mismo, discos
de 6 mm de didmetro de cada una de las Trichoderma spp. procedentes de colonias de 7 dias.

Serealizaron 3 repeticiones de cada combinacidn patégeno-antagonista. Se incubaron en una estufa
a 25°C y oscuridad durante 72 h. Al cabo de ese tiempo, se retir6 el celofan donde se desarroll6 el
antagonista y en el centro de cultivo se sembré un disco de 6 mm de didmetro de cada uno de los patogenos
a fin de observar la difusion de sustancias al medio por cada especie de Trichoderma spp.

Para los testigos se siguié el mismo procedimiento, excepto la siembra del antagonista. A los 7 dias
se midi6 el diametro de la colonia del patégeno, calculando el porcentaje de inhibicién del crecimiento
(I) segin la siguiente férmula:

I = (100 - DT/DC) x 100

donde DT = diametro (cm) de la colonia del patdgeno en el medio tratado con Trichoderma spp.;
DC = didmetro (cm) de la colonia del patégeno en el medio no tratado.
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FIG. 1. Porcentaje de colonizacién de Trichoderma spp. a 25°C.
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TABLA 1
DIFERENTES TIPOS DE ANTAGONISMO Y MECANISMOS DE ACCION DE Trichoderma spp.
CONTRA Sclerotium rolfsii, Fusarium spp., S. minor, S. sclerotium Y Rhizoctonia sp.

Pat6genos Antagonistas
T. koningii T. harzianum M T. viride T. aureoviride
T. pseudokoningii T. harzianum 2 T. hamatum

Sclerotinia D+ B+ D++ D++ D+ D+ D+
minor

Sclerotinia A++— B+ B++ B++ A++ D+- D+-
sclerotium

Sclerotiorum D B+ A A+— A A- A+-
rolfsii

Rhizoctonia sp. A+ B+ B+- A++ A+— A- B+

Fusarium D+ D D+ B+ E D+ D+
solani

Fusarium D C D+ D+ E+ D+ D+
equiseti

Fusarium D+ B+ B+ B+ D+ D D+
oxysporum

(A) Ambos, antagonista y patdgeno, frenan su crecimiento en la zona de interseccién de las colonias,
entremezclando sus hifas; (B) el antagonista crece superficialmente sobre el patégeno, el cual resulta inhibido; (C)
espacio angosto entre las dos colonias (halo) claramente marcado (inhibicién a distancia); (D) el antagonista crece
alrededor del patégeno, inhibiéndolo; (E) presencia de un halo més ancho entre el patégeno y el antagonista
(inhibicidn a distancia); (++) inhibicién debida a la secrecién de metabolitos difusibles con accién fungicida; (+
+ —) metabolitos difusibles con efecto fungicida e interaccién hifal; (+) metabolitos difusibles con efecto
fungistatico; (+ —) metabolitos difusibles con accién fungistdtica e interaccién hifal; (=) interacci6n hifal.

Enlos casos en que se sospechd accién fungicida del antagonista (I=100) se trasladé el disco de agar
con el patégeno a una placa de Petri con APG al 2% para comprobarlo.

Los ensayos fueron realizados basdndose en un modelo lineal aditivo sobre poblaciones homogé-
neas distribuidas normalmente. Se aplic6 un anilisis de la varianza con la prueba de F y el test de
comparaciones miiltiples de Norman-Kewls.

Resultados

A. Capacidad antago6nica y tipos de antagonismo en confrontacion directa. Tanto a temperatura
ambiente como a 25°C, la mayoria de las especies de Trichoderma crecieron bien con valores de colo-
nizacion superiores al 50%. La Fig. 1 indica los resultados obtenidos a 25°C.
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Se consideraron como valores relativos eficaces de colonizacién los crecimientos que superaron el
50% de los casos.

T. pseudokoningii, T. hamatum y T. aureoviride fueron las especies de mayor crecimiento a 25°C
y atemperatura ambiente, respectivamente. En la Tabla 1 se indican los tipos de antagonismo observados
en las especies de Trichoderma ensayadas.

B. Modo de accion de Trichoderma spp. B.1. Interaccién hifal. En la interseccién de
T. koningii-S. sclerotiorum, T. pseudokoningii-S. minor, T. aureoviride-S. sclerotiorum,
T. hamatum—Rhizoctonia sp., T. aureoviride-S. minor, T. pseudokoningii—-Rhizoctonia sp.,
T. harzianum M-Rhizoctonia sp., T. viride—Rhizoctonia sp., T. pseudokoningii-S. sclerotiorum,
T. hamatum-S. rolfsii y T. aureoviride=S. rolfsii se observaron ramificaciones hifales cortas del antagonista
rodeando estrechamente las hifas de dichos patdgenos (“coiling.”)

En el cultivo doble de T. pseudokoningii-S. sclerotiorum y T. aureoviride—S. minor se observo
coagulacion y granulacién del citoplasma o rotura de las hifas de los patégenos.

En los cultivos dobles de T. aureoviride-T. pseudokoningii, y T. hamatum—Rhizotocnia sp. y
T. harzianum M=S. sclerotiorum se observo la penetracion de las hifas del antagonista dentro de la hifa
del patégeno.

B.2. Presencia de metabolitos difusibles en el medio. Hubo inhibicién del crecimiento de los
patdégenos por accién de los metabolitos difusibles de Trichoderma spp. en porcentajes variables segiin
la combinacidn patégeno-antagonista (Fig. 2).
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T. harzianum 2 indujo un elevado grado de inhibicién del crecimiento de todos los patégenos
ensayados, presentando ademds accion fungicida contra S. minor, S. sclerotiorum y Rhizoctonia sp.

Discusion

Montealegre y Henriquez (7) observaron que las tasas de crecimiento de las distintas cepas de
Trichoderma varian con la temperatura, tal como comprobaron Goldfar et al. (4) quienes destacan la
importancia de la respuesta de las cepas de Trichoderma a la temperatura, en funcién del antagonista
apropiado. Las diferencias en el crecimiento de Trichoderma alas dos temperaturas ensayadas ponen de
manifiesto la necesidad de analizar diferentes cepas de una misma especie en un rango amplio de
temperatura, a fin de determinar su capacidad como agentes biocontroladores a diferentes condiciones
térmicas. Si bien las especies con accién fungicida aparecerian a priori como las mas prometedoras,
también se debe tener en cuenta su aptitud colonizadora y su micoparasitismo. Los resultados
presentados en este trabajo permiten una seleccién preliminar de antagonistas, siendo necesaria la
posterior evaluacién de su comportamiento en el campo, donde las variadas condiciones climéticas,
eddficas y de interaccidn con otros microorganismos podrian modificar el comportamiento esperado.
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Maclyn McCarty: un sabio olvidado.
Cincuenta afos del redescubrimiento del DNA

Rubens Lépez
Centro de Investigaciones Biol6gicas, CSIC, Madrid

“En 1944, después de afios de meticulosos andlisis quimicos, Oswald T. Avery, Colin M. MacLeod
y Maclyn McCarty, tres investigadores del Instituto Rockefeller, comunicaron uno de los trabajos méas
importantes jamds realizados en biologia. En él se describia que el «principio transformante» era DNA,
una estructura quimica capaz de cambiar (transformar) las propiedades de la célula.” Asi ha resumido
la magnitud de aquel hallazgo un microbi6logo actual (3). Este afio se cumple medio siglo de la
publicacién de aquel articulo que demostraba que el DNA era la molécula encargada de transmitir los
caracteres hereditarios.

Los cientificos de finales de los afios 40 y principio de los 50 ya barruntaban la importancia del
descubrimiento de Avery y sus colegas, que fue dado aconocer alacomunidad cientifica en la prestigiosa
revista Journal of Experimental Medicine (1). Sin embargo, y salvo honrosas excepciones, la disposicion
de los cientificos a aceptar la grandeza del mismo fue, por aplicar un calificativo caritativo, poco
generosa. Esta toma de posicién de la colectividad cientifica no es una actitud nueva en la historia de la
ciencia. Basta remontarse tan s6lo a los dos tltimos siglos para hallar otros ejemplos. Mencionaremos
tinicamente lo que sucedié con otro acontecimiento sefiero en la historia de la ciencia. A mediados del
siglo XIX, el monje agustino Gregor Johann Mendel (1822-1884) tuvo la genialidad de seleccionar
caracteristicas facilmente identificables en las semillas de las plantas de guisantes que crecian en el
huerto del convento. Esas caracteristicas eran su color, su forma, su superficie rugosa o lisa, etcétera.
Mediante cruces de las plantas y andlisis de la descendencia, sent6 las bases de la genética moderna,
particularmente de la transmisién de los caracteres de padres a hijos. Es lo que hoy se estudia en todos
los libros de texto de bachillerato como “las leyes de Mendel”. El sabio agustino public el resultado de
su investigacion en una revista de poca difusion en 1865 y 1869 y, pese a sus esfuerzos por convencer
a sus colegas, aquellos trabajos no fueron tenidos en cuenta. En 1900, una sorprendente coincidencia
puso de actualidad el trabajo de Mendel. Tres cientificos diferentes, que trabajaban en paises distintos
—Hugode Vries en Holanda, Karl Correns en Alemania y Erich Tschermak von Seysenegg en Austria—
repitieron sus descubrimientos, que elaboraron cada uno por separado. Al buscar bibliografia sobre aquel

Correspondencia: Rubens Lépez. Departamento de Microbiologia Molecular. Centro de Investigaciones
Bioldgicas, CSIC. Velazquez, 144. 28006 Madrid. Tel.: 91-5611800. Fax: 91-5627518.



430 LOPEZ MicroBioLocia SEM

tema dieron con los articulos publicados mds de treinta afios antes por Mendel. S6lo entonces se
reconocié6 la importancia fundamental de tales hallazgos.

Tratando de ser comprensivo con mis colegas, sefialaria que ciertos hallazgos se adelantan a su
tiempo; es decir, cuando se realiza un descubrimiento prematuro la comunidad cientifica carece de la
necesaria disposicién mental para reconocer su significado e importancia. Nuestra tan pregonada
capacidad para aceptar lo nuevo, cuando viene acompaiiado de un riguroso andlisis cientifico, se
desmorona probablemente como consecuencia de la falta de perspectiva histérica. No obstante, no
siempre sucedi6 asi. Einstein corrié mejor suerte que Mendel. Su teoria de la relatividad fue pronto
aceptada, pese al gran trabajo intelectual que acarreaban sus propuestas y a que se precisaria de grandes
esfuerzos paradotar a sus geniales ideas de una sélida base experimental. Quizalos fisicos contemporaneos
de Einstein tenian sus mentes mejor dispuestas que sus colegas bidlogos.

A manera de moralina me gustaria, sin embargo, aprovechar el aniversario que recordamos en el
titulo de estas lineas y las leves reflexiones que acabo de realizar. Querria mencionar, una vez mas, que
en el fondo de estos comportamientos no siempre aflora la imparcialidad de nuestros juicios apoyada en
lanatural solidez que preside el riguroso andlisis al que sometemos todo descubrimiento. Por el contrario,
el rigor se utiliza como coartada para justificar el olvido y esconder la injusticia que hemos cometido con
algunos de los mds brillantes miembros de nuestra comunidad. Tampoco estd ausente de estos
comportamientos una mal disimulada y peor entendida “competitividad” cientifica, tan necesaria en
muchos sentidos, siempre y cuando no sobrepase los limites que marca la honestidad. Aidn tendriamos
que afiadir un nuevo ingrediente a la suculenta pécima intelectual que alimenta la leyenda del cientifico
insobornable: 1a tendencia a anteponer, en algunos casos muy llamativos, el “magister dixit” —es decir,
las ensefianzas emanadas de un prestigioso investigador— al andlisis objetivo de los hechos. El caso del
descubrimiento del DNA, en su actual dimensién, nos puede valer de nuevo de ilustracion.

En los afios 30 y 40, Alfred Mirsky, un reconocido especialista en el estudio de las proteinas, se
convirtié en el auténtico protector de Avery —un médico interesado en combatir al neumococo, principal
agente microbiano responsable de la muerte por neumonia que en aquellos afios era la primera causa de
fallecimientos— y trat6 de convencerle de la necesidad de investigar la funcién biolégica del DNA. La
incorporacién al laboratorio de Avery de jovenes investigadores como McCarty aporté el desarrollo de
la tecnologia necesaria para demostrar de forma incontrovertible que el DNA era la estructura necesaria
y suficiente para cambiar las propiedades de la célula. Pero esto era demasiado para Mirsky; se trataba
de unaestructura, al menos en apariencia, excesivamente simple para esconder la maravillosa variabilidad
que adorna a los seres vivos. Que el DNA, una molécula “excesivamente mondtona”, guardara la clave
que determina, entre otras caracteristicas, el color de nuestros 0jos o nuestro grupo sanguineo, era muy
dificil de aceptar para investigadores familiarizados con estructuras tan ricas y variadas como las que
proporcionan los aminoédcidos que conforman las proteinas. Asumo que, por simplicidad divulgativa,
cuanto he dicho sea s6lo una caricatura de la situacién real que se vivié en el Instituto Rockefeller en
1944, pero las caricaturas s6lo exageran las realidades que se esconden en nuestra personalidad,
poniéndolas de manifiesto. El final de la historia fue que, desde la publicacién de un trabajo que seré
recordado como paradigmatico en el descubrimiento del DNA, Avery y sus colegas cayeron en el olvido.
Injustamente, ninguno de los tres investigadores recibié el Premio Nobel, aunque muchos creyeron
entonces —y otros lo seguimos creyendo ahora— que habria sido una de lasrecompensas mds justas para
premiar un largo esfuerzo culminado con una increible brillantez.
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Con motivo de haber sido invitado recientemente a presentar los trabajos de mi grupo al IV
Congreso Internacional de Genética de Streptococcus, celebrado en Santa Fe, New Mexico (EE. UU.),
tuve la fortuna de volver a saludar a Maclyn McCarty. McCarty, un venerable anciano, imparti6 la
conferencia inaugural. Tuve la sensacion de charlar con una persona extremadamente sencilla y
plenamente satisfecha; se diria que lleva con ejemplar y natural modestia la pirpura que supone haber
sido corresponsable de desarrollar los estudios que demostraron que el DNA era la molécula bésica en
el esquema de la vida. Este descubrimiento hizo posible que, nueve afios mds tarde, James Watson y
Francis Crick determinasen la estructura de la doble hélice. No creo que me ciegue ningiin tipo de pasién
hacia un maestro lejano para poder sustanciar cuanto aqui digo. Tengo para mi que una lectura
desapasionada del libro publicado en 1985 por McCarty, The Transforming Principle (2), enriquece y
documenta, con un relato pormenorizado, 1a historia que aqui se resume. Asimismo ilustraria a los
lectores interesados sobre la trayectoria de un sabio olvidado que supo debilitar los lazos obsesivos, a
veces inhumanos, que conjugan en exceso el éxito personal y la absoluta necesidad de publicar. Esta
actitud condiciona peligrosamente la investigacion de calidad, algo que se ha convertido en un auténtico
clamor en los editoriales de las mas prestigiosas revistas. En resumen, una trayectoria a imitar, si nos
dejan.

Segiin nos contaba, en 1984, McCarty en el prefacio de su libro:*“Han pasado cuarenta afios desde
que Oswald T. Avery, Colin M. MacLeod y yo publicamos nuestro articulo identificando la sustancia
responsable de la transformacién de los tipos de neumococo como 4cido desoxirribonucleico (DNA).
Debido a la naturaleza de la transformacién de los neumococos, este descubrimiento implicaba que el
DNA debia de estar funcionando como un transportador de informacidn genética, por lo que el articulo
aportaba la primera prueba experimental de la naturaleza del material de la herencia. En realidad,
describimos los resultados experimentales con un minimo de interpretacion y especulacién, por lo que
a algunos les qued6 la duda de si realmente habiamos comprendido el significado de nuestros
descubrimientos. Pasaron muchos afios antes de que MacLeod y yo nos pusiéramos a discutir la
posibilidad de escribir la historia del descubrimiento, en un intento de clarificar la secuencia de hechos
observados y la interpretacion que les dimos. Nunca fuimos muy lejos con esa idea. Yo tenia demasiadas
obligaciones para pensar en llevar a cabo el trabajo. En una ocasién, en 1969, Colin pensé que teniamos
tiempo libre suficiente para empezar y me pidi6 que le pusiera las notas de laboratorio en una habitacién
del Hospital Rockefeller. Me alegro satisfacer esta peticidn, que estaba basada en el convencimiento de
que las notas no saldrian de la institucién. Sin embargo, muy pronto tuvo que ocuparse de otras
actividades que le impidieron dedicarse al trabajo aun antes de comenzar. Cuando murid, en febrero de
1972, no habia preparado mds que unas pocas notas preliminares.

El joven cientifico no piensa normalmente en la historia de su tema de investigacion, y a menudo
se ha sugerido que esto debe ser asf si quiere realizarse un trabajo creativo. Sin embargo, los esfuerzos
que hice para recapturar los detalles de la investigacion tras cuarenta afios me hicieron pensar lo valioso
que hubiera sido tener muchas cartas, notas y diarios de la época. Solamente dispongo de muy pocos de
€sos materiales y por tanto tengo que basarme en las notas de laboratorio e informes de trabajo, que
tienden a ser no solamente impersonales sino que carecen de la descripcién del razonamiento y
motivaciones de los experimentos emprendidos.”

Estas lineas pretenden ser un agradecido homenaje al superviviente de aquellaapasionante aventura
que darfa carta de naturaleza a la biologia molecular hace ahora cincuenta afios, al tiempo de servirme
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de trampolin para llevar al 4nimo del lector una dimensién mas real, cargada de miseria y grandeza, del
espiritu que anida en esos hombres que dedican su vida al noble oficio de 1a investigacion cientifica, que
tan gran influencia ejerce en la cultura contemporanea. Una dimensién humana, a la postre, muy alejada
del estereotipo del sabio ausente de cuanto sucede en su entorno.
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André Lwoff (1902—-1994)

Marie-Odile Soyer-Gobillard

Département de Biologie Cellulaire et Moleculaire, Observatoire Océanologique de
Banyuls-sur-mer, France

E130 de septiembre de 1994 la comunidad cientifica internacional perdié a uno de susrepresentantes
mas prestigiosos, André Lwoff, Premio Nobel de Medicina o Fisiologia en 1965 (junto con Jacques
Monod y Frangois Jacob), miembro del Institut de France, miembro extranjero de 1a National Academy
of Sciences de los Estados Unidos, miembro de 1a Royal Society (Londres) y de 1a Academia de Ciencias
Médicas de la anterior Unién Soviética.

Mis que presentar una recopilacion exhaustiva de toda la contribucién de este famoso cientifico,
he preferido escribir unas breves palabras como homenaje respetuoso y cordial.

Nacido en 1902 en Ainay-le Chateau (Allier, Francia), André Lwoff heredé de su padre, médico
psiquiatra, su inclinacién por el trabajo y su pensamiento independiente. Su padre habia nacido en
Sinferopol (Rusia), pero la situacién politica y social de su pais, donde sufrid prisién por verse envuelto
en actividades politicas siendo estudiante, le empujo a trasladarse a Francia, y en Paris estudié medicina
y se convirti6 en psiquiatra. Lwoff ha evocado en ocasiones el caracter de sus progenitores y la forma
en que las situaciones sociales y politicas pueden ir desviando el curso previsto de una trayectoria vital.
Su padre tenia veintitn afios cuando llegé a Francia en 1880, donde también residia la joven escultora
rusa con quien se casaria més tarde.

El propio Lwoff no descarta que su decisién de estudiar biologia y dedicarse a la investigacion
pudiera deberse a Ilya Ilich Metchnikoff. Amigo de su padre, les visitaba con asiduidad y fue quien
mostré por primera vez al joven André, un adolescente de trece afios, un microbio, que por cierto no fue
capaz de ver, seguramente por la poca préctica que tenfa con el microscopio que Metchnikoff puso
delante de €l. Sin embargo, el hecho no se borr6 jamas de su mente. Entré en el Institut Pasteur (Paris)
tras haber recibido una beca de investigacion en 1921. Fue sucesivamente auxiliar de laboratorio (1925),
jefe de laboratorio (1929), Doctor en Medicina (1927) y Doctor en Ciencias (1932). Su tesis estuvo
dedicada al estudio de la bioquimica de la nutricién de parasitos y protozoos de vida libre. Desde 1920
pasaba sus vacaciones en la estacién de biologia marina de Roscoff, donde en 1921 conocié a Edouard
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Chatton. El famoso protist6logo se convirti6 en su mentor y amigo. Su trabajo conjunto sobre los ciliados
se continuaba cada afio en Banyuls-sur-mer, Roscoff, Wimereux, Séte,... hasta la muerte de Chatton en
1947. Las aportaciones mas significativas de André Lwoff en el campo de la protistologia, realizados
entre 1934 y 1949, incluyen estudios del ciclo vital, morfologia, fisiologia y morfogénesis de diferentes
grupos de ciliados . La monografia de estos ciliados fue completada casi totalmente en el Laboratoire
Arago de Banyuls-sur-mer. En 1938, Lwoff fue nombrado director del recién creado departamento de
Fisiologia Microbiana del Institut Pasteur, donde permaneci6 hasta 1968. Alli inici6 sus investigaciones
sobre los factores de nutricién y crecimiento de las bacterias, estudiando bacteriéfagos, profagos y otras
particulas viricas. La dedicacion de sus esfuerzos hacia la naturaleza bioldgica, incluyendo los aspectos
genéticos, de las bacterias, 1o separd definitivamente del camino de la protistologia. André Lwoff fue un
maestro indiscutible en la joven ciencia de la virologia, a la que contribuy6 con el desarrollo del concepto
de virus. Ademads, sus observaciones e hipdtesis sobre la lisogenia, y especialmente sobre los factores
que influyen en el desarrollo de enfermedades viricas (los agentes carcinogénicos que inducen la
transformacién virica de los provirus) ejercieron una gran influencia sobre la investigacién médica en
el estudio del céncer.

Desde 1959 hasta 1968 ocupé la cdtedra de Microbiologia en la Facultad de Ciencias de la
Universidad de la Sorbona, en Paris, y, de 1968 a 1972, el que seria su dltimo cargo profesional como
director del Instituto de Investigacién Cientifica (CNRS) en Villejuif. Su retiro en 1972 le permitid
dedicar mas tiempo a su principal aficién, la pintura al 6leo. El montafioso y extenso paiéaje que se
extiende cerca de Banyuls-sur-mer, la luminosidad mediterrdnea, los colores de las flores y los drboles.
le inspiraban maravillosas pinturas. Durante los meses del afio que pasaba en su austera y a la vez
majestuosa fortaleza (“Mas Guillaume”), desde donde se dominaba la bahia de Banyuls, visitaba con
frecuencia nuestro laboratorio, mostrandose siempre interesado en nuestros tltimos resultados sobre la
biologia celular de los dinoflagelados y otros protistas. Sus consejos y orientaciones, avalados por
rigurosos razonamientos, nos impresionaban. Le invitamos a participar en la reunion francesa de
Protistologia (G.P.L.F.) en 1979, y més tarde en la tercera reunién de la Sociedad Internacional de
Protistologia Evolutiva (I.S.E.P.), en 1984, donde reencontré a algunos de sus antiguos alumnos.

Lwoff fue un cientifico excepcional, a quien cupo el honor de vivir una época, también excepcional,
llena de avatares sociales y descubrimientos cientificos de gran transcendencia. Fue una época en la que
se asentaron las bases cientificas de una gran parte de nuestro conocimiento sobre las células y se impulsd
el desarrollo de las ciencias biolégicas en general.

André Lwoff fue también un artista de talento, cuyas pinturas pudieron ser admiradas por el piblico
en diversas exposiciones, las dltimas de las cuales tuvieron lugar en una galeria de arte de Paris en 1976
y 1987. Hombre de buen corazén, tenia un gran sentido del humor, en ocasiones mordaz. Todos aquéllos
a los que distinguid con su amistad le recordaremos por su espiritu amable y su disposicién a otorgar su
ayuda.
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OPINION

Diez avisos para el cientifico espafiol

Salvador Reguant

Facultad de Geologia, Universidad de Barcelona

Opinién nace conlaidea de ser una Seccién no fija en la que aparezcan declaraciones,
comentarios, articulos, etc., sobre materias, no necesariamente microbiolégicas, cuyo
contenido pueda ser de interés para los miembros de la Sociedad Espaiiola de

Microbiologia y otros lectores de la revista.

Con satisfaccion he accedido al requerimiento
de larevista para que se reprodujera este articulo
que fue publicado en el periddico “El Pais” el dia
22 de septiembre de 1993. Pienso que el texto
reflejaba el pensar de muchos investigadores
espafioles en aquel momento y, posiblemente,
sigue siendo valido en muchas de sus afirmaciones.

El articulo decia:

La ciencia espafiola ha progresado
notablemente en los dltimos diez afios, tanto en
calidad como en cantidad. Los contactos con los
centros internacionales mds importantes en los
distintos campos cientificos se han multiplicado
ejemplarmente. No obstante, persisten situaciones
de desequilibrio que son objeto de preocupacion,
nq solo por parte de los responsables de la politica
y la gestién cientificas a los distintos niveles sino
también de los mismos cientificos. El texto
siguiente, fruto de muchos contactos informales,

pretende incentivar unareflexion mas generalizada
sobre estos temas a la vez complejos € inevitables.

1. Espafia es un pais rico, pero menos.
Pertenece al grupo de paises desarrollados, pero
es uno de los menos desarrollados, en particular
por 1o que ataiie a tradicién cientifica y a gasto
piblico en investigacion cientifica. Por tanto, es
de esperar que se comportard en este aspecto,
como en los demds, al estilo del menos rico,
siempre atento a imitar lo bueno y lo malo de los
mas ricos.

2. Lariqueza estd asociada a la potencia y a
la preeminencia, tanto industrial como comercial
y cientifica. Por consiguiente, la ciencia puntera
estd asociada a los paises mas ricos. Actualmente,
Estados Unidos representa la punta de la ciencia.

3. Los paises ricos son expansivos y
opresores. Siguiendo laconocida ley que dice que
el poder es expansivo, los paises mas desarrollados
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Facultad de Geologia. Universidad de Barcelona. Marti Franqués s/n. 08028 Barcelona.

Tel.: 93-4021596. Fax: 93-4021340.
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tienden a ir mds alld de su propio terreno y aiin de
sus posibilidades honestas e imponen sus lenguas,
sus criterios, sus tics,...

4. No podemos menospreciar ni prescindir
de lacienciade los paises ricos. Es absurdo pensar
que los paises menos desarrollados puedan vivira
espaldas del progreso cientifico y técnico que se
consigue en los paises mds ricos. Sin un contacto
y asimilacién constantes de este progreso, la
ciencia espafiola se perderia en la mis absoluta
inanidad.

5.No podemos imitar servilmente la ciencia
de los paises ricos. Sus problemas son, en grado
elevado, nuestros problemas. Nosotros hemos
aportado poco a la ciencia, pero hemos aportado
algo. Nuestra situacién y culturaen el espacioy en
el tiempo hacen de nuestra ciencia algo no
totalmente traducible, ni totalmente traduccién
de otras situaciones y culturas. Hemos de adaptar
la ciencia contempordnea a nuestra situacion
contemporanea.

6.Laadaptaciéon (onoadaptacién) de nuestra
ciencia a la ciencia puntera tiene connotaciones
objetivas, subjetivas y econémicas. Los objetivos
de la ciencia espafiola deben ser constantemente
redefinidos para nuestro dmbito, posibilidades y
necesidades, a partir de la ciencia mas avanzada.
Los cientificos espafioles deben realizar
constantemente el esfuerzo de vivir la ciencia
universal, donde se produce solamente una
pequeiia parte de ella, por la real fatalidad de que
pertenecen a un pais menos rico y potente. No
cumplir esta condicion nos alejaria cada vez mas
de la ciencia moderna. No redefinir nuestros
objetivos propios nosconvierte en contribuyentes,
con nuestro esfuerzo y nuestro dinero, de los
programas cientificos de los paises mas ricos. Es
un hecho que sufragamos amenudo los programas
estadounidenses, al escoger proyectos y solicitar
financiacidn espafiola para ellos, en funcién de las
exigencias de investigadores americanos de
prestigio. Ellos nos indican qué deberemos hacer

y, a cambio de facilitarnos un curriculum mejor
valorado, nos convertimos en sus esclavos.

7.Elproblemadelalengua noesunproblema
menor. La ciencia tiende a adoptar como lengua
de comunicacién o lengua franca el inglés.
Estudios recientes demuestran que, por 1o menos
en algunos dmbitos de la ciencia, la adopcidn del
inglés como lengua de comunicacién es: en parte
verdad; en parte, un deseo y una tendencia
relativamente lenta y en parte, un espejismo;
muchos cientificos, sobre todo anglosajones, creen
que es una realidad, pero no lo es.

Aceptando que es bueno incrementar el uso
del inglés y que es muy importante conocer bien
esta lengua porque entre el 50% y el 80% de la
informacion cientifica posiblemente se vehiculaa
través de ella, quedan en pie aldn muchas
cuestiones. Mucha informacién cientifica estd
escrita en otras lenguas. Conocer el francés, el
aleman, y a ser posible el ruso y el japonés,
ampliaria considerablemente nuestro horizonte
cientifico. Llegar a un fluent English por parte de
los cientificos no angloparlantes es dificil, y,en la
préctica, s6loun porcentaje muy bajo de espafioles
es capaz de intervenir eficazmente en reuniones
cientificas.

De esto se derivan, por lo menos, dos
consecuencias: el foro cientifico es
significativamente deficiente, ya que no
intervienen todos los que pueden decir algo, sino
s6lo una minoria; los espafioles deben, teniendo
en cuenta este hecho, aportar por escrito y
formalmente el mdximo caudal de informacién
cientifica. De aqui la necesidad de hacer reuniones
en la propia lengua —congresos nacionales, por
ejemplo— para madurar, matizar y perfeccionar
las propias aportaciones en foros de discusion.

8. Los criterios que equiparan difusién con
calidad son, en algunos aspectos, falsos y
engafiosos en ciencia. La valoracion de la calidad
a través de la difusién (las famosas revistas de
impacto) es una primera aproximacion valida, ya
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que en lineas generales, la ciencia de los paises
ricos que tienen mas fuerza difusiva, es la mas
avanzada. La valoracién exclusiva a través de este
tipo de indices es falsa porque la proposicién
contraria, es decir, que en los paises menos ricos,
oenrevistas de menor difusién en los paises ricos,
no es posible encontrar ciencia de primera calidad,
es absolutamente falso.

Es falsa también conceptualmente hablando.
No el programa més visto de television es el de
mejor calidad. Ademds es engafiosa porque
contribuye aladestruccion delacienciaen arasde
la comercializacién, como se ha denunciado
repetidamente. Paranosotroslos espafioles, supone
aceptar que las modas cientificas impuestas por
ciertos grandes sabios son siempre adecuadas al
desarrollo de la ciencia. No siempre es asi,
recordemos temas como la periodicidad de las
extinciones cada 26 millones de afios; el invierno
nuclear; la fusién fria... que son cuando menos
muy discutibles. Tampoco nuestros objetivos son
exactamente los objetivos impuestos por los
grandes pontifices de la ciencia.

9. La ciencia no es una sino multiple. La
perspectiva de los diversos cientificos sobre la
propia ciencia es tan poco coincidente, que en las
discusiones sobre el procedimiento y valoracién
de la ciencia se observan claros sintomas de
incomunicacion. Como dice John Dupre en The
Disorder of Things: Metaphysical Foundations
of the Disunity of Science, no hay un método
cientifico general, ni un proceso o actitud
cientificos tinicos. Este hecho es importante porque
invalida cualquier valoracion comercial Gnica de
los resultados de la ciencia. En concreto, no es
vélidala perspectivadominante actualmente en el
mundo desarrollado de aceptar la fisica como
paradigma universal de la ciencia. Y, por
consiguiente, no es correcto aplicar criterios de
trabajo, planificaci6n y valoracién perfectamente
vélidos para la ciencia fisica a Ias demds ciencias.

10. Aunque el transito de los avances
cientificos circula predominantemente desde los

paises mas avanzados a los paises menos
desarrollados, se producen cambios de sentido
con alguna frecuencia; en las ciencias ligadas al
espacio geografico, por su propia idiosincrasia;
en las ciencias mas abstractas, por la categoria de
algunos de sus cultivadores en paises menos
desarrollados. En este aspecto y a fin de que los
resultados novedosos para la ciencia producidos
por Espaiialleguen adecuadamente alacomunidad
cientifica internacional, es muy conveniente que
se incremente entre nosotros el uso del inglés.
No conviene olvidar, sin embargo, que estas
aportaciones, en inglés o en otra lengua, de los
cientificos de los paises menos desarrollados
pueden ser poco considerados por causa de un
desprecio, consciente o inconsciente, por parte de
los cientificos de paises mas avanzados. La
honradez no es necesariamente una cualidad
existente en todos los miembros de la comunidad
cientifica. Para paliar este desaguisado convendrd,
aveces, hacer ver de donde proceden inicialmente
determinadas aportaciones. Algunas, al ser
orquestadas luego por cientificos de los paises
mas avanzados, pueden hacer pensar a la
comunidad internacional que nacieron en ellos,
cuando en realidad son debidas al esfuerzo de
cientificos de paises menos desarrollados.

Hasta aqui el texto de Diez avisos para el
cientifico espaiiol. Quisiera, ahora, ya que tengo
laocasion de dirigirme a colegas de dreas distintas
a las mias, afiadir algo mds de lo que yo conozco
sobre tres de los diez puntos sefialados.

En el punto 3 resulta evidente que hipétesis
de mayor o menor valor son aceptadas
acriticamente y usadas, a veces, inadecuadamente
por el hecho de provenir de cientificos de paises
de primera linea en ciencia. Entre los casos
referentes a las ciencias geoldgicas, 1a hipétesis
del meteorito como explicacién de la extincién
masiva en torno al limite Cretacico-Terciario (1),
la aceptacion de la periodicidad de extinciones

masivas cada 26 millones de afios
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aproximadamente (2) ylaciclicidad global basada
en los movimientos de variacion del nivel del mar
(3) se han aceptado y aplicado en la mayoria de
paises, incluido Estados Unidos, con una alegria
y frivolidad que no se corresponden con los
fundamentos y pruebas presentados ni,
frecuentemente, con la opinién de sus propios
autores.

El problema de la lengua (punto 7) es
enormemente complejo. Se ha progresado, por
parte de los paises no angloparlantes,
particularmente Espaiia, en el uso del inglés como
lengua franca, pero poco se ha progresado en la
lectura de lenguas no inglesas por parte de los
angloparlantes (4). El planteamiento de normas
de “fair play” en las reuniones internacionales
con inglés exclusivo ni siquiera se ha planteado
formalmente.

El punto 9 es particularmente espinoso. El
papanatismo de juzgar todas las ciencias a través
de un sélo paradigma universal, normalmente el
paradigma de la fisica, es una “enfermedad” muy
extendida en todas partes. Stephen Jay Gould lo
denuncia repetidamente en su libro “La vida
maravillosa” (5).

Notas

(1) Hip6tesis primeramente expuesta por
Alvarez et al. en 1980 (Science 208, 1095-1108).
La literatura sobre ella, normalmente favorable a
la misma, es inmensa. Recientemente se han
expuesto supuestas pruebas del hallazgo del
emplazamiento del meteorito. Mas que la hipétesis
en si, 1o que no queda claro es la evaluacion de los
resultados catastréficos por esta sola causa, el tipo

y localizacién del cuerpo impactante y la
generalizacion de algunos aspectos de la hip6tesis
inicial.

(2) Hipétesis expuestas por Raup y Sepkoski
en 1984 (Proc.Natl. Acad. Sci. USA, 81,801-805)
sobre la base de datos poco homogéneos. No
obstante, ha sido aceptada de una manera acritica
por muchoscientificos. Algunos de ellos, ddndola
como probada, han buscado fuera de 1a Tierra las
posibles causas de estas extinciones. La revista
Nature publicé de 1984 a 1987 varias de estas
contribuciones.

(3) Esta es una teoria de pretendido alcance
global desarrollada por los estratigrafos del grupo
Exxon y expuesta en varios trabajos (por ejemplo,
Vail et al, 1977, AAPG Mem, 26, 49-212). Sus
conceptos a menudo se aplican de una manera
acritica, usando sus conclusiones como un corsé
rigido al que se pretenden ajustar los datos
constantemente adquiridos por los estratigrafos.

(4) Una discusion general para las ciencias
geoldgicas puede encontrarse en Reguant, S.,
Casadelld, J. en Scientometrics (29, 335-351
[1994]). La ignorancia y problemas que lleva
consigo la no lectura de textos no ingleses por
parte de los investigadores angloparlantes se
reflejan, por ejemplo, en mi carta publicada en
Nature (361, p. 107 [1993]), y en Kennedy et al.
en Microbiology (140, p. 2513 [1994]).

(5) Gould, S. J. La vida maravillosa. Ed.
Critica, Barcelona. 1991. Edicién original
americana: 1989. Véanse, por ejemplo, las piginas
100, 283 y 284-286.
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Revision de libros

Descifrar la vida

Ensayos de historia de la biologia

J. Casadesus, F. Ruiz Berraquero (eds.)

Secretariado de Publicaciones de la Universidad
de Sevilla, 1994. 400 pp. ISBN 84-7405-990-9

Esclarecer los origenes de la vida ha ocupado
desde siempre a personas diversas por motivos
muy variados, desde la simple curiosidad a la
explicaci6n religiosa. Esta, por mucho tiempo,
fue no solo la que imper?6 sino la que puso coto a
cualquier otra interpretacién, por poco que se
alejara de sus presupuestos celestiales. Bien es
cierto que la vida, limitada a la concepcién
religiosa, ha estado referida casi exclusivamente
al ser humano y, en menor instancia, y sometidaa
éste, la vida animal y vegetal. También en esa
concepcidn estaba limitada la situacién espacial:
lavidaaparecia, creciay moriaen nuestro planeta,
laTierra. Losotros espacios estelares sereservaban
para la “postvida”, por decirlo en términos
modernos.

Yaen tiempos més recientes, por los origenes
de la vida y su evolucién se han interesado
bidlogos, quimicos, fisicos, gedlogos,
antrop6logos y las variantes y combinaciones de
esas disciplinas, bioquimicos, fisicoquimicos,
geofisicos, paleont6logos. Dentro de estas mismas
especialidades no hay concurrencia total de
pareceres, de manera que, si bien los biélogos
evolutivos se adhieren a teorias estrictamente
neodarwinistas, otros biélogos presentan
discrepancias con esa corriente interpretativa.

Dicen los editores del libro que al convencer
auna veintena de cientificos para que escribieran
informalmente sobre temas de su especialidad o
de su aficidn, insistieron en que lo hicieran con
una orientacion histérica. Querian lograr un texto
a modo de divertimento, en el que cupieran,
también, la arbitrariedad, la inspiracion y el
capricho. Los autores obedecieron la consigna, y
el resultado es ventajoso para ¢l lector. Es grato,
ademds, dar la bienvenida a textos originales
espaiioles, de autores activos y conocidos en sus
respectivoscampos. Y es doblemente grato, por el
interés del tema y por el tratamiento serio que, a
pesar de ladistensidn, lainspiracién y el capricho,
domina la obra.

En la no ficil tarea de descifrar la vida han
trabajado 25 autores que, a lo largo de los 20
capitulos del libro, aportan su personal y
documentada visién sobre los avatares de la
investigacién biolégica hasta nuestros dias. El
contenido de la obra se puede distribuir en tres
grandes bloques tematicos, que abarcan: 1) el
origen y evolucién temprana de la vida, desde la
biopoyesis hasta la aparicién del linaje humano,
2) algunos hitos en el desarrollo de la biologia
(avances tecnoldgicos, nuevas tendencias) y
3) ensayos globales de indole histdrica, ético-
filoséfica, ecolégica. El primer capitulo es un
paseo por los principales descubrimientos
cientificos (fisicos, quimicos y biolégicos) en
compaiiia de sus protagonistas, mediante unrelato
analizado desde una perspectiva histérica. Van
apareciendo después capitulos que discuten los
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cambios de conceptos que se han sucedido en la
interpretacion de la evolucién bioldgica, la pugna
por datar la antigiiedad de la Tierra y del linaje
humano por medio del estudio de los fosiles y
moléculas. También se tratan algunas de las
contribuciones de laecologia, lamicrobiologia, la
medicina, la neurologia y la biologia molecular,
asi como las técnicas de la genética molecular, el
nacimiento de la teorfa atémica y la teoria celular,
etcétera.

Porlos capitulosdel libro desfilan brevemente
personajes como Monod, Lwoff (recientemente
fallecido, véanse las pp. 433-434 de este nimero
de Microbiologia SEM) y Jacob, entre otros, y las
técnicas y conceptos que desarrollaron y que tan
importantes resultarian para la biologia. El libro
se adentra en la época de las grandes hipétesis,
algunas de las cuales se mostrarian ciertas y otras
no, lo que provocé que hombres de prestigio se
mantuvieran en el error durante mucho tiempo,
hasta que las pruebas ya fueron irrefutables. Y es
que, cuando conesfuerzoy entrega se haedificado
un cuerpo de conocimiento sobre una base que
resultaerronea, puede llegar a ser tremendamente
dificil proceder al derribo de la idea anterior. Y
aun asi, de procedimientos e hipétesis equivocadas
surgieron a veces notables descubrimientos que
contribuyeron al avance de la ciencia.

Ante una obra que trata de un tema complejo
desde tantos puntos de vista, cabria hacerse tres
preguntas: 1) ;Quéle falta al libro? 2) ; A quién se
le podria recomendar? 3) ;Qué es lo més
interesante de esta obra?

1) Le falta una correccién tipografica por
parte de la editorial. Debido quizd al programa
informatico utilizado, las separaciones de silabas
al final de linea son arbitrarias. Ademds, se han
introducido errores en algunas fechas
significativas. Yaque los autores y coordinadores
se esmeraron en entregar sus originales correctos,
la editorial no puede, ni debe, eliminar una dltima
revision del texto antes de imprimir el libro.

2) La obra es un libro de lectura de nivel
universitario, que discute el origen y desarrollo de
la vida en el contexto de 1a historia de la biologia.
Por tanto, el piblico receptor puede ser muy
amplio: todo el que se interese por esos temas sin
necesidad de que tenga conocimientos
especializados. Aunque, si los tiene, también puede
sacar provecho de su lectura y encontrar en las
referencias que se incluyen en cada capitulo
material para profundizar mas en la materia. Se
recomienda especialmente a los estudiantes de
biologia, medicina, bioquimica y geologia, y
también a los de historia y de filosofia.

3) Presenta los hitos del desarrollo de la
biologia que han influido profundamente en el
conocimiento actual de muchos mecanismos de la
vida. Y lo hace de una manera sencilla,
comprensible y amena. Ademds, el libro es
motivador, capta el interés del lector y deja con
ganas de querer saber mds. Que es lo mais
importante.

Carmen Chica
Redaccién de Microbiologia SEM
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Introduction to

Microbiology

J. L. Ingraham, C. A. Ingraham
Wadsworth Publishing Co., Belmont, California,
1995. 800 pp. ISBN 0-534-16728—4

La editorial Wadsworth acaba de publicar
este libro de texto de microbiologia, que recoge el
trabajo de ocho afios del Prof. John L. Ingraham y
de su hija, doctora en medicina, Catherine A.
Ingraham.

John Ingraham, profesor de Bacteriologia de
la Universidad de California, Davis, durante mas
de treinta afios, pertenece alaescuelade Roger Y.
Stanier, a cuyo lado trabajé, y de quien ha sido
digno continuador. Ha formado a su vez una
conocida escuela, de donde han salido muy
acreditados investigadores, lideres en diversos
campos de la microbiologia.

La obra mds conocida de Ingraham, en el
aspecto docente, ha sido las ultimas ediciones (4*
y 5% de The Microbial World, el famoso libro de
Roger Y. Stanier, Michael Doudoroff y Edward
A. Adelberg, publicado inicialmente en 1957.
Este libro ha sido (acompafiado, en los tltimos
afios, por The Biology of Microorganisms de
Thomas D. Brock) el texto de microbiologia
general por excelencia en nuestras universidades,
con cuyas explicaciones han accedido a los
conocimientos generales de nuestra materia los
estudiantes de diversas facultades en el transcurso
de varias generaciones.

En Espafia conocemos también otras obras
del autor, mds especializadas, que recogen afios
deintensainvestigacion en el campodela genética
y lafisiologia bacterianas. Son algunas (junto con
otros varios autores): «Growth of the Bacterial
Cell» (1983), «The Molecular Biology of the
Bacterial Growth» (editor, 1985), «Escherichia
coli and Salmonella typhimurium: Cellular and
Molecular Biology», volimenes 1 y 2 (editor,

1987), y «Physiology of the Bacterial Cell: A
Molecular Approach» (1990). John Ingraham ha
estado muy vinculado con la microbiologia de
nuestro pais—es socio de honor dela SEM—, nos
ha visitado en varias ocasiones, con motivo de
actividades cientificas a las que ha sido invitado,
y son varios los investigadores espafioles que han
completado su formacién cientifica con él en
Davis.

Sirva este predimbulo a modo de “por sus
frutos los conoceréis”, y sirva también como
justificacion de que el conocimiento delasolvencia
cientifica de un autor es garantia de un trabajo
bien hecho, independientemente de la adecuacion
del producto a otros programas de estudio, y de
los aspectos comerciales que propicien su
distribucién. Pero, en cualquier caso, ante la
proliferacién de textos que se disputan un mercado
de grandes proporciones, s a los profesores a
quienes compete hacer sus recomendaciones
bibliograficas.

Este libro, que no se adapta estrictamente a
ningin programa de los nuevos planes de estudio
(que son muy limitados), puede en cambio ser
muy ttil a los estudiantes y profesores de todas las
facultades donde se imparta microbiologia,
especialmente alla donde se requiera un enfoque
médico.

Muchos ensefiantes de microbiologia y
materias relacionadas recordamos épocas de muy
pocos libros de texto y éstos eran 1os que escribian
quienes habian dedicado largos afios alaensefianza
y a la investigacion. En nuestros dias, con la
cantidad de informacién disponible, esta tarea
puede emprenderla una persona con menos
experiencia. Pero, en este caso, salvo honrosas
excepciones, nos encontraremos ante un texto que
recoge y ordenadatos extraidos fundamentalmente
de esos otros libros seminales a los que nos hemos
referido. Mds que en su propia experiencia como
ensefiante y como investigador, el autor debera
basarse en la experiencia y prestigio de otros.
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Manteniendo este simil, Introduction to
Microbiology pertenece al rango de fuente, de
semilla. Contiene en esencia toda la microbiologia
que se puede ensefiar. Mejor dicho, la que no se
puede ensefiar, porque no hay programa de estudio
en ninguna facultad espafiola, sea de medicina,
biologia, farmacia, veterinaria, etcétera, que
permita profundizar tanto en nuestra materiacomo
lo hace, paradéjicamente, esta “introduccion” de
cerca de 800 paginas. Ni en los programas de
estudio anteriores, ni mucho menos en los actuales,
en los que a duras penas el profesor puede
proporcionar una visiéon somera de la disciplina.

El libro estd escrito con mimo y una gran
dosis de did4ctica, prueba de la larga experiencia
docente de John Ingraham. Se presenta con un
enfoque moderno, que se advierte a lo largo de
todo el texto, como, por ejemplo, en la forma de
empezar los capitulos, con una sintesis de los
acontecimientos y personajes sobre los que se va
a desarrollar el tema.

El texto se presenta con un estudiado
equilibrio entre las materias basicas (biologia de
los microorganismos) y las aplicadas (dedicadas
a la microbiologia clinica). Esta estructura
obedece, por un lado, a los programas de las
universidades americanas, donde ambos enfoques
son mas comunes que en las nuestras, y, por otro,
a las respectivas formaciones y experiencias de
cada uno de los autores.

No podemos olvidar que muchos de los
estudiantes de biologia de los Estados Unidos lo
hacen con la intencién de entrar después en las
Escuelas de Medicina. Por ello la microbiologia
que necesitan, y piden, debe contener una parte
muy importante de microbiologia clinica.

El tema de las infecciones humanas,
probablemente la parte mds importante del libro,
se desarrolla a partir de casos reales de pacientes
hospitalarios tratados por la autora, Catherine
Ingraham, o a los que ha tenido acceso directo. El
texto se agrupa en cinco partes: I) Principios de la

microbiologia (9 capitulos, técnicas, metabolismo,
genética). IT) Los microorganismos (4 capitulos,
descripcién breve y moderna de los principales
grupos, incluyendo algunos parasitos, gusanos y
artrépodos, por las razones aducidas en el parrafo
anterior). IIT) Principios de las interacciones
microbios-humanos (8 capitulos, patogenia,
inmunologia, antibiosis). IV) Enfermedades
humanas causadas por microorganismos (6
capitulos, principales enfermedades microbianas,
sus causas y mecanismos). Y V) Utilizacién de los
microorganismos (2 capitulos, ecologia y
biotecnologia). Tiene, ademds, 5 apéndices,
glosario e indice general. Cada capitulo finaliza
con un resumen muy amplio, que incluye los
titulos de los temas tratados, las paginas donde se
localizan, preguntas de repaso y bibliografia
recomendada. Estatiltima, concisay seleccionada,
se limita a no més de cinco citas por capitulo. La
calidad de la edicién es magnifica, asi como las
numerosas fotografias y dibujos. Practicamente
todas las paginas, a excepcién de los indices,
contienen esquemas y fotografias.

Cuando son objeto de programas prioritarios
de investigacion, algunos aspectos de la
microbiologia estin sometidos a un continuo
cambio. En estos casos, los autores han invitado a
conocidos investigadores a explicar los estudios
que estdn realizando y su importancia para la
microbiologia actual. En el texto estas aportaciones
se recogen en secciones llamadas estado de la
investigacién (“focus research”).

Estamos, pararesumir, ante un digno sucesor
de The Microbial World, el cual, sin perder la
profundidad y gracia del modelo, lo supera en
algunos aspectos, tales como en actualidad
(16gicamente) y enfoque aplicado, especialmente
en los temas de microbiologia médica.

Ricard Guerrero
Universidad de Barcelona
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Biology of

Microorganisms, 7th ed.

T. D. Brock, M. T. Madigan,
J. M. Martinko, J. Parker

Prentice Hall, Englewood Cliffs, New Jersey,
1994. 909 pp. Hlustraciones en color y blanco y
negro. ISBN 0-13-042169-3.

Est4 proximo a cumplirse un cuarto de siglo
desde la aparici6n, en 1970, de la primera edicién
de este libro, de 1a cual fue dnico autor Thomas D.
Brock, uno de los més prestigiosos microbiélogos
de la actualidad. La obra se ha convertido en un
texto clasico de microbiologia general, que ha
sabido mantenerse al dia en un campo de la
ciencia que tantos cambios ha experimentado
desde esa fecha. Prueba de este saber estar al dia
y mantener al lector al corriente de los rapidos
avances de lamicrobiologiaesla frecuencia (entre
tres y cuatro afios) con que aparecen nuevas
ediciones. Desde la 4%, Brock cuenta con la
inestimable colaboracién de Michael Madigan,
gran investigador y reconocido didacta. En esta 72
edicién que comentamos participan dos nuevos
autores (John Martinko y Jack Parker), que han
aportado su experiencia en microbiologia médica
e inmunologia, el primero, en genética y biologia
molecular, el segundo.

Cada edicion del libro es una grata sorpresa
para la persona que lo ha de manejar o que
simplemente lo consulta esporddicamente. Esta
7% edicion mantiene los cambios introducidos en
las més recientes, en cuanto al uso de colores en
dibujos, esquemas y fotografias, asi como el disefio
general del libro. Un examen del indice general no
parece mostrar diferencias tan notables como las
existentes entre Ia 5%y la 6 ediciones, por ejemplo.
Sin embargo, un examen detallado muestra
algunos cambios importantes.

Todos los capitulos han sido revisados,
algunos de ellos profundamente. Una novedad de

esta 7* edicion es lainclusion, en cada capitulo, de
un miniglosario, con la explicacién de algunos
términos microbiolégicos utilizados en el capitulo
correspondiente. Impreso sobre un fondo de color,
resulta de facil localizacién. Estos miniglosarios,
que contienen unos veinte términos cada uno, no
substituyen el glosario al final del libro, que no
solo se mantiene, sino que se ha ampliado. La
bibliografia, que con el titulo de lecturas
suplementarias se encuentra al final de cada
capitulo, ha sido actualizada con la inclusién de
articulos y libros de publicacién muy reciente.

Desde el punto de vista didactico, Biology of
Microorganisms es un libro de texto muy
adecuado. A ello contribuye la profusion de
ilustraciones, figuras y tablas, que en la presente
edicion han sido revisadas o, en bastantes casos,
incluso renovadas totalmente. Herramientas
didicticas muy importantes son las preguntas al
final de cada capitulo —muchas de las cuales
también son nuevas—, los breves resimenes al
final de muchas de las secciones en que se dividen
los capitulos, y los miniglosarios antes
mencionados.

En cuanto al contenido, lo més destacable es
laextensarevision de algunos temas relacionados
con la genética molecular, la ingenieria genética,
la inmunologia y la microbiologia clinica;
revisiones que suponemos obra de los nuevos
coautores del libro, especialistas en estas dreas.
Los capitulos que han experimentado cambios
mds profundos son el 5% Macromoléculas y
genética molecular, introducido en la 5* edicion
dellibro; €18°, Ingenieria genética y biotecnologia;
conun nuevo titulo, incorpora material procedente
del capitulo 10° de la 6* edicién, y muestra en el
mismo capitulo los resultados practicos de la
biotecnologia y la ciencia bisica en la cual se
inspiran; el 122, Inmunologia e inmunidad, que es
uno de los campos de la biologia que mas cambios
estd experimentando en la actualidad; incluye
material nuevo sobre inmunotolerancia y
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estrategias para la vacunacidn; y el 139,
Microbiologia clinica y diagndstico
microbioldgico; ha puesto al dia y aumentado la
informacion sobre el sida, incluyendo también
novedades en cuanto a hongos patdgenos, choque
toxico, rabia, enfermedad de Lyme y malaria,
ademas de unas magnificas fotos en color y cuadros
estadisticos de la prevalencia de dichas
enfermedades. El capitulo 17, dedicado a la
ecologia microbiana (no olvidemos que Brock es
uno de los fundadores de esa disciplina), incluye
nuevo material sobre métodos moleculares, la
biogeoquimica del mercurio, y el disefio y
utilizacién de insecticidas bacterianos.
Queremos destacar algunos aspectos
relacionados con la nomenclatura y la lengua. En
esta edicion se adoptan las formas «Prokaryotes»
y «Eukaryotes», en vezdeProcariotes y Eucariotes,
utilizadas en anteriores ediciones. Hemos
detectado también la substitucién de la palabra
«microbes», que parece poco cientifica, por
«microorganisms». A titulo anecdético comentaré
que a finales de la década de los sesenta los
estudiantes de microbiologia contdbamos con un
magnifico libro de texto cuyo titulo espafiol era E/
mundo de los microbios. Antes de ver el libro, este

titulo me hizo creer durante algiin tiempo que se
trataba una obra de divulgacion. Después descubri
que era la traduccion de The Microbial World, de
R. Y. Stanier, un clasico de la microbiologia.
Biology of Microorganisms es un libro que
presenta una vision muy completa del estado
actual de la microbiologia, y puede satisfacer las
necesidades de los estudiantes que se acercan a
esta disciplina desde distintos campos de las
ciencias de la vida y de la salud. Serd itil a
estudiantes de biologia, medicina, veterinaria,
farmacia y, en general, a todos aquellos que, en
cualquier carreracientifica, deban iniciar el estudio
basico, pero moderno, de los microorganismos.
Esunalastima que la version en castellano de esta
obra, cuyo original se cuenta entre los mejores
libros de texto de microbiologia actuales, suela
aparecer con un notable retraso en relacion a la
version original inglesa correspondiente, que se
imprima en blanco y negro (por lo menos, la
version enriisticaque conocemos), y que, ademas,

contenga errores graves de traduccion.

Merce Piqueras
Redaccién de Microbiologia SEM
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Medical Microbiology

C. Mims, J. Playfair, I. Roitt, D. Wakelin,
R. Williams.
Mosby Year Book Europe Ltd, London,

1993. 600 pp. Ilustraciones en color.
ISBN 0-397-44631-4.

Habitualmente, los libros de microbiologia
médica, orientados hacia su uso por microbi6logos,
se estructuran basdndose en una descripcion de
géneros de microorganismos y en un resumen de
los cuadros clinicos que producen. A la inversa,
cuando estdn orientados hacia la clinica de las
enfermedades infecciosas, se describen los grandes
sindromes y se relacionan los diferentes procesos
clinicos, con sucinta referencia a los métodos
microbiolégicos. El libro que nos ocupa no se
ajustaaninguno de esos esquemas; en una primera
lectura destacalaorganizacion de las materias y la
profusién de esquemas, tablas y fotografias en
color.

Los temas se agrupan en cuatro grandes
bloques, cuyos titulos denotan la ironia britanica
delosautores: 1) los adversarios, 2) los conflictos,
3)los métodos diagndsticos y las manifestaciones
clinicas, y 4) el control.

El primer bloque consta de dos partes: a) los
microbios, con tres capitulos (microorganismos y
pardsitos, relaciones entre el huésped y el pardsito,
los organismos causantes de procesos infecciosos)
y b) los mecanismos de defensa del huésped, con
seis capitulos (las defensas naturales, adaptacién
de las respuestas inmunitarias, bases del
reconocimiento antigénico, bases de la respuesta
inmunocelular, valoracién de los sistemas de
defensa del huésped y de los antigenos
microbianos).

En el segundo bloque, siete capitulos
describen la situacién previa a una enfermedad
infecciosa, la puerta de entrada y diseminaci6n,
las defensas naturales en accién, la diseminacién
y replicacion, la inmunidad especifica en accion,

las estrategias del pardsito en la infeccién
persistente y las consecuencias patoldgicas de la
infeccién. En la medida de lo posible, en un texto
de estas caracteristicas, los autores incorporan la
descripcion de los mecanismos moleculares que
intervienen en las enfermedades infecciosas,
destacandola patogenia y el control de las mismas.

El tercer bloque recoge en doce capitulos los
métodos diagndsticos de muestreo, técnicas
microbioldgicas y la descripcién de los procesos
infecciosos (infecciones de: viasrespiratorias altas,
ojo, vias respiratorias bajas, urinarias,
gastrointestinales, obstétricas y perinatales, del
sistema nervioso central, y de la piel, misculos,
articulaciones, huesos y sistema hematopoyético).
Las infecciones multisistémicas comprenden las
descripciones de infecciones viricas, infecciones
transmitidas por artrépodos, zoonosis, fiebre de
origen desconocido e infeccién en el huésped
inmunocomprometido.

El bloque dedicado al control de las
infecciones incluye: estrategias de control, agentes
antimicrobianos, vacunaciones, inmunoterapia
inespecifica, aspectosepidemioldgicos e infeccion
hospitalaria, esterilizacion y desinfeccién. Dos
apéndices sobre microorganismos y metodologia
para procesar muestras bioldgicas complementan
los capitulos de recogida de muestras y técnicas
microbiolégicas, con indicacién de los
microorganismos que pueden aislarse mediante
técnicas microbiolégicas bdsicas y los que
necesitan técnicas mas especializadas, paralo que
se requiere la informacién del médico clinico.

Un aspecto destacable del libro es que todos
los temas estan desarrollados en esquemas y tablas
de facil lectura e interpretacion, junto a muy
buenas fotografias a todo color. Estos cuadros son
lo fundamental de este libro, en el que el texto es
un complemento ttil.

Ellibro se completa con biografiasresumidas
de los mdsimportantes personajes que colaboraron
en el desarrollo de la Microbiologia y en el
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conocimiento de los procesos infecciosos. Tiene
un particular interés el apéndice final, con la
descripcién esquemadtica de los agentes
infecciosos, sus caracteristicas, morfologia,
fisiologia y taxonomia, tipo de enfermedad que
producen, tratamiento y prevencion.

No se debe esperar del libro una descripcion
pormenorizada sobre los métodos diagnésticos,
sintomas clinicos o tratamientos. Lo que ofrece es
una visién amplia y claramente esquemdtica de
los procesos infecciosos y agentes etiolégicos.
Esta caracteristica diferenciadora de los textos
clasicos lo hace recomendable tanto para los
estudiantes de microbiologia clinicacomo para el
personal docente de esta disciplina, asi como para
licenciados en postgrado que necesiten una visién
sistematizada de los procesos infecciosos que
pueden encontrar en el desarrollo de susrespectivas
especialidades.

En palabras de los autores, se ha dejado de
lado la organizacién tradicional de un texto de
microbiologia, algo que ya hemos comentado al
principio, y se propone un enfoque que incorpore
los cambios que se producen en los planes de
ensefianza de la microbiologia en las facultades
de medicina de una amplia gama de paises
occidentales. Sinembargo, este propdsito es dificil
de cumplir; a lo miximo que puede aspirar
cualquier texto de estas caracteristicas es a
presentar de forma mds a menos original los
aspectos bdsicos y generales que todo
microbiélogo clinico tiene que conocer para
desarrollar su labor profesional. El objetivo que si
cumple esta obraes el de presentar las materiasde
forma racional y comprensible, lo cual es
importante porque la base de la permanencia de
los conocimientos se encuentra en la captacion
comprensiva de los mismos.

Niiria Martin Casabona
Ciutat Sanitaria i Universitaria Vall d’ Hebron,
Barcelona

Métodos microbiologicos
rapidos para analisis de

aguas y alimentos
J. J. Borrego (ed.)

Secretariado de Publicaciones e Intercambio
Cientifico, Universidad de Mdlaga,1992.386 pp.
ISBN 84-7496-224-2.

El trabajo presentado en este libro ha sido
fruto de lacolaboracién entre unaempresa privada
ylauniversidad. En si, este tipo de colaboraciones
noes totalmente extrafia, aunque menos NUMErosas
deloquedeseariay seria justo para launiversidad.
Pero si que es infrecuente que el resultado de esta
colaboracién vea la luz como un libro. Una forma
tan adecuada de difusion para el beneficio de los
interesados y profesionales de la microbiologia
de los alimentos.

Esta monografia persigue el objetivo de
mostrar los trabajos de investigacion realizados
en el Departamento de Microbiologia de la
Universidad de Malaga, por los autores, sobre
nuevos métodos mds rapidos y precisos para el
andlisis y control de microorganismos indicadores
y patégenos contenidos en diversos tipos de
alimentos.

La obra posee un total de 15 capitulos
agrupados en dos secciones; la primera,
denominada «Técnicas generales», estd compuesta
por tres capitulos, que nos muestra tres
interesantisimos métodos rapidos de deteccion.
Elprimeroeseléctrico y se basaen la variacién de
la conductancia y capacitancia de un medio de
cultivo cuando se produce el crecimiento de los
microorganismos. El segundo método es por
epifluorescencia, y nos muestra la aplicacion de
esta técnica de tincion al recuento de
microorganismos. Y, por ltimo, nos encontramos
ante un interesante método fluorogénico que se
basa en la incorporacién al medio de cultivo de
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substratos que, al ser metabolizados, producen
fluorescencia. La segunda seccién, denominada
«Técnicas espécificas», se compone de doce
capitulos. Cada uno de ellos trata de la
problematica del recuento y enumeracion, asi
como del uso de medios selectivos, paraun variado
abanico de microorganismos entre los que
encontramos las principales especies de bacterias
patégenas. En sus capitulos encontramos
informaci6n para detectar y controlar, con eficacia
y rapidez, Salmonella, coliformes, Aeromonas
hydrophila,
Staphylococcus aureus, Clostridium, levaduras y
colifagos somadticos y especificos de fimbrias.

La segunda seccion contiene dos capitulos
sobre toxicologia, un temaque amenudo se olvida
dentro de los estudios de control microbiolégico
de alimentos y que, a mi juicio, requiere un
apartadoindependiente. La incorporacion de estos
capitulos de toxicologia, enfocdndola como
toxicidad, genotoxicidad y mutagénesis (mediante
bioensayos de corta duracion con bacterias), es
loable y acorde con la preocupacién actual sobre
la toxicologia alimenticia, asi como sobre las
metodologias analiticas rapidas de alta eficacia (y
elevada concordancia con los test que emplean
animales o plantas). En sus paginas encontramos
informacion sobre las técnicas del test de Ames,
del SOS-cromotest y de tests de inhibicién del
crecimiento.

Me ha gustado que cada capitulo se desarrolle
siguiendo el esquema de un articulo, es decir,
«introduccién, material y métodos, resultados y
discusién». Eso te hace entender y seguir el tema
de una manera muy adecuada. Las introducciones
suelen ser amplias y dan informacién adicional
sobre conceptos y fundamentos que tienen que
ver con el tema del capitulo, o con el método de
determinacion que emplea. Ademas, incorporan
una explicacion mis o menos amplia sobre la
problemadtica de la determinacién que ocupa el
capitulo. Al proseguir la lectura, nos encontramos

Pseudomonas aeruginosa,

con otro aspecto interesante: para cada
microorganismo se valorany contrastan un variado
pero amplio nimero de medios selectivos de
cultivo. Ademas, al final de cada capitulo nos
encontramos con un valiosisimo apartado de
bibliografia, que nuncaesinferior alas dos paginas.
Y, paracompletar el libro, encontramos un amplio
y también utilisimo apéndice con la descripcion e
informacién necesaria para la preparacion de los
medios de cultivo que se mencionan en los
capitulos.

Otro aspecto que me ha gustado es la
importancia que concede a los enriquecimientos.
Esta técnica ayuda a eliminar falsos negativos
producidos por bacterias en condiciones de estrés,
a clarificar resultados y, en ocasiones, permite
una mayor especificidad.

Quizés el principal inconveniente es que el
libro estd muy centrado en el control de alimentos
liquidos, resultado de la colaboracién con una
empresa de bebidas. Pero, aunque hay poca
informacién sobre tratamiento de muestras sélidas,
los métodos que se describen son perfectamente
aplicables también a este tipo de muestras.

Nos encontramos ante un libro de trabajo;
una recopilacién de informacién beneficiosa,
investigaciones y pruebas aplicadas al control
microbioldgico alimenticio. Pretende solucionar
problemas. Estd escrito y disefiado de una forma
adecuada al trabajo. Es un libro enfocado a
profesionales y conocedores del control
microbioldgico de alimentos. Agradard a curiosos
del tema y a muchos puede dar ideas sobre €l uso
de los medios selectivos.

Por iltimo, este libro nos recuerda que en
microbiologia no esta todo hecho en el control de
alimentos, contrariamente a lo que pudiera
pensarse.

Jorge Romero Lacal
AGBAR-Sociedad General de Aguas de
Barcelona, S.A.
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Manual practico de
microbiologia

R. Diaz, C. Gamaza, I. Lépez-Goii
(directores)

Masson, S.A., Barcelona, 1995. 200 pp.
ISBN 84-458-0281-X

Comenta el Prof. Ramos Cormenzana, en el
prélogo aeste Manual prdctico de microbiologia,
que cuando R. Koch visit6 a R. Virchow para
explicarle la manera de obtener cultivos puros de
microbios, sin que se mezclasen otros
microorganismos de distinta especie, se daba el
primer paso para su aislamiento y cultivo. Desde
ese paso temprano ha pasado ya mucho tiempo,
que ha visto indudables mejoras en las técnicas
del trabajo microbioldgico. Sin embargo, todos
sabemos que las practicas docentes en los
laboratorios universitarios no disponen, en muchos
casos, de los suficientes medios (aparte de los de
cultivo), ya se trate de medios técnicos, recursos
materiales, o del tiempo imprescindible para
desarrollarlas con eficacia. Es la continua queja,
y conrazon, de ensefiantes y ensefiados. Pero todo
ello no tiene que ser impedimento para que el
estudiante logre un buen entrenamiento en el
trabajo microbioldgico bdsico, porque éste se
apoyaenrequerimientos sencillos. Lo que siresulta
imprescindible es disponer de tiempo y elementos
tales como guias o manuales que expliquen los
fundamentos y los procedimientos con detalle y
claridad. A conseguirlo contribuye el Manual
prdctico de microbiologia, que ha preparado un
grupo de 16 autores del Departamento de
Microbiologia de la Universidad de Navarra, con
un claro objetivo: conseguir una obra en espafiol
susceptible de ser utilizada en los centros
universitarios y en otros laboratorios de técnicas
y andlisis microbioldgicos.

Serd util, sin duda, en la realizacién de las
pridcticas de microbiologia en los estudios

(licenciaturas, diplomaturas y cursos practicos)
de medicina, biologia, farmacia, veterinaria,
enfermeria, etc. Elmanual presenta unaexposicion
metodolégicadetallada, con graficos que facilitan
el aprendizaje de las técnicas de laboratorio, asi
como apéndices y tablas de identificacion
microbiana. En total, se describen 40 métodos en
los siguientes 10 médulos interactivos, que abarcan
el estudio de bacterias, hongos y virus:

—Cultivo de bacterias, Observacion de los
microorganismos, Técnicas de recuento
de bacterias, Pruebas bioquimicas para
identificacién bacteriana, Micologfa. Dirigido a
quienes acceden a la practica microbioldgica y
donde se presentan los fundamentos de la
manipulacion de bacterias y hongos.

— Virologia y Genética bacteriana. Unos
experimentos sencillos acercan al alumno a la
manipulacién del material genético ya los métodos
aplicables en un pequefio laboratorio para la
observacién y recuento de fagos.

—Microbiologia clinica. Con los métodos de
muestreo, siembra, identificacion y estudio de la
sensibilidad a antibidticos de las bacterias
patdgenas presentes en las muestras.

—Microbiologfa ambiental yde los alimentos.
Expone los métodos mas comunes de muestreo y
las técnicas especiales de recuento e identificacion
de bacterias y hongos en aguas y alimentos, todo
ello de gran utilidad por la actualidad del tema.

—Técnicas serolégicas. Incluye las mads
significativas y que, a la vez, se pueden realizar
sin grandes medios, asi como las técnicas de
inmunizacién de animales y obtencién de los
antisueros.

Se completa el manual con cuatro apéndices
que, junto a la informacién prictica que
caracteriza todo el libro, ofrece los fundamentos
tedricos de los temas tratados.

Isabel Esteve
Universidad Auténoma de Barcelona
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Power Unseen

How Microbes Rule the World

B. Dixon

W.H. Freeman & Company Limited. New York,
1994. 237 pp. Con ilustraciones en blanco y
negro. ISBN 0-7167-4504-6.

Alolargo de la historia de 1a humanidad, los
microbios han estado siempre presentes,
acompaifiando a los humanos pricticamente de
forma inseparable. Pero esta vecindad no ha sido
ni bien compartida ni mucho menos comprendida
y, de las miltiples posibilidades de accidn de los
microbios, la capacidad maléfica ha sido la que
los humanos han conocido y destacado maés
frecuentemente.

La irrupcién en la historia de personajes
como Pasteur, Koch, Metchnikoff o Beijerinck,
entre otros, contribuyé enormemente a cambiar
esta concepcion al incidir, junto a la capacidad
destructiva de los microbios, en los grandes
beneficios que, desde el principio, habian estado
prestando a sus vecinos humanos. El libro de
Dixon refleja las actitudes y el cambio de actitud
en relacion a las bacterias «malas» y «buenas».

Sutilmente Dixon va destruyendo la
percepcién de los microbios como patdgenos,
paradestacarel papel de las bacterias en la historia
delacivilizacién. Baste como ejemplo el petréleo,
cuyautilizacién en tan extensa gamade actividades
econdmicas e industriales, pone de manifiesto la
dependencia de la industria moderna y de las
naciones de unosrecursos que no pueden producir,
y cuyo origen estd precisamente en los microbios,
en las cianobacterias. Estas, consideradas plantas
durante un tiempo, recibieron el nombre de
cianofitas o algas azules, hasta ocupar su lugar
actual como auténticas bacterias. Se haespeculado
que el petréleo crudo pueda provenir de lipidos
producidos por estas antiguas bacterias
fotosintéticas.

Aunque Dixon confunde las distintas formas
de vida microbiana (ciano- y otras bacterias,
algas, hongos) y los virus, de manera que todos
aparecen agrupados, sus apartados monograficos
sobre la vidamicrobiana son iinicos, convincentes
y de deliciosa lectura. La exquisita diversion que
procuran al lector las anécdotas y explicaciones
del texto, le predisponen a disculpar al autor
cuando, en algunos casos, confunde las
cianobacterias procaridticas con el alga verde
Botryoccocus, que es eucariota nucleada, igual
que nosotros. Como perdonable es también su
confusidn a la hora de escribir correctamente, con
subrayado o versalitas, los nombres de géneros y
especies.

Entraen escena—no podia faltar un episodio
tan trdgico como éste en la historia de la
humanidad— la peste bubénica, llamada también
la Muerte Negra. Devastadora enfermedad que,
causada por Yersinia pestis, trajoa Europaun terror
rayano en la paranoia, que exacerbd el fanatismo
politico y religioso. Es cierto que la mitad de sus
victimas morian en la primera semana de haber
contraido laenfermedad. Y, no disponiendo de un
agresor visible, se la consideré una venganza
divina por las culpas humanas y terrenales, algo
propiodelaépoca. Y. pestisredujo auna velocidad
atroz la poblacion de aquellos estados europeos,
locual asu vez disminuydlaluchay lacompetencia
para la obtencién de comida, albergue y trabajo,
permitiendo a los supervivientes heredar las
riquezas de los que habian muerto. Y ocurrié que
junto a una inesperada y repentina prosperidad
surgio un florecimiento intelectual que fue la base
del Renacimiento. Cuatro afios después del gran
brote epidémico, Y. pestis, huésped de roedores
pero trasmitida a los humanos por picaduras de
pulgas, habia matado cerca de 25 millones de
personas, de una poblacién de 75 millones. Es
muy dificil estimar objetivamente, y encajarlo en
su tiempo, el impacto social y cultural de un
desastre semejante. Podria, quizd pensarse, por
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citar un ejemplo, en los efectos del sida en nuestra
sociedad, si estaenfermedad atacara auna de cada
tres personas.

En este libro, Dixon evoca la atmésfera de
sorpresa, misterio y aventura con que se topan los
cientificos que, ayuddndose de la inteligencia,
hurgan en los secretos de acontecimientos de
tiempos pasados, remotos unos, algo mas cercanos
otros, yaque ladimensién del tiempo, en medicién
humana, es algo muy relativo.

El libro est4 dividido en cinco secciones, en
las que los microbios son creadores, impostores,
destructores, defensores y artesanos. Aunque
Dixon puede ser criticado por infravalorar la
evolucién microbiana y las herramientas
moleculares, no se le puede, en cambio, reprochar
que haya ignorado los atributos de los propios
microbios. El apartado de Lactobacillus muestra
que las bacterias del yogur reducen el peligro de
disenteria al destruir las Shigella sonnei en el
intestino. Sucesivamente, se pone de manifiesto
también que Rhodococcus chlorophenolicus
rompe fenoles policlorinados; que Alcaligenes
eutrophus fabrica Biopol, un pldstico
biodegradable; que los virus de bacteri6fagos
pueden resultar un buen complemento de los
antibiéticos tradicionales; que Crinalium
epipsammum ayuda a endurecer la arena de las
dunas, protegiendo asi a los Paises Bajos de los
efectos de la erosién. Y hay otros microbios a los
que se puede considerar una alternativa
prometedora en la conservacioén de los alimentos,
y aun otros muy eficaces en el control ambiental,

porque con su actividad contribuyen a eliminar el
calentamiento atmosférico y proteger la capa de
0zono.

Si algo hay que objetar a la obra que nos
ocupa es el corto alcance de la vision del mundo
microbiano, ya que se le considera sélo enrelacion
al presente. Pero las bacterias empezaron a
colonizar la Tierra poco después de que cesaran
los choques de meteoritos que convulsionaban la
corteza terrestre. Ellas han sido testigo del
nacimiento y desarrollo de todas las otras formas
de vida. Sus 3500 millones de afios de experiencia
enla Tierra,donde han permanecido y sobrevivido,
no son solo un recurso para las posibilidades de la
ingenieria biotecnoldgica sino también una historia
de ética, repleta de lecciones de vida, que
mereceran laatencion de las generaciones futuras.
Pero esto ya es opinar sobre €l libro que Dixon no
ha escrito y que seria: Power Unseen. How
Microbes Ruled the World. Esta “d” es la que
marca ladiferencia. El libro de Dixon, subtitulado
How Microbes Rule the World, cumple los
objetivos que se propuso su autor: despierta y
mantiene el interés y derrocha perspicacia. Su
brevedad no permite la inclusién de un enfoque
histérico evolutivo con datos y explicaciones.
Dixon ha de ser felicitado sinceramente por poner
la vida detrds de la microbiologia, al menos la
microbiologia de estilo bacteriano.

Lynn Margulis
Distinguished Professor
University of Massachusetts, Amherst
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Catalogo de publicaciones
del Profesor Gregorio

Maranon

Equipo catalogador: E. Cabrero, M. A.
Hermida, C. Lépez Hermida, M. J. Vilela.
Centro de Investigaciones Bioldgicas (CSIC) y
Consejeria de Salud de la Comunidad de Madrid,
1994. 107 pp. ISBN 84-4510754-2

En este Catdlogo, que comprende las
publicaciones del Profesor Gregorio Marafion
Posadillo existentes en los fondos de 1a Biblioteca
del Centrode Investigaciones Bioldgicas del CSIC,
se recoge la relacion bibliogréfica de escritos de
cardcter profesional del ilustre médico
endocrinélogo y ensayistaque desarrolld, ademas
deunafecundalabor docente, unaintensaactividad
en los campos clinico, cientifico, literario y
humanistico durante mds de cincuenta afios.

El Instituto Gregorio Marafion existié bajo
ese nombre en el Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas desde 1960 hasta 1983,
fecha en la que quedo integrado, junto con otros,
enel Centro de Investigaciones Biologicas (CIB).
Los trabajos y manuscritos de Maraiion,
encuadernados en 33 tomos por su autor, formaron
parte del legado hecho por sus herederos a la
Biblioteca del Instituto que llevé su nombre, y
cuyos fondos pasaron a la actual Biblioteca del
CIB.

La preocupacion personal de la bibliotecaria
Maria Antonia Hermida Gonzélez sobre este
legado, ha permitido su conservacién a través de
los afios y mantener su integridad a pesar de las
sucesivas mudanzas. Este Catdlogo es fruto de la
iniciativay trabajode todo el equipo bibliotecario,
actualmente constituido por la mencionada y por
E. Cabrero Alonso-Majagranzas, C. Lépez
Hermida y M.J. Vilela Manrique. El resultado ha

sido un magnifico opisculo de 107 péginas, de
facil consulta y presentacion austera y elegante a
la vez.

La idea de hacer esta obra surgié como una
tarea interna de ordenacién de los fondos
existentes. Pero, ante su posible interés general, el
equipo catalogador buscé financiacion y la
Comunidad de Madrid, a través de su Consejeria
de Salud, acogi6 con entusiasmo la iniciativa de
su edicién. El Catdlogo recoge la relacién
bibliografica delos 623 escritos que se encuentran
en el CIB, agrupados alfabéticamente en el marco
de la cronologia de sus fechas de publicacion
(desde 1909 hasta 1960), y sus descripciones se
han adecuado en lo posible a las Reglas de
Catalogacién (1. Monografias y Publicaciones
Seriadas,) de la Biblioteca Nacional. El libro fue
presentado el dia 2 de noviembre de 1994 en la
Residencia de Estudiantes, en un acto organizado
por la Consejeria de Salud de 1a Comunidad de
Madrid y el CSIC. En ese acto intervinieron
Pedro Sabando Suérez, Consejero de Salud, Emilio
Octavio de Toledo y Ubieto, Secretario de Estado
de Universidades e Investigacion, y Guillermo
Giménez Gallego, Director del CIB.

Los estudiosos y admiradores de la obra de
Maraiién disponen ahora de un instrumento que
sin duda facilitard su labor y que, ademas, ya ha
sido distribuido por numerosas bibliotecas y
centros. Asi mismo, y mientras existan ejemplares,
la Biblioteca del CIB podra facilitarlos a quienes
lo soliciten. La direcci6n es:

Centro de Investigaciones Biolégicas
(Biblioteca). C/ Velazquez, 144. 28006 Madrid.
Tel.: 91-5611800. Fax.: 91-5627518

Sara I. Pérez Prieto
Centro de Investigaciones Bioldgicas, CSIC,
Madrid
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LIBROS REVISADOS
VOLUMEN 10

Biology of Microorganisms, 7th ed.
T. D. Brock, M. T. Madigan, J. M. Martinko,
J. Parker

Prentice Hall, Englewood Cliffs, New Jersey,
1994. 909 pp. ISBN 0-13-042169-3.

Catalogo de publicaciones del

Profesor Gregorio Marafon

Equipo catalogador: E. Cabrero, M. A.
Hermida, C. Lépez Hermida, M. J. Vilela
Centro de Investigaciones Biolégicas (CSIC) y
Consejeria de Salud de la Comunidad de Madrid,
1994. 107 pp. ISBN 84-4510754-2.

Descifrar la vida

Ensayos de historia de la biologia

J. Casadesus, F. Ruiz Berraquero (ed.)
Publicaciones de la Universidad de Sevilla, 1994.
400 pp. ISBN 84-7405-990-9.

Introduction to Diagnostic

Microbiology

E. W. Koneman, S. D. Allen, W. M. Janda,
P. C. Schreckenberger, W.C. Winn Jr.

J. B. Lippincot Co., Philadelphia, 1994. 527 pp.
ISBN 0-397-51215-5.

Introduction to Microbiology
J. L. Ingraham, C. A. Ingraham

Wadsworth Publishing Co., Belmont, California,
1995. 800 pp. ISBN 0-534-16728-4.

Manual practico de microbiologia
R. Dfaz, C. Gamaza, 1. L6pez-Goiii
(directores)

Masson, S. A., Barcelona, 1995. 200 pp.
ISBN 84-458-0281-X.

Medical Microbiology

C. Mims, J. Playfair, 1. Roitt, D. Wakelin,
R. Williams

Mosby Year Book Europe Ltd., London, 1993.
600 pp. ISBN 0-397-44631-4.

Micologia médica

J. M. Torres-Rodriguez, A. del Palacio
Hernanz, J. Guarro-Artigas, R. Negroni-Briz,
M. Pereiro-Miguens

Masson, S. A., Barcelona, 1993. 378 pp.
ISBN 84-311-0632-8.

Microbiologia

Mecanismo de las enfermedades
infecciosas. Enfoque mediante resolucion
de problemas

M. Schaechter, G. Medoff, B. Eisenstein,
H. Guerra

Editorial Médica Panamericana, Buenos Aires,
1994. 2% ed., 960 pp. ISBN 84-7903-126-3.

Métodos microbioldgicos rapidos

para analisis de aguas y alimentos

J. J. Borrego (ed.)

Secretariado de Publicaciones e Intercambio
Cientifico, Universidad de Mdlaga,1992.386 pp.
ISBN 84-7496-224-2.

Microbiologia médica

Cuaderno de pricticas y demostraciones
Dirigido por G. Prats

Ediciones Doyma S. A., Barcelona, 1993. 114 pp.
ISBN 84-7592-524-3.

Power Unseen

How Microbes Rule the World

B. Dixon
W. H. Freeman & Co. Ltd., New York, 1994.
237 pp. ISBN 0-7167-4504-6.

Trends in Microbial Ecology
Proceedings of the 6th International
Symposium on Microbial Ecology
Dirigido por R. Guerrero, C. Pedrds-Ali6

Spanish Society for Microbiology, Barcelona,
1993. xxii + 718 pp. ISBN 84-604-7996-X.
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Microbiologia SEM (la revista cientifica de la Sociedad Espaiiola de Microbiologia, SEM) acepta articulos
y notas de investigacién originales dentro del campo de la microbiologia y, ocasionalmente, articulos de revisién.
Textos en inglés (preferentemente) o espaiiol. La aceptacién corresponde al Consejo Editorial. S6lo se admitirdn
trabajos inéditos que no estén pendientes de publicacién en cualquier otra revista. Los originales publicados en
Microbiologia SEM podrén ser reproducidos siempre que se indique su origen.

PRESENTACION DE LOS ORIGINALES. Los articulos estaran escritos a maquina, a doble espacio, en
hojas UNE A-4 por una sola cara, numeradas correlativamente y con un amplio margen en la parte izquierda. No
deberén exceder de 16 piginas impresas, incluyendo tablas y figuras (lo que corresponde aproximadamente a 25
hojas mecanografiadas). Los articulos incluirdn una primera pagina en la que se indicard por este orden: Titulo del
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mismo, asi como de tres a cinco “palabras clave.” En los articulos en espaiiol se deberd incluir una versién inglesa
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nomenclatura bioquimica. Deberd emplearse siempre el Sistema Internacional de Unidades (SI).

La bibliografia ser4 citada en el texto mediante niimeros y se dispondrd numerada y en orden alfabético de
acuerdo con los ejemplos que se ofrecen a continuacion:

Miller, J. H. (1972). Experiments in Molecular Genetics. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, N. Y.

Seeberg, E., Nissez-Meyer, J., Strike, P. (1976). denV gene of bacteriophage T4 determines aDNA glycosilate
specific for pyrimidine dimers in DNA. J. Virol. 35, 790-797.

Tomasz, A. (1984). Building and breaking in the cell wall of bacteria - The role for autolysins. In Nombela,
C. (ed.), Microbial Cell Wall Synthesis and Autolysis, pp. 3—12. Elsevier Science Pub., Amsterdam.

Lasreferencias a tesis doctorales, originales no aceptados todavia o comunicaciones presentadas a congresos,
deben incluirse en el texto del articulo de acuerdo con los siguientes ejemplos: (Garcia, P. et al. 1985, en
preparacion), (Smith, T. 1985. Tesis doctoral University of Massachusetts, Amherst) o (Sudrez, A., Gonzilez, F.
1975. Res. V Congr. Nac. Microbiol., p. 1845).

Las fotografias, que deberén estar preparadas para su reproduccién directa, se limitaran a las estrictamente
necesarias para la comprensién del trabajo y seran de calidad suficiente para asegurar una buena reproduccion.
Deberan estar numeradas al dorso, indicando el apellido del primer autor a 1dpiz. Los textos de las mismas irdn
mecanografiados a doble espacio y en hoja aparte. En los articulos en espaiiol las figuras incluirdn asimismo un
texto en inglés. El tamafio de las fotografias no excederd de 13 x 20 cm. Las dimensiones de los rétulos deberdn
ser las adecuadas para ser legibles en caso de que se reduzca la fotografia. La presentacién de dibujos en tinta china
y papel vegetal seguird las mismas normas. No se admitirdn fotografias en color.

Las tablas se enviardn en hojas aparte, numeradas independientemente de las figuras, con nimeros arébigos
y deberan llevar el correspondiente titulo explicativo. Los autores deberdn indicar a l4piz en el margen del texto
del la situacién aproximada en donde deben aparecer las tablas y figuras.

NOTAS. Las Notas, que no deberdn exceder de seis pdginas mecanografiadas incluyendo figuras y tablas,
tienen por objeto la presentacién de observaciones experimentales, descripcién de técnicas o modificaciones
metodolégicas de interés. Su redaccién se efectuard ateniéndose a las Normas previamente descritas para los
articulos, pero suprimiendo las divisiones con encabezamiento. Los resiimenes no serdn superiores a 50 palabras.
Sélo incluirdn, como méximo, dos figuras y una tabla, o viceversa.

ARTICULOS DE REVISION. Los articulos de Revisién versaran sobre temas de microbiologia de gran
interés, y su redaccion se solicitard a especialistas. Sin embargo, si algiin autor estd interesado en publicar articulos
de Revisidn, éstos tendrédn que ser supervisados. Los originales deberdn comprender aproximadamente de 12 a 20
péaginas (incluidas figuras y tablas), mecanografiadas a doble espacio.

CORRECCION DE PRUEBAS. Los autores recibirén pruebas de imprenta, que deberdn estar de vuelta en
la redaccién en el plazo de una semana. Transcurrido dicho plazo sin devolucién de las pruebas, éstas serdn
publicadas tal como han sido enviadas a los autores. Las correcciones se limitardn a errores tipograficos,
gramaticales o de datos incorrectos. Modificaciones méds importantes que impliquen recomposicién del texto,
deberdn ser abonadas por los autores. Se enviaran 25 separatas gratuitas por articulo; si se desearan més, deberé
indicarse por escrito cuando se devuelvan la pruebas corregidas. Las separatas adicionales serén facturadas a precio
de coste.

El articulo, original y dos copias en papel, mds una copia en disco de ordenador, se enviar4 a la siguiente
direccién: Microbiologia SEM. Apartado 16009, 08080 Barcelona, o al miembro del Consejo Editorial de larevista
que esté mas relacionado con el contenido del articulo.
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Guidelines for authors

Microbiologia SEM (the official journal of the Spanish Society for Microbiology, SEM) publishes original
research articles, research notes and reviews covering all aspects of microbiology. All submissions should be
written in English (preferably) or Spanish. The decision to accept manuscripts is made by the Editorial Board.
Submission of an article to this journal is understood to imply that it has not previously been published and that
is not being considered for publication elsewhere. Consent is given for reproducing publication of this journal if
accredited as the source.
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Acknowledgments, and References. Results and Discussion can be combined.

Abbreviations and symbols should follow the recommendations of the [UPAC-IUB Commission and the
Systéme International d’ Unités (SI) is to be used throughout.
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Miller, J. H. (1972). Experiments in Molecular Genetics. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
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specific for pyrimidine dimers in DNA. J. Virol. 35, 790-797.
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Amberst) or (Sudrez, A., Gonzélez, F. 1975. V Congr. Nac. Microbiol., p. 1845).
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the left margin of the pages of the manuscript.

NOTES. Notes should be restricted to 6 typewritten pages and are intended to present experimental
observations and descriptions of techniques or methodological changes of interest. They should be written
according to the guidelines given for articles, but without the heading divisions, and their abstracts should not
exceed 50 words. Figures and tables should be restricted to a maximum of 2 figures and 1 table or vice versa.

MINIREVIEWS. Minireviews articles should deal with microbiological subjects of broad interest. Specialists
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including the space needed for figures and tables.

PROOFS CORRECTION. On acceptance of the article, galley proofs will be sent to the corresponding author
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A
acidophiles, 121, 305
Acinetobacter calcoaceticus, 159
actinomycetes, 49, 413
active substances, 331
Aeromonas spp., 257
antagonistic behaviour, 423
antibiotic, 9, 395
biosynthesis, 49
resistance, 19, 37
screening, 331
antimicrobial agents, 9
Aspergillus niger, 279
Aspicilia intermutans, 103
autolysins, 13
autolysis, 395
Azotobacter chroococcum, 273

B
bacteremia, 249
bacteria

intracellular, 229

sulfate-reducing, 131
bacterial counting, 169
biocontrol, 423
biocorrosion, 121
biodegradation, 273

plastic, 131

fuel oil, 159
biodeterioration, 111
biofouling, 93
bioleaching, 297
bioremediation, 159

C
calorific transfer, 93
Candida, 195

albicans, 239
catabolite repression, 385
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cefoxitin, 331
cell

cycle, 27

epithelial, 229

invasion, 229

wall, 239
cephamycin C, 49
cloning, 19
coliphages

somatic, 285
copper, 263
corallolysin, 395
critical load, 145
chaotic systems, 187
chemolithotrophy, 121
chitin, 239

synthetases, 239
chitosomes, 239

D
depolymerase activity, 131
DNA

packaging, 357

protein interactions, 357
drug design, 9

E

ecosystem, 145

efflux mechanism, 37

electrons
back-scattered, 103

electrophoretic karyotyping, 403

electroporation, 69
Enterobacteriaceae, 195
enumeration
and identification, 195
method, 285
environmental sources, 83
enzyme diversity, 217
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epidemiology, 83
Escherichia coli, 249
evolution

modular, 13

F

fingerprinting, 57
flow cytometry, 263
food, 257

borne pathogens, 257

fosfomycin, 331
fungi, 111, 413

G
gene(s)
clusters, 49
expression, 385
capsular , 19
nififix, 371
SUC, 385
genetic mapping, 357
glycosilation, 37

H

Haloarcula, 217
Halobacterium, 217
Haloferax, 217
halophilic archaea, 217
histology, 343
horticulture, 423
human sources, 83

I

immunodiffusion, 297
invertase, 385
1S200-typing, 57

L
B-lactams, 49
Lecidea auriculata, 103

M

macrolides, 37

marine microalgae, 263

media
chromogenic, 195
culture, 181, 187
recovery, 169

membrane

filtration, 285

plasma, 239
microbial

degradation, 131

diseases, 9

growth, 187

interactions, 187

variation, 187
micrography, 343
microscope(s)

optical and electronic, 343
microscopy

Spanish, 343

scanning electron, 103

immunoelectron, 297
myxobacteria, 395
Myxococcus coralloides D, 395

N

nitrogenase activity, 273

nitrogen fixation
symbiotic, 371

0

otitis, 279
otomycosis, 279
ozone, 145

P
pathogenic

bacteria, 169

fungi, 423
pathogenicity, 249
petroleum microbiology, 159
Phaeodactylum tricornutum, 263
phages, 13
phenolic compounds, 273
pigment, 181
plasmid curing, 357
plate isolation, 195
pneumococcus, 13
pollutants

atmospheric, 145
poly-B-hydroxyalkanoates, 131
Proteus mirabilis, 279
Pseudomonas aeruginosa, 279
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R
Ramén y Cajal, 343
Resl, 27
resistance

multidrug, 9
Rhizobium meliloti, 371
rock-decay, 111

S
Saccharomyces
sensu stricto complex, 403
kluyveri, 403
Salmonella, 229
thyphimurium, 57
science
history of, 343
seaweeds, 413
Staphylococcus aureus, 169
START, 27
stone alteration mechanisms, 111
storage
long-term, 305
streptocci
group B, 181
Streptococcus
agalactiae, 181
pneumoniae, 19

Streptomyces, 37, 413
Sulfolobus, 305

T

taxonomy, 403

Thiobacillus, 121
ferrooxidans, 297, 305

titanium, 93

toxicity, 263

toxins, 249

transformation, 69

Trichoderma sp., 423

v
vacuole, 229
virulence, 19, 249
genes, 357
virus-ozone interactions, 145

w

water
drinking, 285
samples, 169

Y

yeast, 27, 385

Yersinia, 83
ruckeri, 69
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