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Hace una década nos estdbamos preguntando cuantos
pelos debfamos tener en la cabeza. La cuestidn, sin
embargo, prevalece no sélo porque nadie los ha contado,
sino también porque el paso del tiempo provoca una caida
inevitable que desanima a cuantificarlos. Dicen por ahi que
tenemos entre 100.000 y 150.000, pero, claro, todo depende
de cdmo lo definamos. Los nimeros pueden variar si cabello,
vello, cejas, pestafas, barba... los consideramos sinénimos
0 no.Y es que la sinonimia y la homonimia (misma palabra
con distintos significados) son aspectos que dan muchos
dolores de cabeza a los cientificos, que creen hablar de lo
mismo cuando no lo hacen.

Sin embargo, otra cuestién que nos planteamos hace
una década sobre qué es una especie en procariotas y qué
pardmetros son los que permiten su circunscripcién, al no
afectarnos directamente los dnimos, si que se presta a revi-
sién. En una década han ocurrido numerosos cambios en el
ambito de la taxonomia de procariotas. Han aparecido nue-
vas metodologias de analisis, asi como nos hemos visto
inmersos en la vordgine de la secuenciacién de genomas.
Como os podéis imaginar, todo ello sirve para especulary
para discutir. En el fondo se estan haciendo avances impor-
tantes en el campo de la clasificacién basados en las nuevas
tecnologias. Sin embargo, también esta ocurriendo una
explosién de informacién que genera mucho ruido de fondo
y que impide un avance ordenado. Intentaremos desglosar
de dénde venimos y a dédnde vamos.

MONISMO, EL “ONE FOR ALL”
DE LOS BIOLOGOS Y UN POCO DE HISTORIA
SOBRE TAXONOMIA

| origen de las especies no hay que buscarlo entre los
papeles de Darwin escritos hace aproximadamente dos
siglos, sino que hay que remontarse mucho mds atras. El tér-
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mino de especie, y por tanto laidea de lo que debe ser (con-
cepto) se remonta a mas de 2.400 afos cuando Aristételes
formula por primera vez la existencia de las dos primeras
categorfas que conformarian el esquema taxondmico de los
seres vivos. Aristdteles explica que los organismos estan
organizados en dos categorias, Especie y Género, ambas
observadas desde un punto de vista esencialista, o sea, crea-
das por un determinado Dios. El abandono de los dogmas
esencialistas se observa ya en la primera taxonomia seria
que construyd el sueco Lineo, aproximadamente hace tres
siglos. Este botanico amplié el nimero de categorias a cinco
agrupando Especies y Géneros en Ordenes, Clases y Reinos.
Durante doscientos afios, éstas fueron los cajones taxond-
micos en donde se iban clasificando los nuevos organismos
que se describian. La botanica y la entomologia fueron ramas
del conocimiento de especial actividad, y las descripciones de
nuevos taxones crecieron de forma exponencial, especial-
mente debido a la actividad de bidlogos altruistas decimo-
ndnicos. El problema que surge del incremento de descrip-
ciones de especies, y por lo tanto de categorias superiores,
es que con mas frecuencia las unidades que se observan no
se acomodan a las categorias prefijadas. La diversidad bio-
l6gica no se podia explicar mediante el uso de sélo cinco
estamentos jerarquicos. Debido a ello, hace aproximada-
mente medio siglo, los zodlogos Mayr y Simpson amplian la
jerarquia en catorce categorias mas, por tanto el esquema
taxondémico de los seres vivos se estructura en diecinueve
categorias. En fin, que tan sélo desde el punto de vista de
animales y plantas, organismos mal llamados superiores, la
clasificacidn de la diversidad bioldgica parece no ser un pro-
blema trivial.

Mayry Simpson, con su multiplicacién de las categorias,
aparentemente solventaron el primer problema generado
por la masiva descripcidn de especies. Estas se realizaban
generalmente desde un punto de vista morfoldgico (mor-
foespecies o taxoespecies), atribuyendo poder de discrimi-
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nacion a las diferencias en caracteristicas observables. Sin
embargo, los cientificos creen que la teoria de la existencia
de las especies no puede basarse en aspectos puramente
morfoldgicos, sino que debe estar basada en fundamentos
mas funcionales. Por ello se formula el concepto bioldgico
de especie (BSC), que esta basado en la capacidad de repro-
duccidn con descendencia fértil. Este, que ha sido uno de
los conceptos més defendidos entre los taxdnomos de ani-
males y plantas, resulta inviable debido al niimero de excep-
ciones observadas y que incluso ocurren entre animales. El
BSC ha sido reformulado varias veces con tal de poder dis-
poner de un concepto operativo. Sin embargo, pocas son
las taxonomias que se muestran satisfechas con esta for-
mulacién.

En realidad, existe un tremendo guirigay entre taxéno-
mos y filésofos que discuten el cdmo es la unidad que se
puede tomar como basica en un esquema taxondmico glo-
bal. Tal y como mencioné, entonces ya se contabilizaban con
aproximadamente 22 conceptos distintos, y muy probable-
mente este nimero ha crecido. Sin embargo, no hay manera
de llegar a un consenso sobre cudl aplicar, o0 qué es realmen-
te una especie. Cada uno de los conceptos es legitimo, ya
que distintas taxonomias observan su diversidad bioldgica
mediante distintos métodos y sistemas. Los bidlogos pre-
tenden usar un Unico sistema taxondmico, basado en una
sola jerarquia, para describir la diversidad de todos los seres
vivos. Ademads, se requiere que la unidad basica, especie,
sea comparable entre todas las taxonomias. Esta linea de
pensamiento de una unidad y un sistema para todos es lo
que se llama monismo. De forma contrapuesta, otra linea
de pensamiento serfa la pluralistica, y basicamente formula
gue se permita el que existan tantas taxonomias como sean
necesarias, una clasificacién para cada tipo de organismos.
Légicamente los bidlogos tienen sus reparos en desistir de
ser monistas. Desde mi punto de vista, el monismo tiene dos
inconvenientes a destacar si se quiere obtener un sistema
de clasificacion que refleje las relaciones de parentesco entre
todos los seres vivos. El primero es pdramente mecanico y
deriva del cdmo se analiza la diversidad bioldgica. Por ejem-
plo, mientras en artrépodos la clasificacion es puramente
morfoldgica, frecuentemente basada en especimenes muer-
tos, en otro tipo de animales se recurre a los impedimentos
morfoldgicos, fisioldgicos (especiacion simpatrida), o geo-
gréficos (especiacion alopatrida) para efectuar la reproduc-
cién. Mas dramatico es todavia el caso de microorganismos,
en especial procariotas, en los que ninguno de estos aspec-
tos se puede usar como pardmetro para discriminar patrones
de recurrencia naturales. De hecho, el cémo los investiga-
dores observan e identifican sus unidades ya difiere enor-
memente entre distintos tipos de organismos. El segundo
inconveniente es mas bien inherente a la naturaleza de los
seres vivos. El desarrollo de la evolucidn, y por tanto, las
modificaciones a nivel genotipico y fenotipico dependen de
las costumbres de cada tipo bioldgico. Parametros intrinse-
cos como el tiempo de generacidn, tipo de reproduccidn,

eficiencia en la gestacidn y procreacidn, sistemas de deto-
xificacion, de reparacién de DNA, etc..., o del entorno como
tipo de habitat, disponibilidad de recursos, amenazas a su
supervivencia, etc..., deben ser determinantes en cémo evo-
luciona un determinado tipo bioldgico. En consecuencia, las
limitaciones en la evolucién van a ser diferentes para cada
tipo de ser vivo. Entonces, o bien admitimos que las unidades
universales son necesariamente artificiales, y por ello pode-
mos usar una misma vara de medir, o bien se aplica una uni-
dad acomodada a cada tipo bioldgico, y entonces la circuns-
cripcion es mas natural. Ambos casos nos permiten
comparaciones, sélo hay que admitir la inevitable artificiali-
dad de la primera.

De hecho, y ligando estos aspectos filoséficos con la dis-
cusioén en el primer parrafo de este manuscrito, el término
de especie adolece de “homonimia”. O sea, que el mismo
término se usa para explicar unidades bioldgicas esencial-
mente distintas. Distintos cientificos usan el término de espe-
cie para explicar las unidades que ellos consideran se mere-
cen tal clasificacion. En el fondo, es un pluralismo (en
contraposicion a monismo) encubierto y no aceptado, pero
ampliamente ejercido.

ESPECIES EN MICROBIOLOGIA,
COMO LAS CLASIFICAMOS

al y como ya mencioné, en el siglo pasado los microbid-

logos tampoco estamos exentos de las discusiones sobre
cémo se concibe la idea de especie. A pesar de querer ser
monistas, y querer comparar nuestra unidad con la de las
distintas taxonomias de eucariotas, la verdad es que las espe-
cies de procariotas pueden compararse poco, no en el con-
cepto, sino en la manera de circunscribirlas. En microbiologia
se concibe especie como aquel grupo monofilético de orga-
nismos que muestran suficiente grado de coherencia gend-
mica y fenotipica como para identificarse de forma aislada
de sus semejantes. Nadie podra decir que este concepto no
sea universalmente aplicable. El problema, es cémo las defi-
nimos, 0 sea, COMO se enmarca una especie. Para empezar,
necesitamos tener los organismos que se van a describir en
cultivo puro, esta es la primera de las dificultades que encon-
tramos para clasificar. Pero luego, se debe obtener la mayor
cantidad de informacién tanto genética como fenotipica que
nos muestre que éstos merecen ser clasificados indepen-
dientemente.

La taxonomia, y en especial |la de procariotas, demanda
que el sistema que se genere sea operativo y predictivo. Eso
significa que no se puede construir una clasificacién que
impida el avance de alguna de las disciplinas tan dispares
como la medicinay la ecologia. Sin embargo, ambas tienen
unos requerimientos completamente distintos frente a la
taxonomia. Por ello, se recurre al pragmatismo a la hora de
clasificar microorganismos, para que el sistema sea operativo
para todas las disciplinas que hagan uso de la clasificacion.
Adema3s, el segundo requisito importante de un sistema
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taxondmico es el que sea predictivo. O sea, que al identificar
un aislado como miembro de un taxén existente, seamos
capaces de predecir un buen ndmero de aspectos tanto
genéticos, fisioldgicos o ecoldgicos de éste. Si el producto
final no es (til, o genera una informacién que no es fiable,
entonces no merece la pena.

El éxito de un buen sistema de clasificacidn de procario-
tas requiere de un exhaustivo estudio de los organismos
que configurarian las distintas categorias. Es por ello que
se demanda la obtencién de la mayor cantidad de informa-
cién posible sobre el taxdn a clasificar. Hay tres aspectos
basicos a tener en cuenta si se pretende dar nombre a una
unidad:

i. El nimero de aislados. La clasificacion de una nueva
especie deberia estar basada en un buen ndimero de aisla-
dos. La descripcidn de la diversidad intraespecifica nos
informa sobre qué aspectos pueden ser relevantes para el
taxdn, y cudles son probablemente accesorios. Es muy
importante disponer de la mayor cantidad de informacidn
que nos indique qué comparte un grupo de microorganis-
mos que hace que los consideremos como una misma uni-
dad. También lo es detectar aquellos caracteres accesorios
que hacen que comprendamos la riqueza genética y fisio-
|6gica del grupo en estudio. Dependiendo del tipo de orga-
nismos (e.g. aerobios/anaerobios, copiotrofos/oligotrofos,
versdtiles/fastidiosos, de crecimiento lento/rapido), podemos
encontrarnos con mayores o menores dificultades en la
obtencidén de cultivos puros. Pero el esfuerzo de aislar varios
organismos del mismo taxén confiere un enorme valor afia-
dido al trabajo. Es dificil poder recomendar un nimero mini-
mo de organismos que deberifan ser estudiados. Sin embar-
g0, estd claro que cuantos mas estudiemos mejor va a ser
la caracterizacion.

ii. Los métodos utilizados. Hay que estudiar el grupo de
microorganismos aplicando el espectro mas amplio posible
de métodos. (a) El potencial genético del organismo asf
como la posibilidad de entender las relaciones genealdgicas
y evolutivas del grupo, deberia ser estudiado de forma
exhaustiva. Los pardmetros cldsicos como la secuencia del
gen codificante para el RNAr 16S, el contenido GCy la hibri-
dacién DNA-DNA (DDH) son informaciones que deberfan
encontrarse en todo trabajo taxonédmico. Hoy en dia, es
absolutamente necesario haber analizado la secuencia del
gen que codifica para el RNAr 16S si se quiere publicar un
nuevo taxén. Esta nos informa no sélo de las relaciones
genealdgicas del nuevo grupo con sus semejantes, sino que
permite la busqueda de secuencias signatura que se usarfan
en la identificacion de miembros de la especie mediante
métodos moleculares. Si bien el contenido GC sélo se requie-
re para la descripcién de nuevos géneros, es un parametro
que puede ser de mucha utilidad a la hora de confirmar la
asignacion de una especie a una jerarquia mayor. Finalmente
el DDH no es un requerimiento si la secuencia del RNAr 16S
difiere mas de un 3% con los taxones mas cercanos. Sin
embargo, el uso de esta técnica es fundamental para enten-
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der que todos los aislados realmente pertenecen a un mis-
mo taxdn. Ademas de estas técnicas clasicas, se han desa-
rrollado nuevos parametros moleculares que permiten
entender la coherencia filogenética y genotipica entre
microorganismos. Métodos tales como el RAPD, AFLP,
PFGE... nos pueden ayudar a entender si existen variantes
clonales en el grupo de estudio. Ademads, se estan desarro-
llando nuevas aproximaciones metodoldgicas que estan lla-
madas a sustituir el DDH. Las mds importantes son el calculo
del “Average Nucleotide Identity” entre genomas (ANI), o
el uso de la metodologia “Multilocus Sequence Analysis”
(MLSA), pero ambas las explicaremos mas exhaustivamente
en el Ultimo apartado debido a la relevancia que estdn adqui-
riendo en Taxonomia.

(b) El fenotipo, que es la expresién del genotipo, debe
ser también exhaustivamente estudiado. Sobretodo porque
nos informa sobre aspectos funcionales de los organismos
que pueden ser relevantes tanto en medicina, como en eco-
logia u otras disciplinas microbioldgicas. En general, se estu-
dian aspectos metabdlicos de los organismos mediante el
uso de pruebas bioquimicas. Se estd poniendo de moda el uso
de sistemas miniaturizados comerciales (API, Biolog) para
analizar el metabolismo de los nuevos organismos. Sin embar-
g0, estos sistemas pueden no siempre funcionar adecuada-
mente ya que algunos requerimientos (e.g. salinidad, pH,
vitaminas, elementos traza, presién parcial de oxigeno...)
pueden no estar garantizados en el propio sistema. Ello con-
lleva a una observacidn errénea de la expresion del genotipo
de los organismos en estudio. Es bueno usarlos, pero con
conocimiento de causa. Sin embargo, existe una miriada de
pruebas metabdlicas que uno puede preparar en su propio
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laboratorio (e.g. rangos de tolerancia a sal, temperatura,
pH,..., o determinadas actividades enzimaticas,... ). No exime
de culpa el no hacerlo si es puramente un problema de desi-
dia. Finalmente, se deben estudiar los aspectos quimiotaxo-
ndémicos de una manera también exhaustiva. Datos como
perfiles de acidos grasos, de poliaminas, de quinonas respi-
ratorias, de lipidos polares, siderdforos, ... pueden darinfor-
macién muy relevante y necesaria. Por ejemplo, el tipo de
pared celular en grampositivos es un buen parametro iden-
tificativo de determinados grupos. En general, es muy util
recurrir a la quimiotaxonomia para poder encontrar aspectos
fisiolégicos que puedan ser Utiles para identificar el taxén en
estudio. Suelen no fallar.

iii. Incluir cepas de referencia. El tercer aspecto de gran
importancia es que se deben estudiar los nuevos aislados
juntamente con cepas de referencia. Es frecuente encontrar
en la literatura nuevas clasificaciones que han establecido
sus tablas de diagndstico utilizando informacién publicada.
Sin embargo, las pruebas bioquimicas pueden variar de labo-
ratorio en laboratorio, y es absolutamente necesario que las
cepas de referencia se estudien simultdneamente con las
cepas problema. De hecho, hay que manejar personalmente
las cepas tipo de cada especie que se quiera comparar. Estas
son las cepas de referencia con las cuales se describid origi-
nalmente la especie. En las nuevas clasificaciones es impor-
tante reportar las diferencias observadas con la literatura,
y asi enmendar la descripcidn original. En la propia descrip-
Cién se deberd denominar una cepa como la de referencia
del grupo (cepa tipo de la nueva especie) que se depositard
en dos colecciones de cultivo internacionales con tal de
hacerla disponible a la comunidad cientifica.

DESCRIPCIONES DE UNA SOLA CEPA
(EL “TODO A CIEN” DE LA TAXONOMIA)

o y, si Samuel T. Cowan levantara la cabeza! Este inves-

tigador, probablemente uno de los mas influyentes
en el siglo pasado, no darfa crédito al ver cémo la taxonomia
se ha convertido en un ejercicio en obtener publicaciones
de “low cost”. Y es que una de las practicas mas importantes
que podemos observar en las tltimas décadas es la clasifi-
cacidn de nuevos taxones basados simplemente en una sola
cepa. Por ejemplo, y sélo analizando lo ocurrido durante el
ano 2008, de las 482 clasificaciones nuevas aparecidas en
el IJSEM, el 80% sélo cuenta con una cepa, la cepa tipo. La
abundancia de estas descripciones esta provocando opinio-
nes contrapuestas. Por un lado, es necesario describir toda
la diversidad microbiana que se encuentra en la biosfera.
Toda novedad debe ser reportada, y si tenemos en cuenta
que en estos momentos sélo se han descrito unas 8.000
especies de procariotas (frente a mas de 1.000.000 de insec-
tos), estamos muy lejos de poder tener unaidea claradela
verdadera diversidad existente que se hipotetiza de érdenes
de magnitud superiores. Sin embargo, la practica actual es
que si se obtiene en cultivo puro un organismo que puede

representar una nueva especie, éste se convierte en el tnico
material con el que se basan las descripciones, y pocos son
los esfuerzos en obtener nuevos aislados semejantes. En
principio no deberia tratarse de un problema si no fuera por
que el esfuerzo en la clasificacién es en general muy parco.
Muy pocas son las descripciones que cuentan con un amplio
abanico de caracteristicas que explican cémo es el organis-
mo. La mayoria de descripciones estan basadas en la secuen-
ciacion del gen codificante para el RNAr 16S, algunos carac-
teres fenotipicos diferenciadores (generalmente basados
en sistemas comerciales), y en algunos casos perfiles de aci-
dos grasos. En pocas ocasiones se observa el estudio por
DDH y la descripcidn de otros caracteres quimiotaxondmicos
importantes. Ademas, en la mayoria de los casos el trabajo
de laboratorio esta limitado al uso del nuevo aislado ya que
las caracteristicas de los taxones mds cercanos estdn toma-
das de la literatura. En general cabe pensar que la calidad
de las descripciones es tan baja que no garantiza la identifi-
cacién de nuevos miembros de la misma especie. Con una
sola cepa no se puede describir la diversidad del taxon, ni
tampoco poder entender qué caracteres son realmente rele-
vantes para su caracterizacion. En este aspecto, el “Interna-
tional Committee for Systematics of Prokaryotes’ ha expre-
sado su preocupacién, y por ejemplo no se van a validar
nuevas especies si no se demuestra que la caracterizacion
en el laboratorio se ha realizado en paralelo con las cepas
de referencia. En los ultimos anos, la tolerancia en la clasifi-
cacion de nuevas especies ha llevado a que con un bajo coste
y esfuerzo se puedan obtener publicaciones en revistas SCI.
Sitenemos en cuenta que la mayoria de éstas se realizan en
paises con relativamente pocos recursos en investigacion
(casi el 70% de las descripciones se realizan en naciones del
lejano oriente, especialmente China, India y Corea), parece
ser que hubieran encontrado un filén para obtener publica-
ciones de manera facil. Sin embargo, pocos son los taxdéno-
mos occidentales que no cuentan con una publicacién de
este estilo. ;El que esté libre de pecado, que tire la primera
piedra!

Realmente estamos frente a un problema cuyas dimen-
siones son dificiles de prever. Se estan describiendo simple-
mente aislados, sélo que se les da un nombre y un sitio en
la clasificacién. Parece mas un catdlogo de nuevos organis-
mos que de nuevos taxones. Probablemente, una descrip-
cién tan parca de un aislado, sin proponer una clasificacion,
dificilmente se aceptaria para su publicacién a no ser que
tuviera unas particularidades fisiolégicas o genéticas tan
extraordinarias que fuera de interés cientifico. Es de prever,
sin embargo, que en un futuro esta actividad disminuya al
imponer mayores trabas en la publicacidn, asi como buenos
taxénomos emprendan estudios serios sobre grupos de
especies ya clasificadas y asi comprender su verdadera
estructura taxondmica. Las clasificaciones basadas en una
sola cepa deben ser permitidas, claro estd, pero sdlo si se
muestra que el trabajo de caracterizacion es exhaustivo y
convincente.
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LA TAXONOMIA DE LAS BASES DE DATOS
O LA CLASIFICACION DEL SIGLO VEINTIUNO

o todo es malo en la nueva era de la taxonomia. Si

Samuel T. Cowan levantara la cabeza, también quedaria
impresionado por las nuevas herramientas que se estan des-
arrollando para poder catalogar la diversidad microbiana.
En la dltima década han aparecido nuevos avances impor-
tantes en el estudio de los microorganismos. En general, los
mads exitosos estan ligados al andlisis del genoma o de deter-
minantes genéticos. Estos esfuerzos llevan a que se generen
bases de datos publicas que permiten estudios de forma
independiente al cultivo en el laboratorio. Por lo que los estu-
dios comparativos con nuevos aislados podrdn hacerse sin
tener que recurrir al material vivo.

Hay que aplaudir el que mds del 90% de las especies des-
critas tengan su gen del RNAr 16S secuenciado. El actual
esquema taxondmico estd basado en los resultados de la
reconstruccién de éste gen, asi como las decisiones actuales
sobre qué y cdmo se conforman las categorias taxonémicas.
Existen varias bases de datos dénde poder encontrar las
secuencias curadas de EMBL/GenBank como el “Ribosomal
Database Project” (RDP, http://rdp.cme.msu.edu); Greenge-
nes (http://greengenes.lbl.gov/cgi-bin/nph-index.cgi); SILVA
(http://www.arb-silva.de), etc... Sin embargo nosotros
hemos generado una base de datos curada sélo con las
cepas tipo de las especies existentes en lo que hemos lla-

mado el “Living Tree Project” (LTP, http://www.arb-silva.de/
projects/ living-tree). EI LTP se actualiza de forma regulary
ofrece las secuencias curadas y alineadas, una para cada
cepatipo de cada especie. Ademas, también presenta arbo-
les en distintos formatos con la filogenia de las cepas tipo.
Es una herramienta muy util para identificar si uno esta tra-
bajando con una especie nueva o no.

Ademds, el desarrollo de la gendmica estd promoviendo
que también se haga un esfuerzo importante en la obtencién
de la secuencia completa de los genomas de las cepas tipo.
Si bien ahora sélo hay aproximadamente 150 cepas tipo
secuenciadas, es de esperar que en un tiempo relativamente
breve este nimero aumente al menos en un orden de mag-
nitud. De hecho, la comunidad internacional estd fomentan-
do el que se de prioridad a la secuenciacidon completa de
todas las cepas tipo. El disponer de secuencias permitira
dejar de lado métodos de andlisis que se estdn quedando
obsoletos. La determinacién del contenido GC no va a ser
analizado quimicamente, sino sélo “in silico”. Ademds, la
hibridacién de acidos nucleicos se podra sustituir por méto-
dos bioinformaticos de comparacién de genomas. En este
aspecto, han surgido varias propuestas como sustitutas de
DDH. Vamos a destacar las dos mas importantes.

En primer lugar el “Multilocus Sequence Analysis” (MLSA),
que consiste en secuenciar varios genes esenciales (de entre
5y 10) en todos los organismos en estudio y mediante la con-
catenacidén de sus secuencias se puede resolver con mayor

sensibilidad la estructura genealdgica del taxén y
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sus semejantes, y decidir si estamos trabajando con
una nueva especie o no. Entre los genes mas usados
contamos con rpoB, rpoD, gyrB, dnaJ, atpA, phes,...
pero existen hasta mds de 30 genes de presencia
casi universal. Esta metodologia se ha puesto de
moda en taxonomia, sin embargo, pocos son los
investigadores que usan mas de tres genes. Ademas,
es facil caer en sesgos. El mayor problema en efec-
tuar MLSA es la seleccidn de los genes. La decision
sobre qué genes se amplifican y secuencian esta
generalmente ligada a la facilidad en disefar ceba-
dores y a que la amplificacién funcione y sea espe-
cifica. En general nos vamos a encontrar con pro-
blemas tanto en el disefio de cebadores como enla
amplificacion de los genes, sobretodo si el genoma
- de algun representante cercano no estd secuencia-
do. Sé de “bona fide” que, en muchas ocasiones, si

Figura 1. Correlacién entre el porcentaje de similitud obtenido por
hibridacion (DDH) y el porcentaje medio de identidad de nucleétidos
(ANI) entre genomas. El limite de especie generalmente se ha trazado
entorno al 60-70% de similitud de DDH. Este rango de hibridacién
tiene su correspondencia en el entorno entre 94-96% de identidad
ANI. En un futuro la secuenciacion completa o parcial (al menos un
20% del genoma al azar) permitira determinar el ANl y evitar el uso
de la técnica DDH. Estos parametros se pueden calcular con el pro-

grama JSpecies (<http://www.imedea.uib.es/jspecies>)

los cebadores no amplifican o el amplicdn no es
especifico, entonces se elimina el gen de la lista.
Todo ello conlleva a que al final se cometa un sesgo
hacia los genes seleccionados mas conservados y
por tanto pueden no reflejar la verdadera filogenia
del organismo en cuestidn. Parece, sin embargo,
que en general las divergencias de mas del 3% en
identidad de nucledtidos (utilizando mas de 5 genes)
podria reflejar las especies microbianas tal y como
las hemos definido genédmicamente.
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Por otra parte, el andlisis comparativo entre geno-
mas no estd sometido a sesgo en la seleccidn ya que
se analiza todo contra todo. La medida del “Average
Nucleotide Identity” (ANI), que es la media en laiden-
tidad de nucleétidos entre genes ortélogos compar-
tidos entre dos genomas (o bien entre fragmentos
originados al azar), parece dar una muy buena reso-
lucién para circunscribir especies. De forma empirica
parece que entre 95 - 96% de ANI podria reflejar el
entorno de 60 - 70% de similitud por DDH (Figura 1).
Este parametro muy probablemente sustituya en un
futuro préximo la circunscripcion cldsica basada en
DDH. De forma andloga el “Average Amino acid Iden-
tity” (AAI), que es la media en la identidad de amino-
acidos entre proteinas codificadas por genes ortdlo-
gos compartidos entre dos genomas, parece reflejar
las relaciones filogenéticas entre categorias superio-
res a especie, y podria ser usado en un futuro para su
circunscripcidn. Es de prever que los andlisis genédmi-
cos se transformen en el sustrato para la configura-
cién de un sistema taxonémico estable.

Finalmente, no se puede concebir una descrip-
cién de taxones solamente basandose en parame-
tros genéticos. Por ello la descripcién del fenotipo
es de suma importancia. Al igual que la gendmica, es
de prever que en un futuro se fomente la genera-
cién de informacion que permita estudios in silico
independientes del cultivo y fundamentados en
bases de datos. Aunque el campo estd todavia por
explorar de manera exhaustiva hay dos posibilidades
que me gustaria mencionar. En primer lugar, los estu-
dios de metaboldmica basada en espectrometria de
alta resolucion (ICR-FT/MS) permiten observar la
diversidad de metabolitos de bajo peso molecular
(entre 50 —1.000 D) correspondientes a un organis-
mo (Figura 2). En general la presencia e intensidad
de éstos puede estar ligada a las condiciones de cul-
tivo, pero auin asi se pueden identificar metabolitos
que puedan ser caracteristicos y discriminativos del
taxdn en cuestidn, tal y como se observd con los sul-
fonolipidos en Salinibacter ruber. Por otra parte, la
técnica espetrométrica de Maldi-Tof permite obser-
var la diversidad de moléculas de alto peso molecular
(2.000-20.000 D). Aparentemente, los perfiles que
se observan son menos dependientes de las condi-
ciones de cultivo, y en los extractos celulares crudos
muchos de los picos observados se corresponden
con proteinas ribosomales. En este aspecto se estd
experimentando en la identificacién de aislados cli-
nicos ya que se requiere muy poco material celular
y poca experimentacion. En ambos casos, se generan
bases de datos fundamentadas en perfiles molecu-
lares. Estas permitirdn la comparacién entre multi-
ples organismos con independencia de tener en las
manos el material vivo.
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Figura 2. La espectrometria de masas permite estudios de la com-
posicion quimica de los organismos en estudio. Por ejemplo, los
perfiles de extractos crudos de microorganismos por la técnica
de Maldi-Tof (A, Haloferax mediterranei; B, Salinibacter ruber), nos
muestran la presencia de moléculas de alto peso molecular de
entre 2.000y 20.000 D (en estos casos generalmente relacionadas
con las proteinas ribosomales). Por otra parte, la técnica del ICR-
FT/MS (C, perfil de Salinibacter ruber) permite determinar la pre-
sencia de masas moleculares pequenas de entre 50 y 1.000 D,
generalmente asociadas a metabolitos celulares directamente
relacionados con el metabolismo celular. Ambos métodos gene-
ran perfiles que pueden ser usados en la identificacion y compa-
racién de aislados, y ademads, quedar recogidos en bancos de
datos disponibles publicamente.
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EPILOGO

L ataxonomia es util, no sélo para los taxdnomos sino para
cualquier ambito del conocimiento. Sin embargo, la uti-
lidad depende de la operatividad y capacidad de prediccidn
del sistema generado. En microbiologia, y a pesar de criticas
por parte de no taxdnomos, hemos conseguido generar un
sistema de clasificacién basado en el estudio tanto del geno-
tipo como del fenotipo, a diferencia de la mayor parte de
taxonomias de eucariotas que todavia se basan en estudios
morfoldgicos. Los pardmetros necesarios estan muy claros a
pesar de que muchas descripciones sean demasiado parcas.
Sin embargo, las nuevas metodologias que producen enor-
mes bases de datos que pueden ser comparadas in silico
construyen el futuro de la taxonomia. Es de prever que en
un futuro préximo, con el abaratamiento de los métodos
analiticos, la catalogacion de taxones esté fundamentada
en comparaciones por métodos bioinformaticos y que los
tubos de ensayo de colores pasen al recuerdo romantico del
trabajo en la poyata.
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