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INTRODUCCION

MIXOBACTERIAS

Las mixobacterias son bacilos Gram-negativos tipicos que abundan en e! suelo

y en nichos ecoldgicos en los que exista materia organica en descomposicion. Su
distribucion es practicamente universal, habiéndose aislado a partir de muestras de
suelos de todo el mundo y bajo condiciones climéaticas tan amplias que abarcan desde
el tropico al artico.

La primera descripcion de una mixobacteria data de 1892, afio en que Thaxter,
cuando se dedicaba a la recoleccion de hongos en Nueva Inglaterra, observé la
Fresencia de crecimientos de color anaranjado sobre restos vegetaies en
descomposicién. Estos organismos presentaban un aspecto mucoso tipico, lo que
llevé a Thaxter aincluirios en un género denominado Myxobacter (Thaxter, 1892). Fue
este mismo autor quien consiguié, en 1908, cultivar por primera vez estos
microorganismos, descubriendo su fase vegetativa unicelular, quedando claro, a partir
de este momento, que se trataba de organismos de naturaleza bacteriana.
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A pesar de haber transcurrido mas de un siglo desde la fecha de su
descripcion, los conocimientos existentes sobre las mixobacterias dejan mucho que
desaar y han sido adquiridos practicamente en el transcurso de los Ultimos 25 afios.
El motivo de este retraso radica, de una parte, en que hasta ¢ntonces los estudios
sobre mixobacterias fueron realizados desde un punto de vista casi exclusivamente
morfoldgico y, de otra, porque las técnicas microbiolégicas clasicas son de dificil
aplicacion al estudio de estas bacterias ai ser las mismas incapaces de crecer de
forma dispersa en cultivos sobre medios liquidos.

Las caracteristicas mas notables de las mixobacterias, que las diferencian del
resto de las bacterias Gram-negativas, son las siguientes: a) presentan un
movimiento por deslizamiento, b) son microorganismos de habitcs sociales,
presentado un aito potencial morfogenético y c) la capacidad de produccion de una
gran variedad de enzimas y metabolitos secundarios. Estas propiedades no son
independientes unas de otras y pueden tener su justificacion en el comportamiento
social y ecologia de estos microorganismos (Reichenbach, 1984).

La taxonomia de las mixobacterias estd basada casi exclusivamente en
caracteres morfoldgicos, tales como la forma de las células vegetativas y de las
mixdsporas, la forma y estructura de los enjambres y, especialmente, la morfologia
de ios cuerpos fructificantes. Ademas, se han utilizado algunos parametros accesorios
como pigmentacion, tipo de acidos grasos y produccion de actividades enziméticas
lo cual plantea serios problemas a la hora de una determinacion microbioldgica.
Desgraciadamente, ninguno de estos caracteres san estables. Asi, muchas razas de
mixobacterias pueden dar lugar a cuerpos degenerados o incluso dejar de producir
totaimente cuerpos fructificantes. Todos los intentos para inducir a estas razas a una
fructificacion normal han sido infructuosos (Reichenbach, 1993).

La posicion filogenética de las_ _mixobacterias fue establecida en la pasada
década,en base a estudios del ARNr 16S (Oyaizu y Woese, 1985; Shimkets y Woese,
1992).En este sentido, el catalogo de oligonucleétidos del ARNr 16S ha demostrado
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claramente que las mixobacterias son un grupo coherente y asignadas a una rama
del grupo Proteobactenia (conocido como bacterias purpureas), la rama delta, con las
bacterias reductoras de azutre y sulfatos y Bdellovibrio como parientes remotos mas
préximos, no existiendo relacion alguna con otras bacterias deslizantes (Shimkets,
1993).

Estructura celular
Son bacilos que presentan una morfologia de aspecto cilindrico, con extremos

redondeados o mas frecuentemente afilados que se multiplican por fision binaria
transversal. Las células se encuentran embebidas en un mucilago mas o menos tenaz

constituyendo una colonia plana caracteristica que recibe el nombre de “enjambre".

En Myxococcus virescens el mucilago esta compuesto mayoritariamente por un
complejo de proteina-polisacarido-lipido en proporcion 14:8:16 (Gnospelius, 1978a).
En Myxococcus xanthus el material extracelular esta compuesto por un polisacarido
neutro, carente de 4cidos urdnicos que aparecen normaimente en los
exopolisacéridos de otras bacterias, que representa del 5 al 10% del peso seco total
de la colonia (Sutherland y Thomson, 1975). El hidrolizado del polisacarido
extracelular esta formado mayoritariamente a base de glucosa, galactosa, manosay
ramnosa (Sutherland, 1979). A este mucilago se le han atribuido varias funciones,
ninguna de las cuales ha sido demostrada claramente: facilitar la adhesion de unas
células a otras: facilitar la adhesién a sustratos sélidos asi como su digestion;
suministrar proteccion frente a toxinas y bacteriofagos e intervenir en el movimiento
por deslizamiento. El mucilago constituye la matriz en la que se encuentran inmersas
las mixésporas en el cuerpo fructificante (Dworkin, 1972).

La estructura de las células vegetativas de las mixobacterias es similar a las
de otras bacterias Gram-negativas, asi presentan: membranaexterna, peptidoglucano

y membrana plasmatica, que envuelven al protoplasto.

Por lo que respecta al protoplasto, este presenta inclusiones de polifosfatos y
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polisacaridos (Voelz et al., 1966). La evolucién en el contenido de polifosfatos durante
el ciclo de vida de Myxococcus coralloides D ha sido estudiada en nuestro laboratorio
(Gonzélez et al., 1989). Los polifosfatos son sintetizados durante la fase de
crecimiento vegetativo y fructificacion de esta mixobacteria.

Las mixobacterias presentan uno de los genomios cromosémicos mas grandes
de los existentes en bacterias (Shimkets, 1990). En M. xanthus se ha demostrado que
el genomio posee un tamafio de 9.554 Kpb (Chen et al., 1990); en Stigmatella
aurantiaca oscila entre 9.200 y 9.870, dependiendo de la raza, y en Stigmatella erecta
esta comprendido entre 9.710 y 10.100 Kpb (Neuman et al., 1992). Por el contrario,
el genomio de otros miembros del subgrupo delta es considerabiemente mas
pequeno. Asi, en especies de Bdellovibrio el tamafio del genomio oscila entre 1.950
Yy 2.550 Kpb (Seidler et al., 1972; Torella ef al., 1978), siendo ligeramente superiores
a los encontrados en algunas bacterias sulfato reductoras, tales como Desulfovibrio
gigas con 1.630 y Desulfovibrio vulgaris con 1.720 Kpb (Postgate et al., 1984). De
acuerdo con ello, la evolucidn de las mixobacterias a partir de un ancestral comun en
el subgrupo delta, parece haber ido acompafnada de una cuatriplicacion en el tamario
del cromosoma (Shimkets, 1993).

Aunque los factores fisiologicos y ambientales que controlan el tamafio del
genomio son desconocidos, existen dos correlaciones ilamativas. Los genomios de
mayor tamaiio se encuentran en organismos con eficiencia respiratoria muy altay que
son capaces de esporular. Las mixobacterias, como se indicd, presentan un tamano
de genomio grande, mientras que Anabaena sp. presenta un tamaiio de 6.400 Kpb
(Bancroft et al., 1989), Bacillus subtilis tiene un tamafio de 5.700 Kpb (Kolsto ef al.,
1990) y Streptomyces coelicolor, Streptomyces lividans ( Kieser et al., 1992) y
Streptomyces ambofaciens (Leblond et al., 1990) tienen un tamario de 8.000 Kpb.
Estos datos sugieren laimportancia de un sistema respiratorio para generar suficiente
energia para poder replicar ui gran cromosoma.

Aunque la evolucién debid ir acompariada de una expansién del genomio, en
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ninglin caso se ha demostrado que el ADN adicional tenga un papel esencial, 0
incluso accesorio, en el desarrollo. Por el contrario, en M. xanthus se ha encontrado
que sblo una pequefia parcion del genomio esta destinado al proceso de desarrollo;
aproximadamente un 8% del mismo incrementa su transcripcién durante el desarrolio
y un 0.3-0.6% resulta ser esenciai para estos eventos (Kroos et al., 1988). Una
situacién similar acurre durants la esporulacion en B. subtilis (Piggot, 1973).

Ademds, no parece que este tamaiio esté relacionado con la formacion de
esporas, ya que B. subtilis presenta un tamafo similar al de Escherichia coli.
Asimismo, 4nabaena, bacteria formadora de células especializadas en la fijacion de
nitrégeno (heteroquistes) y de resistencia (acinetos), presenta un genomio muy por
debajo del de las mixobacterias.

Se ha especulado que este exceso de ADN podria permitir a estos organismos
la flexibilidad para poder desarroliar unas funciones geénicas que les permita
incrementar la complejidad morfoldgica y de desarrollo. Ademas, gran parte de la

informacién contenida en su cromosoma podria ser usada para otras funciones
(Shimkets, 1993).

En procariotas, ia metilacién del ADN tiene implicaciones importantes en la
regulacion de diversas funciones (Razin y Riggs, 1980). Ei ADN de M. xanthus se
metila en sitios especificos durante los procesos de desarrollo y en fases tardias del
crecimiento vegetativo. Sin embargo, sélo una fraccion de la poblacién de moléculas
de ADN aparece metilada (Yee e Inouye, 1982). Las principales funciones de la
metilacién en mixobacterias estan relacionadas con la movilidad y el comportamiento
tactico er: M. xanthus (McBride et al., 1993).

Otra caracteristica peculiar del genomio de las mixobacterias es su alto
contenido en G+C, entre 67 a 71 mol % (Johnson y Ordal, 1986; Mandsl y
Leadbetter, 1965; McCurdy y Wolf, 1967) situndose proximo a un extremo del amp'io
rango (24-74 mol %) comprobado en bacterias (Normore, 1976). Hay pruebas de que
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contenidos tan elevados en G+C correlacionan la cantidad de luz a la que se
encuentran expuestas las bacterias que los poseen (Singer y Ames, 1970). Esta
elevada proporcién de G+C en las mixobacterias, que viven normaimente sobre las
capas superficiales del suelo, podria suponer una adaptacion para resistir
exposiciones periddicas a dosis altas de luz ultravioleta.

Por Ultimo, se ha comprobado en diversas especies de mixobacterias la
existencia de ADNs accesorios lineales y de cadena simple, referidos como “msDNA",
que estan presentes en mas de 500 copias por cromosoma (Yee et al., 1984). El
"msDNA-1" contiene ribonucleétidos en su extremo 5', existiendo de 500 a 700 copias
por cromosoma (Dhundale et al., 1985). Estas moléculas son sintetizadas a partir de
genes cromosoémicos, utilizando un mecanismo de sintesis mediante unatranscriptasa
inversa, de similar estructura a la polimerasa encontrada en retrovirus (Lampson,
1993).

Los genes que codifican la transcriptasa inversa aparecen en una nueva clase
de retroelementos encontrados en procariotas, llamados retrones. Estos fueron
descubiertos iniciaimente en M. xanthus (Inouye et al., 1989) y S. aurantiaca (Furuichi
et al., 1987ay b), aunque posteriormente también se ha descrito en E. coli (Lampson
et al., 1989; Lim y Maas, 1989). Estos retrones tambien codifican para la produccién
de los "msDNA".

Estos "msDNA" se encuentran en la mayoria de las razas de mixobacterias
ensayadas (Dhundale et al., 1985) y puesto que los genes de la transcriptasa inversa

emplean un uso de codones tipico de mixobacterias (Inouye et al., 1989, 1990),

parece que la transcriptasa inversa estaba presente en una mixobacteria ancestral.

De otra parte, los "msDNA" se han encontrado tnicamente en algunas razas
de E. coli. Sin embargo, estas razas carecen del uso de codones tipicamente utilizado
por las mixobacterias. Es por ello que se sugiere que E. coli ha adquirido esta
propiedad por transferencia a partir de aiguna otra fuente (Lampson ef al., 1989). Asl,
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estos elementos debieron haberse originado dentrc del subgrupo deita. No obstante,
en otras bacterias del subgrupo delta (Bdellovibrio y diferentes especies de sulfato
reductoras) no ce ha evaluado la presencia de estos inusuales ADNs satélites. De
momento, no se atribuye funcidn alguna a estos “msDNA" (inouye et al., 1990).

La membrana externa, a diferencia de otras bacterias, se encuentra constituida
por un lipopolisacarido que no presenta heptosa, presentando, en algunos casos, 3-
O-metil-D-xilulosa (Sutherland y Smith, 1973; Rosenfelder et al., 1974). Presenta
acidos grasos ramificados de niimerc impar de atomos de carbono. Esta membrana
es menos densa que la membrana plasmatica lo que se debe a su alto contenido en
fosfolipidos, fundamentaimente fosfatidiletanolamina que liega a alcanzar un
porcentaje del 64% del total (Orndorff y Dworkin, 1980). La membrana externa de las
mixobacterias presenta una estructura mas permeable a las sustancias de tipo
hidréfobo que la de las bacterias entéricas (Kaiser ef al., 1979).

Con respecto al peptidoglucano este se caracteriza porque no se presenta
como una capa continua, como ocurre en otras bacterias Gram--negativas, sino que,
en mixobacterias, esta representado por una serie de estructuras discontinuas a
manera de paquetes conectados entre si por un material sensible a la tripsina
formado por polimeros de glicocola y serina (White ef al., 1968). Esto puede explicar
la flexibilidad que presentan este tipo de células y su capacidad para convertirse en
mixosporas (Kaiser et al., 1979). En el caso de M. xanthus el peptidoglucano esta

constituido por acido glutamico, acido mesodiaminopimélico, alanina, clucosamina y

acido muramico fundamentalmente; a estos componentes hay que afac'ir cantidades
significativas de glicocola, serina y glucosa (White et al., 1968).

Por lo que respecta a la memurana plasmatica, esta se ajusta al modelo
general, si bien hay que hacer notar que los acidos grasos de sLs fosfolipidos,
frecuentemente insaturados, presentan ramificaciones e hidroxilacicnes en a o B
(Schroder y Reichenbach, 1970; Ware y Dworkin, 1973; Fautz ef al., 1979 y 1981).
El perfil de proteinas es muy diferente al de la membrana externa (Orn jorff y Dworkin,




1980).

Se ha detectado la presencia de pigmentcs de tipo carotenoide en ia
membrana citoplasmatica de muchas mixobacterias. Estos compuestos son
responsables, en parte, de la coloracion de las colonias y de los cuerpos
fructificantes, y parecen tener una funcién fotoprotectora (Kleining et al., 1970;
Reichenbach y Kieining, 1971; Kleining, 1972).

Finalmente, las mixobacterias presentan apéndices extracelulares de tipo
fimbrias —pili- de localizacion polar, a las que se atribuye un papel importante en la
adhesion de las células en la comunidad, asi como en el movimiento coordinado de
estas bacterias (MacRae y McCurdy, 1975; Dobson et al., 1979; Kaiser, 1979).
Recientemente se han ubtenido evidencias claras del papel de las fimbrias en el
comportamiento sccial, ya que una desfimbriacién mecanica no afecta el movimiento
individual de las células (Rosenbluh y Eisenbach, 1992).

A pesar de ello, su papel no esta del todo claro. Estos autores sugieren que
las fimbrias actdan como sensores tactiles que indican la proximidad de otras células
Yy que seria la sefial para que las células sinteticen o exporten unos filamentos
extracelulares (Arnoid y Shimkets, 1988a, 1988b), referidos como fibrillas, que hacen
que las células permanezcan unidas durante su movimiento social (Behlamder y
Dworkin, 1991).

Estas fibrillas de naturaleza glucoproteica estan distribuidas alrededor de la
célula. Su tamafio, de mas de 50 nm de longitud por 15 a 30 nm de didmetro, indica

que son mucho mas largas y gruesas que las fimbrias. Estas fibrillas conectan unas

células con otras y representan las fuerzas cohesivas que mantienen a las células
unidas en el enjambre. Su formacién es dependiente de la densidad celular (Arnold
y Shimkets, 1988b).

Movilidad
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Las mixobacterias muestran un movimiento por deslizamiento sobre superficies
sdlidas o en la interfase aire agua. Este se realiza paralelamente a su eje longitudinal,
siendo su tasa de movilidad baja, de 2umymin (Shimkets, 1987). Hasta el momento,
el mecanismo de este movimiento permanece totalmente oscuro, habiéndose atribuido
alternativamente a la secrecion del mucilago extracelular (Fluegel, 1963), 2 la
formacion activa de gradientes de tensién superficial (Keller et al., 1983) y, como
parece mas probable, a la contraccion de filamentos intracelulares asociados a la
membrana plasmatica y que estan ausentes en mutantes que han perdido la
capacidad de moverse (Schmidt-Lorenz y Kilhiwein, 1968; MacRae y McCurdy, 1976;
Buchard et al., 1977; Inouye et al., 1985). Carecen de 6rganos locomotores
detectables y quizés sea esta la causa de que 'as direcciones de sus movimientos
estén restringidas en relacioén a las de las bacterias flageladas.

Curiosamente las mixobacterias, ademéas del movimiento individual de cada
célula, son capaces de moverse como conjuntos coordinados, como puede
observarse en la expansion de los enjambres, en que tiene lugar un fendmerio ritmico
muy peculiar en el que ondas oscilantes de células discurren sobre la superficie del
enjambre (Reichenbach y Dworkin, 1981; Reichenbach, 1965b, 1966). El fenémenc
se conoce como “oleaje", dado que el aspecto de las ondas recuerda el de las olas
sobre la superficie del mar. Las ondas, alineadas paralelamente y perpendiculares al
radio del enjambre, consisten en crestas formadas por varias capas de células y estan
separadas entre si por una monocapa con pocas células (Shimkets y Kaiser, 1982b).
Las ondas cambian continuamente su posicién, viajando con una notable velocidad

(2,2 pym/min), hasta el punto de que su migracién puede observarse con el

microscopio de diseccion. El oleaje puede ser inducido por preparaciones de
peptidogiucano o ciertos componentes del mismo (Shimkets y Kaiser, 1982b). Este
movimiento, como conjuntos coordinados, parece estar relacionado con los procesos
de tipo social que dichas bacterias protagonizan, de los cuales, el mas imnortante es
la formacion de cuerpos fructificantes. En el movimiento de expansién de los
enjambres parecen jugar un papel fundamental las firrbrias polares de estas bacterias
(Kaiser, 1979).




Introduccién 11

El deslizamiento puede, por tanto, ser realizado individuaimente o en grupos,
existiendo células que lo hacen de las dos formas o bien de sdlo una de ellas. En
M.xanthus el movimiento deslizante esta controlado por dos sistemas multigénicos:

un sistema A ( de "Aventurero") con al menos 22 loci, que controla el movimiento de

las células individuales, y un sistema S (de "Social') con al menos 10 loci, que
controla el movimiento de grupos de células (Hodgkin y Kaiser, 1977, 1979a, 1979b).

Las células A*S* se mueven individuaimente o en grupos compuestos desde
unas pocas a miles de células, estando controladas las diferentes pautas de
movimiento por la expresion relativa del sistema A o S. Células con una mutacién en
el sistema A (A"S*) exhiben un comportamiento social puro y se deslizan en
enjambres densos, pero nunca como individuos. Por el contrario las celulas capaces
de un comportamiento exclusivamente aventurero (A'S’) se deslizan
fundamentalmente como individuos. Finalmente células con mutaciones en los dos

sistemas (A"S") son inmaviles.

Existe una relacion entre el tipo de movilidad que presentan las células y su
capacidad para formar cuerpos fructificantes; asi, las células inméviles son incapaces
tanto de formar cuerpos fructificantes como de dar el fendmeno del oleaje. La
movilidad aventurera parece ser requerida para el oleaje, ya que los mutantes A"S*
no lo producen, sin embargo la mayoria de estos mutantes son capaces de dar
cuerpos fructificantes. Por Gltimo, las estirpes A*S™ son incapaces de formar cuerpos
fructificantes o dar oleaje, lo que lieva a la conclusion de que la movilidad social es
fundamental para estos tipos de comportamiento de ias mixobacterias.

Parece ser que el contacto celular es requerido para la movilidad de tipo social,
ya que las céiulas A"S' permanecen inmoviles cuando estan separadas por una
distancia igual o superior a la longitud de una célula (Kaiser y Crosby, 1983).

Este contacto celular esta facilitado por dos caracteres que parecen estar
regulados por el sistema S: la formacion de fimbrias y la cohesion celular. En
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M.xanthus la formacion de las fimbrias polares esta correlacionada con la movilidad
social, dado que las céiulas A'S* y A"S* presentan fimbrias, mientras que la mayoria
de las A'S™ no las presentan (Kaiser, 1979). De otra parte las estirpes A'S* y A"S* de
M. xanthus tienden a adherirse y aglutinar en poco tiempo cuando se suspenden en

tampén conteniendo Ca® y Mg®, mientras que las estirpes A'S™ no aglutinan o lo

hacen muy pobremente (Shimkets, 1986a y b, 1987). Resultados parecidos han sido
obtenidos con estirpes de S. aurantiaca (Quall y White, 1982; Gilmore y White, 1985).
Asi pues la cohesién celular, uno de cuyos factores condicionantes es probablemente
la presencia de fimbrias y cuyo establecimiento es energia dependiente en M.
xanthus, ccnstituye uno de los factores que condicionan la movilidad social al
promover y mantener la existencia de grupos de céluias.

Nutricién y metabolismo

Los estudios de nutricion y metabolismo intermediario de las mixobacterias han
venido siendo dificultados por la tendencia de estas bacterias a crecer en medios
liquidos de forma no dispersay por el hecho de que, salvo excepciones, crecen mejor
y més réapidamente en medios muy complejos con macromoléculas insolubles de muy
diversa naturaleza o células vivas o muertas de otros microorganismos. Esta
capacidad es consecuencia de la producciéon de una gran variedad de enzimas
extracelulares o epicelulares, tales como enzimas bacterioliticas, proteasas, lipasas,
celulasas, amilasas etc. En la lisis de otras células, a mas de las citadas enzimas, es
probable que intervengan también antibiéticos y bacteriocinas (Rosenberg y Varon,
1984).

Al ser organismos de habitos sociales, las sustancias segregadas por elios
benefician, obviamente, a la comunidad, habiéndose observado que la secrecion de
sustancias se ve estimulada por lo que se conoce como crecimiento cooperativo
(Rosenberg et al., 1977).

Entre las enzimas liticas de la pared celular se han descrito las siguientes:
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muramidasas (Harcke et al., 1971, 1972), glucosaminidasas (Sudo y Dworkin, 1972;
Haska, 1974), amidasas (Katz y Stominger, 1967) y peptidasas (Tsai et al., 1965;
Tipper et al., 1967). Los tres primeros tipos rompen enlaces altamente especificos de
la pared celutar, mientras que las del cuarto tipo pueden actuar también sobre otros
polipéptidos distintos del peptidoglucano. Excepto las especies celuloliticas, la
mayoria de estas bacterias producen enzimas proteoliticas que son responsables del
crecimiento de las mixobacterias a expensas de muy diversos tipos de proteinas y
juegan un papel importante en la bacteriolisis. Se han detectado enzimas proteoliticas
en diversas especies de mixobacterias como son M. virescens (Gnospelius, 1978b),
Chondrococcus coralloides (Harcke et al., 1971) y M. xanthus (Rodriguez y Montoya,
1980). Como ocurre también con la actividad bacteriolitica, la actividad proteolitica de
las mixobacterias es afectada por la composicidn del medio de cuitivo (Haskay Stahl,
1971; Pérez-Lopez et al., 1978).

También ha sido detectada la presencia de fosfatasas acidas y alcalinas,

extraceluiares y periplasmicas, en M. xanthus (Nicaud et al., 1984) y en M.coralloides
D ( Gonzélez et al., 1987), asi como en otras mixobacterias (Mufioz et al., 1989). En
M.coralioides D la produccién de fosfatasa é&cida y alcalina es constitutiva,
independientemente de la presencia de fosfato en el medio (Gonzalez et al., 1989).

Los ensayos in situ de estas actividades revelaron que estaban ligadas a células
(Gonzalez et al., 1990). Ambas actividades fueron lozalizadas citoquimicamente a
nivel de la membrana externa y peripiasma (Gonzalez et al., 1994), liberandose al
medio de cultivo (aproximadamente un 10%) durante la fase de crecimiento
exponencial. Las actividades fosfatasa celulares durante los cicios de vida de
M.coralloides D exhiben diferentes perfiles de actividad durante el crecimiento
vegetativo y en el proceso de fructificacién. También se aprecian diferencias en los
niveles de actividad de los dos tipos de mixdsporas (Gonzélez ef al., 1987).
Resultados similares fueron encontrados en diversas razas de M. xanthus, aunque
con ligeras variaciones en cuanto a los maximos de actividad (Gonzalez et al., 1990).

La utilizacién del ADN por mixobacterias fue ya descrita por Finck en 1950.
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Posteriormente Noren (1955) datecté actividad desoxirribo y ribonucleasica en varias
mixobacterias, e incluso observd crecimiento de las mismas en medios
suplementados con ADN y ARN como Unicas fuentes de carbono y nitrogeno; esto
ultimo, sin embargo, fue negado por Loebeck y Kiein (1956). Estudios mas recientes
(Mayer y Reichenbach, 1978) indican que si bien una gran variedad de mixobacterias
(Myxococcus fulvus, M. virescens, M. xanthus, Myxococcus stipitatus, Archangium
serpens y Podangium erectum) sintetizan abundantes nucleasas de restriccion, la
localizacion de las mismas es en el espacio periplasmico y por tanto no se segregan.
En este mismo sentido apuntan los trabajos de Morris y Parish (1976) sobre
nucleasas de restriccion en M. virescens y de Martinez-Cafiamero (1986) sobre
desoxirribonucleasas de M. coralloides D. Esta Ulitima mixobacteria muestra u:- = alta
actividad DNasa que le confiere resistancia a la infeccion por bacteriéfagos (Mufioz
et al., 1988). En este sentido, todos los intentos para aisiar bacteriéfagos especificos
de M. coralloides D resultaron infructuosos. Mufioz y colaboradores encontraron
numerosos bacteridfagos capaces de adsorberse, pero incapaces de multiplicarse en
esta bacteria (Mufioz et al., 1987). La actividad DNasa fue purificada obteniendose
tres enzimas diferentes, dos con localizacién periplasmica y una ligada a la membrana
citoplasmética (Martinez-Cafiamero et al., 1991). La actividad DNasa total de
M.coralloides D se mantiene alta tanto a lo largo del crecimiento vegetativo como de
ia formacién de mixésporas (Martinez-Caiamero et al., 1993).

La presencia de enzimas lipoliticas también se ha descrito (Sorhaug, 1974).
Este autor encontré una hidrolasa de ésteres del glicerol en M.xanthus, aun cuando
no aclard su localizacién. Posteriormente se demostrd la existencia, en esta misma
bacteria de una actividad esterdsica no difusible, sino asociada a la superficie celular
(Rodriguez ef al., 1979). Finalmente, Ruiz-Rodriguez (1980) encontrd dos sistemas
enzimaticos con actividad lipasica en M.xanthu:s, uno de ellos extracelular y otro unido
a estructuras celulares.

Ademas, las mixobacterias presentan capacidad hidrolitica frente a muy
diversos tipos de polisacaridos que, aunque muy mal estudiada, es muy amplia, ya
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que abarca desde celulasas a amilasas y enzimas que degradan polisacaridos
complejos presentes i ia pared celular de las bacterias, levaduras y hongos
filamentosos (Solntseva, 1940, 1941; Beebe, 1943; Noren, 1955; McCurdy, 1969a;
Irschik y Reichenbach, 1985a; Reichenbach, 1986). La actividad predadora de las
mixobacterias puede ser atribuida, en algunos casos, exciusivamente a la produccion
de enzimas extracelulares (lisis de bacterias Gram-positivas), pero en los restantes
casos se requiere ademas un contacto directo entre la mixobacteria y su presa, lo que
indica la intervencion de enzimas u ofras sustancias unidas a estructuras celulares.

Aparte de las enzimas citadas, también se ha atribuido un papel ‘en la lisis de

otros microorganismos a los antibidticos y bacteriocinas producidas por las
mixobacterias, en el sentido de que su accidn podria ser un paso previo a la lisis por
las enzimas extracelulares. Son numerosas las mixobacterias productoras de
antibiéticos, en contraste con las productoras de bacteriocinas. Los antibioticos
producidos por mixobacterias son, en general, sustancias de bajo peso molecular,
estructura quimica compleja, mecanismo de accion variado y un amplio espectro
antimicrobiano (Reichenbach, 1986). Las bacteriocinas, sin embargo, sblo se han
descrito en cuatro especies de mixobacterias: M. xanthus (McCurdy y MacRae, 1974),
M. fulvus (Hirsch, 1977), M. virescens (Brown et al., 1976) y M. coralioides D (Munoz
et al., 1984), si bien posiblemente sea un fenémeno general.

Como se ha dicho al comienzo de este apartado, gracias a la produccion de
este conjunte de enzimas las mixobacterias pueden crecer mejor y mas rapidamente
en medios de cultivo a base de macromoléculas, bacterias o levaduras que en los
medios convencionales y por supuesto que en medios definidos. La complejidad de
estos medios ha dificuitado y retrasado los estudios sobre nutricién y metabolismo de
estas bacterias. La obtencion de cultivos dispersos de varias mixobacterias (Dworkin,
1962; Arias y Montoya, 1978) y la definicién de medios minimos para M. xanthus
(Bretscher y Kaiser, 1978) han permitido conocer algunos de sus requerimientos
nutritivos y su metabolismo intermediario, en especial para la mixobacteria citada.
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La mayoria de las mixobacterias, con excepcion de las celuloliticas, usan

aminoacidos como fuente de carbono, nitrégeno y energia y poseen vias metabdlicas

para oxidar dichos compuestos.

Al parecer los azlicares no son utilizados por las especies bacterioliticas,
aunque sorprendentemente utilizan polisacaridos, incluido el aimidén. En M.coralloides
D se ha encontrado la produccion de una a-amilasa extracelular inducible por almidén
(Férez-Vidal et al., 1992). La méxima actividad se produce durante el crecimiento
vegetativo, reduciéndose progresivamente durante el ciclo de desarrolio hasta
desaparecer, coincidiendo con la formacién de las mixésporas; en la germinaciin de
las mixdsporas se observa un incremento progresivo de dicha actividad (Farez-Vidal
et al., 1990)

La incapacidad de M. xanthus para metabolizar la glucosa era explicable por
la faita del enzima hexoquinasa (Watson y Dworkin, 1968). Sin embargo, en otras
mixobacterias se ha detectado actividad hexoquinasa: Stigmatella brunnea (McCurdy
y Khouw, 1969), Polyangium cellulosum (Saiao et al., 1985) y en la raza Cc ¢127 de
Corallococcus corallioides (Irschik y Reinchenbach, 1985a).

En relacion con las enzimas de la via glucolitica, que en estas bacterias parece
funcionar en sentido inverso, se ha detectado en M. xanthus la presencia de una
hexoquinasa dependiente de pirofosfato y no de ATP (Shimkets 1984). En nuestro
laboratorio se han encontrado dos actividades hexoquinasa en M.corzlloides D, una
ATP dependiente y otra polifosfatc dependiente (Gonzalez et al., 1990). Dado que
M.coralloides D acumula polifosfatos durante su crecimiento vegetatitvo y desarrolic
(Gonzélez et al., 1989), estos podrian ser usados como una fuente de energia para
la fosforilacion de la glucosa mediante la actividad glucoquinasa. En general M.
xanthus posee todas las enzimas necesarias para la sintesis de aztcares a partir de
aminoécidos (Filer et al., 1977).

Se han detectado en M. xanthus todas las enzimas necesarias para el ciclo de
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los acidos tricarboxilicos asi como las del ciclo del glioxalato, observandose que este
Uitimo incrementa su actividad durante la esporulacién (Shimkets, 1984).

Finalmente,y a pesar de que en M. xanthus los aminoacidos sirven como
fuente de carbono, nitrégeno y energia, se conoce muy poco sobre el metabolismo
intermediario de estos compuestos. La familia del aspartico y la aspartato-quinasa
parecen jugar un papel en el control del desarrollo. La metionina requiere para su
sintesis una fuente exdgena de vitamina B,, (Bretscher y Kaiser, 1978). Los
aminoéacidos ramificados (leucina, isoleucina y valina) deben ser aportados como
nutrientes (Umbager, 1978); mientras que los aminoacidos aromaticos (fenilalanina,
tirosina y triptéfano) pueden ser sintetizados por la propia bacteria (Bretscher y Kaiser,
1978). El estudio de las numerosas actividades transaminasas y deshidrogenasas
ligadas al metabolismo de los amino&cidos no ha pasado, en la mayoria de los casos,
de su deteccion en extractos celulares (Shimkets, 1984).

Ciclos de vida
La caracteristica mas llamativa de las mixobacterias es que exhiben ciclos de

vida y modelos de comportamiento (inicos entre los procariotas, lo que sin duda esta
relacionado con su alto potencial morfogenético. Asi, dependiendo de las condiciones

fisicas y nutricionales en que se encuentren, presentan dos opciones de desarrolio:
una es crecer vegetativamente, dividiéndose por fisién binaria transversal, se habla
de ciclo vegetativo; la otra es formar los lamzdos cuerpos fructificantes, en este
ultimo caso se hat'a del ciclo de desarrollo (Dworkin, 1972).

El ciclo vegetativo es muy simple; tras sucesivas divisiones binarias, en medios
sélidos, se produce una expansién del enjambre, mientras que en medios liquidos y
supuesto un crecimiento disperso, conduce a un aumento de la densidad celular del
cultivo. Este crecimiento vegetativo se mantiene siempre que el medio contenga
abundancia de nutrientes.
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El ciclo de desarrollio presenta un alto potencial morfogenético que tiene lugar
a dos niveles: una morfogénesis cooperativa, que conduce a la formacior: de los
cuerpos fructificantes (fructificzicion) por accion conjunta de cientos de miles de
células, y una morfogénesis celular, mediante la cual las células vegetativas sufren
una serie de cambios que conducen a la aparicion de células de reposo,

denominadas mixdsporas, que se localizan en el interior de los cuerpos fructificantes

(esporulacion).

Este complejo ciclo de vida de las mixobacterias es analogo al de los hongos
mucosos celulares donde la célula vegetativa es una pequeia célula eucariota. Las
diferencias entre los dos grupos en cuar.to a organizacion celular indican que no
existe ninguna relacion evolutiva entre ellos, por lo tanto se puede considerar este
paralelismo como un ejemplo de convergencia evolutiva.

Han sido aislados un gran nimero de mutantes relacionados con el desarrolio
y comprobado que pueden agruparse en tres amplias clases: mutantes que no
agregan ni esporulan, es decir, qae se comportan como defeciivos en la iniciacion del
desarrollo (Hagen et al., 1978; Morrison y Zusman, 1979; McVittie et al., 1962; Rudd
y Zusman, 1979), mutantes que esporulan pero que no agregan adecuadamente
(Hagen et al., 1978; Morrison y Zusman, 1979) y, finalmente mutantes que agregan
normaimente pero que no forman esporas. Estos resultados sugieren que el desarrollo
puede ser dividido en tres etapas: iniciacion, agregacion con formacion de cuerpos
fructificantes y esporulacion.

El ciclo de vida parece relacionado con una tendencia inanifiesta a preservar
la comunidad. Esto esta basado en que dicho ciclo viene condicionado por la
necesidad de captacion de nutrientes. Al utilizar como fuente alimenticia
macromoléculas sdlidas mas o menos complejas han desarrollado, evolutivamente,
de una parte su inovimiento deslizante, y, de otra, sus habitos sociales pues se
requiere un minir~ de densidad en la
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poblacién para asegurar la degradacion répida de las particizas sélidas (Wireman y
Dworkin, 1977). La aparicién de cuerpos fructificantes esté en relacion directa con el
déficit nutricional (Manoil y Kaiser, 1980a). Los acontecimientos que tienen lugar
durante la fructificacién obedecen a una secuencia temporal estricta; pocas horas
después de la iniciacién se observa una fase de agregacion que, en condiciones
normales, va sucedida de la etapa de esporulacién. Esta sucesion de manifestaciones
morfoiégicas va acompafiada de un programa reproducible de expresion génica
(Inouye et al., 1979a; Komano et al., 1980)

Iniciaciéon

El ciclo de desarrolio viene condicionado por la existencia de una/s sefial/es

intracelular/es que detectarian el déficit nutricional y causarian la secrecion de una/s
sefal/es intercelular/es que sincronizarian la respuesta de la poblacién como un todo.

La privacién parcial de los aminoécidos necesarios para el crecimiento
vegetativo (alanina, valina, leucina e isoleucina) induce rapidamente el ciclo de
desarrollo (Manoil y Kaiser, 1980b; Bretscher y Kaiser, 1978). De igual forma la
carencia de otros aminoacidos no esenciales, de una fuente de carbono y energia
(piruvato) y de fosfatos inorgénicos también dispara dicho proceso (Manoil y Kaiser,
1980b).

Muchos aminoécidos de la familia del aspartico ejercen un fuerte control sobre
la iniciacién del ciclo de desarrollo, asi, los aminoéacidos que modifican la actividad de
la aspartatoquinasa, in vitro, afectan a la formacién de los cuerpos fructificantes. De
este modo, los aminoacidos que producen una estimulacion de la aspartatoquinasa
inhiben el desarrollo de células con carencia nutricional, entre ellos podemos citar la
metionina y la isoleucina (Filer et ai., 1973; Shabtai et al., 1975; Rosenberg et al.,
1973; Campos y Zusman, 1975). Por otro lado los inhibidores de la actividad
aspartatoquinass, tales como treonin?. y mesodiaminopimélico, inducen el desarrolio
de células sin carencia nutricional (. habtai et al., 1975; Rosenberg et al., 1973,




Campos y Zusman, 1975).

La iaturaleza de las sefales impiicadas en la deteccién de los niveles de
aminoéacidos e iniciacion del desarrolio permanece sin ser aclarada, habiéndose
relacionado con la respuesta estricta y sus mediadores (Manoil y Kaiser, 1980a,
1980b), con la familia de aminoacidos del aspértico y la aspartatoquinasa, (Rosenberg
et al., 1973 ) y con compuestos derivados de la adenina y de nucledtides ciclicos
(Campos v Zusman, 1975; Manoil y Kaiser, 1980c; Passador y McCurdy, 1985).

Agregacion

El primer indicativo morfolégico de que el programa de desarrolio se ha

disparado en M. xanthus es la agregacion celular. Esta consiste en un movimiento '

deslizante de las células hacia los centros de agregacién frecuentemente mediante
una serie de ondas (Shimkets y Kaiser, 1982a). Los agregados crecen posteriormente
hasta formar unos monticulos y las céluias de estos se convertiran en mixdsporas
(Zusman, 1980).

Para que la agregacion se realice con éxito, es necesario, ademéas de una
carencia nutricional, la necesidad de una superficie sélida, una alta densidad celular
Yy, en algunas especies, la luz. La necesidad de una superficie sélida se entiende
faciimente teniendo er cuenta que la fructificacién resulta del movimiento dirigido de
un elevado numero de células y que las mixobacterias requieren un soporte sélido
para despiazarse.

La alta densidad celular es imprescindible ya que una distancia critica entre
célula y célula puede ser necesaria para promover la sefial de agregacion. La
fructificacién requiere normalmente la participacion de decenas de miles de células,
de manera que si no esta presente un nimero suficiente de éstas, ia agregacion no
se da o es muy pobre (Wireman y Dworkin, 1975). Las moléculas implicadas en la
atraccion de las células hacia los centros de agregacién aGn no estdn bien
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determinadas. Shimkets y Dworkin proponen que el parametro que utiliza M. xanthus
para medir ia densidad ceiular es la concentracion extracelular de adenosina. Cuando
los otros dos requerimientos se cumplen (superficie sélida y limitacién de nutrientes),
la adenosina es capaz de inducir la fructificacién a baja densidad celular. Ademas la
células excretan adenosina antes de que sea evidente cualquier signo de agregacion
y Su concentracion es proporcionai a la densidad celular (Shimkets y Dworkin, 1981).
Asi, la adenosina parece ser la sefial principal para la agregacion y su secrecion no
es constitutiva, sino que esta regulada por el propio desarrolio; no obstante, al parecer
se segregan otras sefiales quimicas no conocidas. Por otro lade, en M. xanthus la
agregacién no es estimulada por la luz.

Las células de S. aurantiaca, a densidades menores de la permisiva, son
estimuladas para formar cuerpos fructificantes por la luz, una feromona y compuestos
derivados de la guanina (Stephens y White, 1980, 1982, Qualls et al., 1978). Una
combinacion de luz mas feromona, o de feromona y guanosina monofosfato, aceleran
draméaticamente la agregacioén.

La interpretacién més racional de estos experimentos consiste en suponer que
la agregacion es nula o defectuosa a concentraciones bajas de células porque estas
no pueden generar cantidades suficientes de las sefiales de agregacion.

Se har realizado varios trabajos destinados a identificar proteinas especificas
en la cooperacién intercelular que se requiere para la agregacion. En todos los casos
se observa una alteracion notable de la superficie celular durante la agregacién
(Orndorff y Dworkin, 1982; Komano et al., 1982; Maeba, 1983).

M. xanthus, durante la agregacion, produce una lectina conocida como MBHA
(MixoBacterialHemoAglutinin) que llega a representar ei 1-2% de las proteinas del
cultivo (Cumsky y Zusman, 1979). La MBHA se encuentra en la superficie de las

células y se locaiiza especificamente en los polos de las mismas. Sus propiedades
aglutinantes y su localizacién sugieren que podria facilitar el contacto y el
reconocimiento celular durante la agregacion. Sin embargo, mutantes incapaces de
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sintetizar esta proteina se agregan y esporulan normalmente, aunque presentan un
ligero retraso en el desarrollo (Romeo y Zusman, 1987). Por tanto, el papel de la
MBHA en el desarrolio, hoy por hoy, es desconocido, si bien se sabe que esta de
algin modo relacionado con la movilidad social (Cumsky y Zusman, 1979 y 1981).

De otra parte, se ha intentado conocer las proteinas de superficie de las

células en desarrollo mediante el empleo de anticuerpos monoclonales (Gill y

Dwaorkin, 1986), pero los resuitados no son concluyentes.

Durante el proceso de agregacion celular descrito, tiene lugar el evento mas
destacado del ciclo de vida de las mixobacterias: la esporulacién. Estos procesos,
aunque interrelacionados, son independientes y transcurren paralelamente.

Esporulacion

Se trata de la morfogénesis celular en donde una célula vegetativa se convierte
en la correspondiente célula de resistencia: las mixésperas. Estas se localizan en los
cuerpos fructificantes.

El proceso de esporulacion requiere, por un lado, de la sintesis de nuevas
proteinas, y, por otro, de una serie de cambios en la forma celular y en el
metabolismo. Se ha demostrado que los componentes del peptidoglucano son
importantes sefiales para ia esporulacion (Shimkets y Kaiser, 1982b).

Morrison y Zusman (1979} aislaron mutantes termosensibles afectados en !a
fructificacion, que parecen estar bloqueados en etapas intermedias del desarrollo.
Mientras que aigunos de estos mutantes se agregan pero no esporulan (Agr* Spo-),
otros presentan el fenotipo contrario (Agr- Spo*). Esta observacién, juntc a los datos
de sus periodos termocriticos, indican que la agregacién y la esporulacién son rutas
separadas en el desarrolio. Es decir, estos dos procesos, aunque interrelacionados,
son independientes pero transcurren paralelamente. De esta forma se explicaria el
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fenotipo de los mutantes que estan afectados tanto en la agregacién como en la
esporulacion (Agr- Spo’).

Hay pruebas genéticas de que la comunicacion intercelular es importante
durante la esporulacidn. Se han aislado mutantes afectados en la esporulacién que,
sin embargo, cuando se mezclan con células silvestres se vuelven transitoriamente
capaces de esporular (Hagen ef al., 1978). El rescate del fenotipo mutante puede
ocurrir también a través de un filtro que no deja pasar a las células, indicando que 'a
estimulacién resulta de la transmisién de sustancias difusibles y no requiere del
contacto célula-célula (La Rossa et al, 1983). Estos mutantes condicionales
susceptibles de "complementacion extracelular’, se comportan como incapaces de
producir una sefal requerida durante la esporulacion.

La esporulacién es un proceso ireversible a partir de un determinado
momento, asi, en M. xanthus la esporulacion es reversible hasta las 32 horas de
iniclado el desarrollo; las células, a partir de este momento, se encuentran
“comprometidas® a esporular y esporulan aunque se les traslade a un medio rico
(Wireman, 1979).

Durante el ciclo normal de desarrolio de M. xanthus, M. fulvus y M. virescens,
se ha observado un fenémeno curioso de lisis celular que tiene lugar una vez ocurrida
la agregacion y justo antes de la esporulacion (Wireman y Dworkin, 1975). Ei
fenémeno de esporulacién lleva acoplado un proceso de lisis que afecta al 80-90%

de las céiulas, y solo aquelias que sobreviven aparecen como mixdsporas en los
cuerpos fructificantes maduros (Wireman y Dworkin, 1977).

Este proceso litico puede interpretarse como un fallo en el intento de
esporulacion, pero también puede ser una alternativa de desarrolio a la esporulacién
de forma que los productos resultantes de dicha lisis serviran como estimulantes para
la formacién o maduracién de las esporas.
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Los resultados experimentales apoyan la idea de que el nimero de esporas
estad determinado por la concentracién de los productos de la lisis (Wireman y
Dworkin, 1977). La lisis celular libera al medio una serie de sustancias que vienen a
paliar el déficit de nutrientes para las células esporulantes.

Sa puede aproximar que la lisis celular libera al medio una concentracion de
aminoécidos entre 2 y 5 mM, y, dado que concentraciones similares de aminoéacidos
ejercen infiuencia sobre la iniciacién del desarrolio, no es ilégico sugerir que estos
productos de lisis influyan en la esporulacion (Shimkets, 1987).

Las células asporulantes que estan sufriendo morfoganesis son bastante
sensibles al choque osmético y, por tanto, estan expuestas a la lisis (Zusman, 1984,
O'Connor y Zusman, 1987). Esta fragilidad puede llevar a una sobreestimacion en la
tasa de lisis durante el desarroiio.

La implicacién de sefiales y la importancia de la lisis en el desarrolio se hace
patente en el comportamiento de ciertos mutantes. En ellos, tanto la lisis como el
desarrolio estan bloqueados y ambos defectos pueden ser rescatados a la vez por
adicién de componentes del peptidoglucano (Shimkets y Kaiser, 1982b; Jannsen y
Dworkin, 1985). Se ha propuesto que una de las autocidas mayoritarias que act:an
especificamente sobre M. xanthus, AMI, podria ser uno de los agentes implicados en
el fenémeno de autolisis programada (Varon et al., 1986). Posteriormente, O'Connor
y Zusman (1987) kegaron a poner en entredicho la propia existencia del fenémeno de
autolisis en M. xanthus; achacaban las observaciones previas a un artefacto debido

a que las células pasan por un estado de fragilidad fisica y osmética durante la
esporulacion.

La esporulacién requiere la existencia de una superficie sélida (Wireman y
Dworkin, 1977; Shimkets y Kaiser, 1982b). Sin embargo, esta afirmaciéon no es
totaimente general pues presenta dos notables excepciones: en primer lugar, las
mixésporas puaden ser quimicamente inducidas con glicerol en medio liquido
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(Dworkin y Gibson, 1964), y, en segundo lugar, ia deprivacién de metionina en medio
liquido produce la esporulacién de una estirpe de M. xanthus (Witkin y Rosenberg,
1970). En cualquier caso, las esporas formadas por estas vias tienen una diferente
ultraestructura que las procedentes de los cuerpos fructificantes (Witkin y Rosenberg,
1970; Inouye et al., 1979).

Durante la esporulacién las células vegetativas se van recubriendo de una
cubierta gruesa y cambian de forma. La excepcion la constituyen las especies de
Polyangium cuyas mixésporas son idénticas a las células vegetativas. Por el contrario,
en las especies de Myxococcus el cambio de forma es muy acusado dado que las
mixésporas tienen forma esférica. En los restantes casos las mixésporas aparecen
como formas bacilares acortadas. En todos los casos la tasa respiratoria de las
mixésporas es nula. Entre los componentes de las cubierias de las mixdsporas
maduras destacan dos proteinas; una, que es sintetizada tempranamente durante el
proceso de esporulacion, recibe el nombre de proteina S, y, la otra, que se sintetiza
tardiamente, el de proteina U (Inouye ef al., 1979a, 1979b).

La diferenciacion de células véetativas a mixésporas o es dependiente de
la formacién de cuerpos fructificantes, ya que Dworkin y Gibbson (1964) observaron

que la adicion de glicerol 0,5 M a cultivos de M. xanthus en fasa exponencial daba
lugar a la produccion de mixésporas. Con posterioridad Bacon y Rosenberg (1 967)
encontraron que otros poliaicoholes y el dimetilsulféxido tenian el mismo efecto que
el glicerol.

Las mixésporas obtsnidas tras la induccién con los compuestos citados son
similares a las que se encuentran en los cuerpos fructificantes por lo que respecta &
forma, refringencia y resistencia a los agentes externos, pero son diferentes en otros
aspectos. Asi por ejemplo, presentan una tasa respiratoria del orden del 20% de la
de las células vegetativas (Bacon et al., 1975), acumulan gran cantidad de
carbohidratos y su cublerta es mucho més dsigada, y, aunque presentan la proteina
U, carecen re la proteina S. Esta ditima diferencia se cree que es debida a que en
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la esporulacién inducida con glicerol sélo tienen lugar los uitimos pasos del proceso
de esporulacion que se da durante la formacién de cuerpos fructificantes (Zusman,
1984), por lo que la sintesis de proteina S, que es temprana, no se efectua.

Morfoldgicamente las mixdsporas inducidas por glicero! carecen de las tres
fuertes cubiertas (Incuye et al., 1979) y, en su lugar, muestran una fina cubierta que
no es sensible a la accion de detergentes.

Fisiolégicamente las mixdsporas inducidas por glicerol tienen una alta tasa
respiratoria y acumulan carbohidratos que llegan a ser, después de 24 horas en
glicerol, el 20% del peso seco de las células (Bacon ef al., 1975).

Una propiedad importante de las mixdsporas es su resistencia a ia desecacidn,
lo que puede relacionarse con la estabilidad que presentan en sus habitats naturales.
En algunos grupos, Cystobacteriaceae, las mixdsporas son resistentes a la traccion
mecanica y al tratamiento con ultrasonidos y ademas son muy resistentes a la luz
uitravioleta y a las altas temperaturas (Baur, 1905; Reichenbach y Dworkin, 1969;
Dworkin, 1969).

Fructificacién

»

EI ciclo de desarrollo culmina con la formacion de cuerpos fructificantes. La
morfologia de los cuerpos fructificantes es muy variada en funcién del género de
mixobacterias de que se trate. Reichenbach y Dworkin (1981) publicaron una relacion
detallada de estos cuerpos fructificantes. La forma, tamano y estructura de los
cuerpos fructificantes es muy variada y han sido utilizados como criterios

taxonémicos. Son actmulos de esporas y mucilago. Los méas sencillos son los
formados por especies pertenecientes al género Myxococcus; los cuerpos
fructificantes se presentan en forma de monticulos esféricos, columnas o crestas
rellenas de mixdsporas.
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Otras mixobacterias forman cuerpos fructificantes mucho més complejos, asi,
¢l género Stigmatella presenta cuerpos fructificantes dotados de un pedunculo del que
salen varios esporangiolos y en ellos se observan distintas paredes externas o
cubiertas de composicién quimica desconocida. En el género Chondromyces el
pedunculo es ramificado y cada rama termina en un racimo de esporangiolos. Los
esporangiolos estan repletos de mixdsporas.

A modo de resumen, la formacion de los cuerpos fructificantes viene
determinada por una secuencia temporal en la que hay un periode de agregacion
celular seguida de una esporulacion, y, aunque la agregacion normalmente precede
a la esporulacion no es una precondicion necesaria para dicha esporulacion.
Probablemente ambos procesos presenten rutas separadas en el desarrolio ya que,
como se ha comentado anteriormente los mutantes en ios que la agregacitn esta
bloqueada muestran niveles normales de esporulacion y en aquellos otros en los que
esté bloqueada la esporulacion se observan niveles normales de agregacién (Morrison
y Zusman, 1979; Zusman, 1982).

Germinacién

La mayoria de los estudios realizados sobre el ciclo de desarrolio han sido
enfocados hacia los procesos de agregacion y esporulacion, habiéndose abordado
pocas veces el estudio de la germinacidn de las mixésporas y siendo, por tanto,
escasos los conocimientos existentes sobre la misma. En todos los casos parece
requerirse una alta densidad celular para que el proceso de germinacion se efectie,
salvo si Ia induccion se reaiiza en medios ricos (Dworkin, 1973). El mecanismo exacto
aun no es bien conocido. En cualquier caso, una vez desencadenada la germinacion,
las mixdsporas pierden rapidamente su refringencia, la cubierta se rompe y emerge
ia nueva célula vegetativa bacitar, dejando atras la cubierta vacia (Voelz y Dworkin,
1962).

Como se ha indicado, la germinacion tiene Iﬁgar cuando las mixésporas son
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colocadas en un medio rico en nutrientes, por lo que se cree que aiguno de estos
debe actuar come sefial para el desencadenamiento del proceso. Existe evidencia de
que en M. xanthus el fosfato inorganico actia como factor activador de la germinacion
de las mixdsporas obtenidas por induccién con giicerol {Dworkin, 1973). Dworkin
comunico que las esporas de glicerol son capaces de germinar en agua destilada si

la densidad celular era superior a 5x10° c/ml. A densidades menores a esta, se

observa germinacion si se afiade 1 a 10 mM de fosfato inorgariico. Este requerimiento
de una alta densidad celular resulta extrafio, pues en la mayoria de los casos
conocidos (Bacillus, Dyctiostelium) se exige la situacion contraria para que tenga lugar
la geminacién (Cotter y Raper 1966). Se ha sugerido que esta caracteristica peculiar
de las esporas de M. xanthus podria estar relacionada con el sistema de alimentacion
cooperativo de las mixobacterias. Sin embargo, las mixdsporas procedentes de
cuerpos fructificantes no parecen responder a esta sefial (White, 1975). En
M.coralloides D la germinacién de las mixésporas inducidas con glicerol es
independiente de ia concentracion de fosfato (Gonzélez et al., 1987).

Mas recientemente (Elias, 1989) se hz encontrado que en M. xanthus,
concentraciones adecuadas de aminoacidos, bien como aminoacidos libres o bien
como péptidos, inducen eficazmente la germinacion. Las mixésporas no germinan en
presencia ds ofras fuentes de carbono y energia, distintas de los aminoacidos y
tampoco responden a la presencia de diversos azlcares. La adicién de CaCl, provoca
una mayor rapidez y sincronia en la germinacién. Ademas, este procaso esta sujeto
a un programa de expresién génica diferencial (Elias 1989).

Nunca se da el proceso a nivel de células aisladas sino a nivel de toda la
comunidad, de forma que la poblacion resultante de ia germinacién se mantiene unida
y se comporta como un nuevo enjambre. En estos enjambres, ias céluias siguen el
ciclo de vida vegetativo hasta que se agoten los nutrientes, momento en que se
iniciara un nueve ciclo de desarrolio.
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El ciclo de desarrollo: su significado

El complejo cicio de desarrollo de las mixobacterias ha sido objeto de
especulacion durante mucho tiempo, y se ha llegado a la conclusion de que su
funcidn es asegurar el inicio de un nuevo ciclo a partir de una comunidad y no de una
célula aislada. En este sentido, los cuerpos fructificantes serian colonias en reposo.

Ahora bien, jpor qué es necesario que el ciclo se inicie con una comunidad?.

Esta pregunta podria explicarse de la siguiente manera. Las mixobacterias
viven en ambientes en los que existen macromoléculas en degradacion. Para que una
célula aislada pueda captar nutrientes tendra que producir enzimas de varios tipos y
excretarios al exterior. Dichas enzimas difundiran por el medio y, a una distancia
determinada de ia bacteria productora, encontraran un sustrato adecuado para digerir.
Los nutrientes resultantes de esta digestion difundiran de manera radial, por lo que
sélo una pequeiia parte de ellos llegaran a la célula productora de las enzimias,
siendo obviamente insuficiantes para garantizar el crecimiento de dicha célula.

Si partimos de una comunidad de células, la produccion de enzimas sera

mucho més alta lo que implicara una mayor y mas rapida degradacion de

macromoléculas del medio y, en consecuencia, una mayor disponivilidad de nutrientes
en el medio. De esta forma cada célula tendra acceso a los nutrisiites liberados por
actividad de toda la comunidad.

AUNn cuando las mixdsporas pueden germinar aisladamente en medios ricos,
este hecho no se da en la naturaleza, en la que, supuesto que existan condiciones
favorables, germinan simultaneamente todas las mixdsporas contenidas en un cuerpo
fructificante o un esporangiolo, con io que directamente se origina un nuevo enjambre
donde se reemprende el crecimiento vegetativo.

Mientras en el modio existan los nutrientes necesarios para garantizar el
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desarrolio vegetativo, este se mantendra en dptimas condiciones. Si se produce un
agotamiento de los nutrientes se disparara de nuevo el ciclo de desarroilo.

Ademaés dal alto potencial de produccién de enzimas hidroliticos, las células de
mixobacterias cuentan con un movimiento por deslizamiento, ante cualquier opcion
de desarrollo. Asi, durante ei crecimiento vegetativo la atencién de la colonia esta
enfocada hacia el movimiento y busqueda de presas microbianas para su hidrélisis.
La ausencia de tal fuente dispara el ciclo de desarrollo. Entonces los miembros de la
colonia se deslizan hacia puntos de agregacion, construyen los cuerpos fructificantes
en cuyo interior se diferencian hasta la formacion de mixdsporas.

De otra parte, el ciclo de desairollo conlleva el sacrificio de la mayor parte de
las células de la comunidad inical, con el claro objetivo de que unas pocas se puedan

constituir en esporas y sobrevivir, al germinar, cuando los nutrientes vuelvan a estar

disponibles.

En este sentido, un hecho muy destacado en el proceso de esporulacion es la
autolisis del 80 % aproximadamente de las células agregadas, de forma que sdlo un
20 % llegan a formar mixésporas (Wireman y Dworkin, 1975 y 1977). Esta autolisis
masiva parece ser que esta ligada al programa de desarrolio, ya que los mutantes
SpoC, que no muestran autolisis, no esporulan; la estimulacion en estos mutantes de
la esporulacién se traduce paralelamente en unos niveles normales de autolisis
(Shimke*s y Kaiser, 1982b). Wireman y Dworkin (1977) han formulado la hipotesis de
que, dado que el desarrollo supone un estado de inanicién, la muerte y la lisis de la
mayor parte de las células tiene por objeto suministrar a los supervivientes suficientes
nutrientes para esporular. Esto podria ser considerado, desde un punto de vista
sociobioldgico, como un caso de altruismo por parte de la poblacion que se sacrifica;
aunque también cabe considerarlo como un caso de canibalismo por parte de la
poblacién superviviente.

Otra teoria mantiene que aigunos de los productos liberados en la lisis podrian
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actuar como sefales quimicas que inducirian la esporulacidon. Los resuitados
obtenidos por Shimkets y Kaiser (1982a) apoyan esta hipdtesis, ya que pudisron
comprobar que los componentes del peptidoglucano son capases de inducir la
esporulacion en mutantes SpoC.

Como en el caso anterior, esta Ultima hipotesis también considera la autolisis

como un fenémeno de cooperacion entre las células d2 la poblacion; sin embargo,
hay que tener en cuenta que ias células esporulantes que estan sujetas a
morfogénesis son osmoéticamente delicadas y, por tanio, estan expuestas a la lisis,
que podria representar sélo un fracaso en el intento de esporular, con poco o ning:n
papel en e! desarrollo (Zusman, 1984). Este proceso de desarrcllo supone un gran
esfuerzo energético que, parece ser, es suplido por la hidrolisis de los miembros de
la comunidad.

Autolisis en cultivos dispersos

Ademas de la lisis masiva, antes comentada, que tiene lugar durante el ciclo
de desarrollo, es caracteristica la autolisis que ocurre durente el ciclo vegetativo en
cultivos dispersos de mixobacterias en medios liquidos. En estos cultivos, tras la fase
de crecimiento exponenciai, entran en una corta fase estacionaria que se continia
con una lisis espotanea que practicament= lieva a la muerte de todas las células del
cultivo. Este fendmeno ha sido descrito en M. xanthus (Mason y Powelson, 1958), M
virescens (Haska y Stahl, 1871) y M.coralloides D (Fernandez-Vivas et al., 1983). Es
en ésta Uitima mixobacteria en donde se han lilevado a cabo la mayoria de los
estudios sobre autolisis vegetativa.

La composicién del medio de cultivo influye poderosamente subre la autolisis,
en general, todos ios factores que permiten alcanzar mas rapidamente altas
densidades celulares, hacen que los cultivos entren mas tempranamente en fase de
autolisis (Arias y Montoya, 1982). Por el contrario, aquellos que influyen
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negativamente sobre el crecimiento, retrasan el comianzo de la aotuolisis (Benhamu
et al., 1979).

Estos hechos fueron explicados en base o un posible fendmeno de
cooperativismo celular; para que se disparara la autolisis era necesario que los
cultivos superaran un nivel critico de densidad celular y el proceso era mas rapido
cuanto mayor era la concentracion de células alcanzada. Para explicar el mecanismo
por el que se llevaria a cabo dicho fendmeno de cooperativismo celular, se
encontraron evidencias de que la autolisis es disparada por un factor activador que
es liberado al medio durante la fase de crecimiento exponencial y que cuando aicanza
una concentracion critica activa las enzimas autoliticas {(Arias ef al., 1983). De otra
parte, el fosfato inorgénico tiene una marcada influencia sobre la autolisis; asi,
concentraciones de orfosfato de 40 mM inhiben totaimente el proceso (Fernandez-
Vivas et al., 1983).

Se ha conseguido inducir la lisis mediante el tratamiento de los cultivos en fase

de crecimiento exponencial con antibiéticos que inhiben la s/ntesis de proteinas o de
ARN y con agentes desacopladores de la fosforilacion uxidativa; resultados que
impiican que !a estabilidad celular esta condicioriada por una o varias proteinas y que
la autolisis asté estrechamente relacionada con el estado energétice de la membrana
(Fernandez- Vivas et al., 1985). No se ha encontrado relacién entre la concentracion
de nucleétidos hiperfosforiiados y el proceso de autolisis (Fernandez- Vivas et al.,
1983).

Por otro lado, M.coralloides D produce un antibidtico activo frente a bacterias
gram positivas (Arias et al., 1979 a, b y ¢). El antibidtico se produce durante la fase
de crecimiento exponencial, alcanzando la maxima concentracion al final de la misma
Y, posteriormente, se dispara el proceso autolitico. Montoya y colaboradores en 1988,
encuentran que el antibiético es la sefial desencadenante de la autoisis de los cultivos
dispersos de M.coralloides D, cuando alcanza la concentracién critica de 19 ug/mi.
Ello coincide con lo propuesto por Arias y colaboradores de 1983, en el sentido de |2
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existencia de un factor soluble, activador de la autolisis, que serfa producido por la
propia bacteria. Ello también concuerda con el hecho de que concentraciones
elevadas de ortofosfatos que inhiben la autolisis de los cultivos, antes mencionado,
inhiben también el desencadenamiento de la misma por el antibiético (Gonzalez et al.,
1990).

En cuanto al mecanismo por el que el antibidtico, llamado corallolisina,
desencadena la citada autolisis, serfa una consecuencia de la detencion de la sintesis
de ARN y proteinas (Montoya et al., 1994), lo cual concuerda con lo descrito
previamente por Fernandez-Vivas y colaboradores (1985).

Filogenia y edad de las mixobacterias

La manera de investigar la filogenia de cualquier organismo seria hacer un.»
comparacién de los genes del ARNT, los cuales son los que mas firmemente se han
conservado en las células a lo largo del proceso evolutivo; ello es perfectamente
aplicable al caso de las mixobacterias. El catalogo de oligonucledtidos (Ludwing et al.,
1983) y de secuencias (Shimkets y Woese, 1992) de las moléculas del ARN 16S de
una variedad de mixobacterias revelan que todas ellas estan estrechamente
relacionadas y que pueden ser divididas en tres subgrupos diferentes, uno de los
cuales incluye una sola especie, Nannocystis excedens (Shimkets, 1993).
Caracteristicas estructurales secundarias sspecificas del ARN 16S también definen
estos subgrupos (Shimkets y Woese, 1992).

Por otro lado, otras caracteristicas diferencian y apoyan este subagrupamiento.
Los miembros del subgrupo en donde estan encuadradas las especies de
Myxococcus son células largas, delgadas, que cambian su forma considerablemente
durante la formacion de mixésporas (Reichenbach y Dworkin, 1991; McCurdy, 1989).
Sus colonias abserben ei colorante rojo congo. Estas células tienden a contener

cetocarotenos monociclicos con pigmentacion rojiza (Reichenbach y Kleining, 1984),
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acidos grasos 2 y 3-hidroxi, y producir antibiéticos de diferentss estructuras quimicas
a diferencia de los otros dos subgrupos (Reichenbach et a/., 1988). Ademés, son las
dnicas bacterias que se mueven en oleadas (Reichenbach, 1986). En los miembros
de los otros dos subgrupos, que incluyen a Chondromyces y Nannocystis, las células
son mucho mas cortas y sufren pocos cambios morfolégicos durante la formacién de
mixdsporas; sus colonias no absorben el rojo congo, ni tampoco se mueven en
oleadas.

FPolyangium sp.

Polyangium cellulosum

——— Chondromyces apiculatus

Chondromyces crocatus

Nannocysiis exedens

Stigmatella aurantioca
Melittangium lichenicola
d lCoraliocaccws coralloides

Myxococeus xanthus

Archangium gephyra

Angiococcus disciformic

\—— Cystobacter fuscus

Dsv. desulfuricans

Desulfosarcina variabilis

Bdellovibrio stolni:

[Arbol fiogenético de las mixobaterias de acuerdo con Shimkets, 1993]

i
Existen también diferencias sustanciales en la quimica de los pigmentos y

mefabolitos secundarios entre el grupo de Nannocystis y los miembros del subgrupo
de Chondromyces. Los carotenoides glucosilados de Chondromyces carecen de los
grupo ceto encontrados en los carotenos glucosilados de los miembros dei subgrupo
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de Myxococcus, mientras que Nannocystis forma compuestos arométicos
monociclicos que son exclusivos de estas especies (Reichenbach y Kleining, 1984).
Ademés, las especies de Nannocystis son las Unicas que sintetizan esteroles y
escuaieno (Kohl et al., 1983).

Aunque la clasificacion taxonémica basada en las secuencias del ARN 16S se
encuentra actuaimente en un estado de flujo permamente y puede cambiar en un
futuro, las distancias filogenéticas entre estos tres subgrupos mixobacterianos
encuentran una base sélida para que a cada subgrupo le corresponda la categoria
de familia (Shimkets y Woese, 1992)

Los estudios del ARN 16S sugieren que las mixobacterias se encuentran
directamente relacionadas con Bdellovibrio y ias bacterias reductoras de! azufre y da
sulfatos, que juntas constituyen el subgrupo de las bacterias purptreas, como fue
comentado al principio de esta introduccién (Fowler ef al., 1986; Oyaizu y Woese,
1985; Shimkets y Woese, 1992).

El subgrupo delta de las bacterias purplreas es extremadamente amplio ya
que engloba a un conjunto de organismos fisiolégicamente muy diversos sin ninguna
caracteristica fenotipica en comun. Las bacterias reductoras del azufre y sulfatos son
organismos anaerobios estrictos, heterétrofos, capaces de oxidar una variedad de
compuestos orgénicos como donadores de electrones y de reducir el azufre y el
sulfato. Bdellovibrio incluye bacterias gram negativas, aerobias estrictas, de muy
pequefio tamafio, con forma de vibrio y parasitas de otras bacterias gram negativas,
en las que penetran y se anclan en el espacio periplasmico, desde donde destruyen
a la célula que han parasitado. Las mixobacterias son aerobias estrictas, que se
mueven por desiizamiento y bajo condiciones adecuadas forman unas estructuras
macroscopicas, conocidas como cuerpos fructificantes.

La comparacién de secuencias del ARN 5S también avalan una reiacion
filogenética entre las mixobacterias y D. vuigaris bacteria sulfato reductora (Van den
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Eynde, ef al., 1990). Estos resultados sugieren que las mixobacterias y las especies
de Bdellovibrio son descendientes aerobios de una bacteria ancestral reductora del
azufre o sulfato (Woese, 1987).

Aunque el grado de evolucién del ARN 16S no es el mismo para todas las
lineas evolutivas, la estimacién del grado promedio de cambio pueda ser usada como
una aproximacion para las edades de los grupos bacterianos. La molécula de ARN
16S parece adquirir sustituciones de nucleétidos a razén de un 1% por cada 50
millones de afios (Ochman y Wilson, 1987).

De acuerdo con ello, la edad minima de las mixobacterias puede ser astimada
a partir del momento en que los tres subgrupos de mixobacterias comienzan a
separase entre si. Estos calculos no tienen en cuenta Nannocystis que debi6
presentar un ritmo bastante aceloerado en comparacién a otras mixobacterias
(Shimkets y Woese, 1992). El antepasado comtin de los subgrupos de mixobacterias
debié tener una divergencia en la secuencia de nucledtidos de un 13%
aproximadamente, lo que corresponde a un tiempo de divergencia de 650 millones
de afnos. La edad maxima de las mixobacterias puede ser estimada a partir cel
momento en que las iixobacterias se separan de otras bacterias relacionadas, como
las bacterias reducioras del azufre y sulfato, lo cual corresponde a un tiempo de
divergencia de 800 millones de afios.

Por lo que respecta al subgrupo delta, la edad minima a partir de la rama mas
antigua dentro del subgrupo (Devereux et al., 1989), puede corresponder a un tiempo
de divergencia de 750 millones de afios. La edad maxima para el subgrupu delta
puede ser estimada a partir del 22% de diveregencia en las secuencias entre E. coli
y las bacterias sulfatorreductoras (Devereux et al., 1989), lo que corresponde a un
tiempo de divergencia de aproximadamente 1100 millones de afos.

La sustitucion de nucieétidos en el ARN 5S puede ser iguaimente usada para

calcular la edad de las mixobacterias, aunque hay muy pocas secuencias 5S con las




Introduccién 38

que hacer comparaciones, particularmente con las bacterias sulfato reductoras. El
ARN 58S parece acumular sustituciones de nucledtidos dos veces m#s rapido que el
ARN 168, a razon de divergencia de un 1% por cada 25 millones de afios (Ochman
y Wilson, 1987). El antepasado comin de las mixobacierias debié tener una
disparidad de nucle6tidos de un 26% aproximadaments entre los miembros de los
subgrupos de mixobacterias (Van den Eynde et a!., 1990), para un tiempo minimo de
divergencia de 650 millones de afios. E! ancestral comun de las mixobacterias y D.
vuigaris es un 30% de diferencia, para un tiempo méaximo de divergencia de 750
millones ds afios. La méxima edad del subgrupo delta en total, parece ser de 1070
millones de afios a juzgar por un 42% de diferencia entre el antepasado comun y los
miembros del grupo.

Resumiendo, estos resultados sugieren que las mixobacterias tisnen una edad
‘de 650 a 800 millones de afios y que el subgrupo delta puede rondar entre 750 y
1100 millones. Puesto que no se ha descubierto ninguna mixobacteria anaerobia o
reductora del sulfato, la mixobacteria ancestral probablemente adquirio un sistema de
respiracion aerobio durante este periodo de tiempo. Esto parece estar de aclierdo con
la aparicion de altas tensiones de oxigeno capaces de soportar el crecimiento
aerdbico. El origen de la fotosintesis oxigénica por cianobacterias hace 2800 millones
de afos fué la primera etapa en la evolucién de una forma acrobia (Schopf et ai.,
1983). Ei oxigeno alcanz6 el 1% de los niveles actuales hace aproximadamente 1700
millones de afios y luego se acumulé lentamente hasta los niveles actuales, Los
microorganismos aerobios comenzaron a aparecer hace 1700 millones de afos y
posteriormente empezaron a extenderse en multiples formas.

Las mixobacterias presentan un tamafo de genomio bastante méas alto que
otros miembros del subgrupo delta, lo que sugiere que la expansién del tamario del
genomio acompafidé en la evolucién de las mixobacterias. La replicacién de un
genomio tan grande pudo suponer sobre la céiula un incremento en la carga
metabdlica que habria sido compensado por un cambio desde una respiracion
anaerobia a una respiracion aerobia més favorable bioenargeticamente, La naturaleza
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de las fuerzas que acompafiaron la evoluciéon del genomio con la evolucion del
desarrolio de las mixobacterias no esta de! todo aclarada (Shimkets, 1993)

Un paso primitivo hacia formas de vida muilticelulares

Las primeras formas de vida terrestre se desarrollaron hace 3500 millones de
afios en condiciones anaerdbicas (Schopf, 1978). Las formas de vida pluricelulares
mas antiguas tienen 700 millones de afios (Glaesner, 1976). Seglin estos datos
parece claro que, la mayor parte del tiempo, la vida en la Tierra ha sido unicelular y
no eucariota.

Las mixobacterias pueden representar uno de los primeros intentos evolutivos
hacia las formas ce vida multiceiulares. Todas las mixobacterias conocidas viven en
agregados multicelulares y estan muy relacionadas por su composicion de G+Cy sus
secuencias de ARNr 16S. Todas son aerdbicas.

Como ya ha sido comentado en esta Introduccidn las bacterias reductoras del
azufre y del sulfato y Bdellovibrio son las eubacterias mas préximas a las
mixobacterias. Estas oubacterias no viven en tipicos agregados multicelulares, por

tanto debemos pensar que la muilticelularidad surgié después de que las
mixobacterias y las eubacterias mas proximas divargieran, pero antes de que los tres
subgrupos de mixobacterias se separaran en su evolucién.

Parece ser que las mixobacterias pueden haberse separado de las formas
bacterianas mas primitivas hace unos 1100 miliones de afios, es decir, en el mismo
momenio en que la atmdsfera se transformé en aerobia. Recientes datos fdsiles
apoyan esta edad para las formas mas primitivas de las mixobacterias (Lanier, 1987).

Podemos pensar que 'a forma de agregado muilticelular de las mixobacterias
existid antes que cualquier eucariota muiticelular. Este origen tan primitivo es
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consistente con muchas de las propiedades de las mixobacterias, por ejemplo, su
alimentacién cooperativa puede haber sido una ventaja seiectiva en su evolucion
hacia las formas multicelulares. De hecho, sus presas mas comunes, otras bacterias,
han existido antes que cualquier célula eucariota. De otra parte, las mixobacterias son
~ ubicuas de suelos de todo el mundo.

La semejanza entre las mixobacterias y los hongos mixomicetos son un
ejemplo de evolucién convergente en dos tipos de organismos que ocupan el mismo
nicho ecolégico (Kaiser, 1986). Esta avolucidn convergente sugiere que las diferencias
estructurales y funcionales entre células procariotas y eucariotas han sido secundarias
ante las semejanzas del metabolismo y las limitaciones de la funcion y estructura
proteica para proporcionar la respuesta de estos organismos ante fuerzas de
seleccion semejantes.

Ecologia

A pesar de su apariencia, un tanio exdtica, y de su complejo ciclo de
desarrollo, las mixobacterias son microorganismos muy comunes. En rangos de pH

entre 5y 8 y en condiciones de aireacion, practicamente todos los suelos del mundo,
sin reparar en el clima, presentan alguna mixobacteria. Su distribucion ha sido

estudiada muy ampliamente (Krzemieniewska y Krzemieniewki, 1927 a'y b; Noren,
1952; Sabados-Sarié, 1957; Jeffers, 1964; Rickert, 1979; Dawid, 1979).

Si bien son béasicamente microorganismos del suelo, también son capaces de
colonizar otros habitats, especiaimente aquellas zonas ricas en comunidades
microblanas como es la rizosfera de las plantas (Agnihothrudu et al., 1959), los
excrementos de herbivoros, maderay materia organica en descomposicién (Peterson,
1859). Algunas especies parece que se han especializado en nichos particulares
como ocurre en el caso del género Haploangium, el cual sélo ha sido observado en
cortezas de arboles en descomposicion; no se ha podido cultivar y no se conace s
@s un organismo celulolftico (Reichenbach, 1993).
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Procedentes del suelo, las mixobacterias son faciimente iavadas por el agua
y procedentes de las mixésporas de los cuerpos fructificantes, pueden vivir y
multiplicarse (Jeffers, 1964; Graf, 1975; Hook, 1977). Aparentemente las
mixobacterias no se han adaptado a ningiin medio marino.

Una especie, Poliangium parasiticum ha sido descrita como un paréasite
obligatorio de las algas verdes del género Cladophora {Geitler, 1925).

Su tendencia al agrupamiento hace muy dificil determinar su nimero en su
medio ambiente. Sabados-Sarié (1957) ha estimado que los suelos ticos contienen
8x10* células/gr, Singh (1947) ha mostrado el mismo nimero en el suelo y mas de
5x10° células/gr en compuestos en descomposicion.

En muchos estudios sélo el nimero de diferentes especies existentes en
ciertos suelos ha sido documentado. Probablemente el nimero de células citado
anteriormente subestima el nimero real. Un cuerpo fructificante contiene entre 10° y

10°® mixdsporas (Reinchenbach, 1993).

Los estudios de algunas especies dan una idea sobre la distribucion en
distintas zonas climaticas. Particularmente las grandes poblaciones de mixobacterias
se han observado en climas calidos, semiaridos y aridos; en estos climas la
resistencia de las mixdsporas a la desecacion les da una fuerte ventaja en la
seleccion (Singh y Singh, 1971; Brockman, 1976; Ricker:, 1978).

También se ha encontrado una microfiora rica en climas tropicales
(Krzemieniewska y Krzemieniewski, 1930; Kihiwein, 1960; McCurdy, 1969a; Dawid,
1978). En estos casos, sin embargo, la pobre calidad del suelo, por ejemplo su pH
acido, puede ser limitante.

En climas frios y en ambientes subarticos y articos, incluidas las altas
momafas, el espectro de las especies se vuelve uniforme consistiendo
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particularmente an Myxococcus y Corallococcus, si bien su abundancia también es
alta (Kihiwein, 1960; Brockman y Boyd, 1963; Rilckert, 1973).

Hay otras diferencias curiosas en la distribucién de las especies, de este modo,
S. aurantiaca es un microorganismo muy comun en la zona climatica de Norte
América donde ha sido regularmente encontrada en la corteza de los arboles en
descomposicién (McCurdy 1969a; Reichenbach y Dworkin, 1969), mientras que en
Europa s6lo se ha documentado un caso a partir del suelo (Dawid, 1979).

Chondromyces crocatus parece ser un microorganismo omnipresente en la
rizosfera de la India (Agnihothrudu et al., 1959), mientras que en 20 afios de
aislamiento a partir de muestas de suelos de todo el mundo se ha obtenido
Gnicamente de una muestra de suelo recogida en Madeira lo que hace pensar que
algunas especies estan adaptadas a nichos especiales.

Algunas mixobacterias como Myxococcus, Corallococcus sp. y N. excedens son
aparentemente muy flexibles con respecto a los habitats que pueden poblar. Quizas
con la excepclén de los climas frios, N. excedens es la mas comin de todas las
mixobacterias a pesar de no ser nunca mencionada en los estudios sobre la ecologia
de estas.

Muchas mixobacterias son sensibles al NaCl como ocurre en ei caso de M.
virescens (Riickert 1978b) mientras que algunas cepas de N. excedens son capaces
de crecer razonablemente bien en presencia de un 0,8% de sales.

Algunas mixobacterias han sido aisladas a partir de excrementos,
principaimente de animales herbivoros; de hecho la fuente clasica de las
mixobacterias son los excrementos de los conejos, y , por tanto hace mucho tiempo
que se cree que estos microorganismos dependen de ciertos factores contenidos en
estos sustratos complejos. Todas las mixobacterias encontradas en los excrementos
son facilimente aisladas a partir del suelo y pueden crecer facilmente en los medios
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estandar que contienen peptona y extractos de células.

De lo expuesto anteriormente se daduce el enorme atractivo de las
mixobacterias en muy diversos campos. Entre los procariotas son los mas complejos,
tanto estructuralmente como en comportamiento social, pudiendo representar una de
los primercs intentos evolutivos, como se indicé en el apartado anterior, hacia formas
multicelulares.

BIOMINERALIZACION

Expresado de una manera simple el término biomineralizacién indica el proceso
mediante el cual los seres vivos convierten iones en solucién en minerales sélidos.
A esta definicién incompleta debemos afiadir que esta conversién es el resultado de
las actividades celulares que hacen posibles los cambios fisico-quimicos necesarios
para la formacién del mineral y el crecimiento de los cristales. El resultado final es
claramente evidente pues un gran nimero de microorganismos, animales y plantas
forman una gran variedad de minerales. Algunos estan finamente esculpidos mientras
que otros impresionan por su aspecto macizo, pero, en cualquier caso, la mayoria
estan intimarnente relacionados con funciones muy especificas de los seres vivos que
inducen su formacién (Simkiss y Wilbur, 1989).

El tema de la biomineralizacién es tan variado como la gama de organismos
que forman estructuras mineralizadas y se encuentra relacionado con una gran
variedad de disciplinas.

La biomineralizacién ocupa un lugar muy importante en los estudios biolégicos
y médicos de los organismos que han desarrollado esqueletos mineralizados y esta
obviamente relacionada con los procesos intra y extracelulares que ocurren tarito en
estados normales como patoiégicos.
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También esta estrechamente relacionada con la Paieontologia, de hecho la
mayoria de las clases de minerales de los esqueletos de seres vivas aparecieron
repentinamente en el Cambrico y, desde entonces, sblo los corales, algunas algas y
los vertebrados han desarroliado nuevos esqueletos en el habitat marino (Simkiss y
Wilbur, 1989).

Por otro lado, existe cierta relacién con la actividad oceanografica debido a que
la conversién de iones dei medio externo en sedimentos minerales, por parte de los
organismos vivos, influira en la quimica de los oceanos y de las aguas dulces
(Simkiss y Wilbur, 1989).

Los estudios sobre biomineralizacién tomaron gran auge en los afios 60y 70
debido fundamentalmente al aumento de la disponibilidad y uso de los microscopios
electrénicos de transmision y de barrido, que han suministrado abundante informacién
sobre la ultraestructura de los materiales mineralizados de animales, plantas y
microorganismos (Lowenstan, 1981).

Una segunda razon para este auge procede de los estudios bioguimicos y

fisico-quimicos sobre el transporte en las membranas y los andlisis de materia

organica asociada con la materia de los esqueletos. Ambas aproximaciones encaan
directamente con las crecientes ideas de la biologia molecular y han recibido un
impulso afiadido a partir del uso de los radioisétopos y de ia comprension de la
biologia molecular (Simkiss y Wilbur, 1989).

Visiones generales de varias areas de la investigacion de la biomineralizacion
se encuentran en symposios de los (ltimos 20 afios (Watabe y Wilbur, 1976; Omoni
y Watabe, 1980; Simpson y Voicani, 1981; Nancollas, 1982; Westbroek y de Jong,
1983; Leadbeater y Riding, 1986), y en los textos de Simkiss y Wilbur (1989),
Lowenstam y Weiner (1989) y Ehrlich (1990).
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Clages de biominerales y organismos que los forman

Los mineraies de origen biolégico conocidos sobrepasan en la actualidad el
nimero de 60, (Lowenstam y Weiner, 1983; Lowenstam, 1981; Wilson y Jones, 1984;
Jones y Wiison, 1986), lo que supone un gran aumento sobre los descriios por
Loweristans en 1963.

De los biominerales descritos en 1983, la mayoria continen calcio como
principal catién seguidos por los que contienen hierro (Lowenstam y Weiner, 1983;
Mann, 1983).

Si se agrupan en funcién de los aniones, los més abundantes son los fosfatos
seguidos por los 6xidos y los carbonatos (Lowenstan y Weiner, 1983; Mann, 1983).

Aproximadamente ei 25% de los biominerales estan hidratados y otro 25% son
amorfos. Esto puede ser un hecho importante si consideramos los mecanismos de
formacién mineral (Mann, 1983).

Los orgarismos con capacidad de formar minerales estan presentes en todos
los grupos, desde las bacterias a los cordados, si bien existe una disparidad
mantfiesta entre los distintos taxones en cuanto a la formacién de minerales (Mann,
1983)

Los minerales de calcio y silicio son con mucho los méas comunes en cuanto
a su distribucion en los organismos. Por otro lado los sulfatos y ciertos dxidos sélo
se han encontrado, hasta ahora, precipitados por bacterias. Los oxalatos y los
fosfatos tienen una distribucién mas amplia y los polimorfos de carbonato célcico,
calcita y aragonito, son los que presentan mayor distribucion (Mann, 1983).




Introduccién

Funciones blolégicas de los minerales

La deposicion mineral juega un importante papel en la formacion de los
esqueletos siendo esta funcién evidente en los organismos unicelulares, asi como en
muchos phylla de invertebrados. Los principales minerales componeiites de ios

- esqueletos son CaCO,, Ca,(PO,), y silicatos (Mann, 1988). Ademas del papel normal
en ia formacion de los esqueletos, la inclusion de depdsitos metélicos parece ser que
modifica las propiedades fisicas de un gran nimero de tejidos. Los esqueletos mas
fuertes y ligeros de fosfatos y carbonatos son, por lo general, compuestos bien
ordenados de polimeros organicos entremezclados con la fase mineral. En otros
casos el componente mineral es menos preciso; asi, algunos poliquetos tianen
mandibulas reforzadas por depésitos de Ca y Zn, de una composicion incierta (Bryan
y Gibbs, 1980).

Una segunda funcion de los depdésitos biominerales es que actian como
sistema de almacenamiento a partir del cual los iones pueden ser reutilizados durante
periodos de aspecial demanda fisioldgica. Esto ocurre durante la amortiguacién de los
liquidos corporales bajo condiciones aerébicas y anaerdbicas, en el momento de la
reparacién del esqueleto, cuando la mineralizacién del esqueleto tiene lugar siguiendo
la muda y en epocas de reproduccion y formacion de la cascara del huevo (Simkiss
y Wilbur, 1989).

Claramente los depdsitos minerales no sdlo estan disponibles para el
organismo sino que pueden ser movilizados ante una gran variedad de estimulos
(Simkiss v Wilbur, 1989).

Dentro de los organismos multicelulares la capacidad para la mineralizacion
depende en primer lugar de los tejidos especificos y no directamente del organismo

en si. Esta especificidad es clara pero vale la pena enfatizarla puesto que llama :~
atencion acerca de las diferencias celulares que indican si la mineralizacidn ocurrira
0 no.
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La especificidad celular esté bellamente ilustrada por aquelios organismos en
los cuales un mineral es depositado por céluias en una regién, mientras que un tipo
de mineral diferente se forma simultaneamente por células en otra parte del mismo
organismo. Un ejemplo familiar es el depésito de CaCO, en el caparazén de un
molusco por el epitelio del manto mientras ia magnetita y la silice son depositados por
el epitelio que forma los dientes de la radula (Lowenstam, 1962; Runham et al., 1969).

El sistema puede ser aln mas sutil ya que puede ocurrir que las mismas
células puedan formar alternadamente depositos de diferentes orientaciones
cristalinas como ocurre en la secrecién de los caparazones lamelares cruzados de
&lgunos moluscos (Simkiss y Wilbur, 1989).

Se puede concluir, pues, que los fenémenos implicados en los depésitos
minerales varian claramente, tanto por lo que se refiere a las células que se ven

implicadas, como por lo que se refiere a los productos que originan.

Principios generales de Blomineralizacién

Todos los sistemas celulares tienen tres propiedades comunes:

1.- Constan, en su mayor parte, de proteinas disueltas en una solucion salina
e incluidas dentro de meimbranas lipidicas.

2.- Por razones osméticas y otras mas sutiles la composicién de las sales
difiere entre la parte interna y la externa de las membranas lipidicas.

3.-Para mantener una estabilidad osmética las células transportan activamente
iones a traves de las membranas.

Entre los cationes divalentes el magnesio se acumula intracelularmente
mientras que el caicio es expulsado a través de la membrana celular. Los iones
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HCO,"y PO,* se mueven a menudo también a través de estas membranas ceiulares
y actian como los principales amortiguadores inorganicos de las células (Simkiss y
Wilbur, 1989).

En muchos organismos la forma soluble de los silicatos Si(OH), es
transportada hacia fuera por procesos metabélicos asociados a la membrana. Asi
pues los principales componentes de los minerales que se forman por actividad de
los seres vivos estan implicados en la biologia normal de la célula y comparten las
propiedades de ser disponibles, escasamente solubles y no téxicos en el estado
sdlido (Simkiss y Wilbur, 1989).

Hay que imaginar poco para darse tuenta de que, dadas estas propiedades,
la seleccion natural favoreceria pronto esas combinaciones que producen una
variedad de productos niineralizados, si estas suponen alguna ventaja para la

supervivencia.

El transperte de iones por la membrana y la formacién de soluciones
supersaturadas, los efectos de las proteinas y los polisacaridos en la formacién y
crecimiento de cristales y el acotamiento de un espacio por las superficies de
membrana son los procesos fundamentales asociados con la mayoria de las formas
de biomineralizacion (Simkiss y Wilbur, 1989),

Los procesos basicos para la biomineralizacién residen, sin embargo, dentro
de ia mayoria de las células y es interesante observar su gran variedad de expresion
ya que los procesos son tan variados que han permitido que la biomineralizacion
pueda contemplarse como algo tremendamente interesante para su estudio (Simkiss
y Wilbur, 1989).

En resumen, por tanto, aparece que determinados organismos de un grupo
taxondmico dado pueden depcsitar determinados biominerales y otros no (Simkiss y
Wilbur, 1989).
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Los depdsitos pueden ser considerados como un poco Mas que paredes
celulares rigidas o bien pueden ser esqueletos altamente resistentes, Dentro de un
organismo biomineralizado el proceso de mineralizacion se restringe a tejidos u
érganos especificos.

Aqui hay dos clases de especificidad, una que se relaciona con el control del
tipo de mineral depositado y la otra con el metabolismo del tejido u érgario que
ocasiona el depdsito mineral y explota sus propiedades.

Los sistemas que determinan estas dos clases de especificidad son
desconocidos, pero a partir de estudios del mecanismo empieado por varios grupos
biolégicos se pueden considerar dos aspectos de biomineralizacién (Simkiss y Wilbur,
1989), estos son:

1.- Si los mecarismos necesarios para formar un simple tipo mineral son
similares ¢ no en los diferentes taxones.

2.~ Si los tipos de diferentes minerales son depositaoos y usados o no por
sistemas con propidades comunes.

Depdsitos minerales

El punto de partida para el depdsito de cristales as la supersaturacion de un
fluido con la subsiguiente nucleacién y crecimiento de un mineral especifico dentro
de él.

La composicién detallada en iones y el contenido organico e inorgénico del
medio en el que los cristales se forman es bastante compleja y, en un grado
considerable, desconocida excepto en vacuolas de plantas (Simkiss y Wilbur, 1989).

Los mecanismos bdsicos ae la formacion de los cristales en sistemas simpies
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estan tan bien caracterizados que se pueden aplicar con gran confianza.

La biomineralizacién depende del producto ionico de los iones que forman el
mineral de manera que un aumento dei anion o del cation puede implicar el inicio de
la biomineralizacion (Clark, 1948). Por otro lado para que se forme un mineral tiene
que existir una concentracion de iones que excedan el producto de solubilidad (Clark,
1948).

La participacion de los microorganismos en los procesos de biomineralizacién
@s un hecho conocido y probado experimentaimente. Entre los compuestos descritos
como resultado de la biomineralizacién se pueden citar, entre otros, los siguientes:

Carbonato céicico, CaCOj tanto en forma de caicita (Shinano, 1972; Boquet st
al., 1973; Doetsch y Cook, 1973; Ramos-Cormenzana, 1975; Aguilar et al., 1978,
Morita, 1980) como de aragonito (Black, 1933; Oppenheimer, 1961; Greenfield, 1963;
Mc Callum y Guhathakurta, 1970; Krumbein, 1974; Billy, 1980).

Estroncionita, SrCO, (Ramos-Cormenzana, 1975).

Dolomita, CaMgCO, (Rivadeneyra et al., 1486).

Estruvita, NH,MgPO,« 6H,0 (Robinson, 1889; Beavon y Heatlcy, 1962).

Fosfato célcico, Ca,(PO,), (Hutchison, 1961).

Apatito, Ca,(F,OH)(PO,), (Ennever et al., 1974 b).
Bobierrita, Mg,(PO,),'8H,0 (Rivadeneyra ef al., 1987).

Algunos autores como Ramos-Cormenzana afiman que al modificar
adecuadamente las condiciones dei medio de cultivo pueden formarse otros
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compuestos que aun no han sido considerados.

Diversos investigadores aceptan el papel de los microorganisinos en la
biomineraiizacién en habitats naturales, si bian existen ciertas controversias sobre la
intervencién bacteriana en dichos fenémenos naturales. Dichas controversias pueden
quedar totalmente descartadas a fuvor de la actividad bacteriana si observamos que
la formacion de estruvita se realiza en zonas ricas en materia organica de origen
animal, guanos, estiercol etc...De hecho los yacimientos naturales de dicho minerai
se relacionan con depdsitos de guano (por elio también llamado Guanita), por
ejemplo, en las cuevas de Skipton, cerca de Ballarat en Australia; ademas en las
tierras pantanosas (minas de abonos) de Hamburgo y Braunschweig (Klockmann-
Randohr, 1961).

Algunos autores afirman que los microorganismos tienen una actividad
geoldgica que fue importante para la deposicion de minerales en el pasado
{Kusnetzov et al., 1962).

La formacién de depdsitos de azufre elemental en condiciones marinas se
reiaciona con ia actividad de las bacterias del azufre (Kusnetzov, 1963) e iguaimente
se puede afirmar referido a los depésitos de azufre en diversos ambientes naturales
(Domka y Gasiowek, 1975; Trudinger, 1976).

La actividad bacteriana puede relacionarsa con la génesis de los depdsitos de
caicita, yeso, azufre etc... (Doetsch y Cook, 1973). Segln elios ia formacién de
depésitos minerales como consecuencia de fenémenos de biomineralizacién puede
realizarse bien de manera directa o bien de manera indirecta.

|.- Mecanismos directos serian :

a) Mineralizacion superficial de microorganismos muertos.
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b) Procesos de Oxido-reduccién provocacos per la acividad metabdlica
bacteriana que conducen a la formecién de compuestos insolubles.

Il.- Mecanismos indirectos serfan:

a) La formacion de productes insolubles puede deberse a la intervencién de

productos finales del metabelismeo bacteriano en reacciones quimicas secundarias.

b) La precipitacién de determinados compuestos podria deberse a aiteraciones
del pH.

La formacién de calizas esta relacionada con las alteraciones del pH o con las
modificaciones en la concentracién de iones HCO,™ que se encuentran en disolucidn,
consecuencias ambas de la aciividud bacteriana (Brock, 1973).

Las variaciones de pH en los ambientes naturales son consecuencia de la
actividad bacteriana y estos cambios de pH actian sobre los procesos de
precipitacién de los carbonatos que estan relacionados principalmente con los
cambios experimentados por la concentracion de iones H* (Stainer et al., 1984).

Se ha encontrado relacion entre la descomposicion bacteriana de materia
organica y la precipitacién de CaCQO, (Chilingar et al.,1967).

Formacién de CaCQ, por bacterias

La formacion de CaCO, es unc de los procesos biogeoquimicos de mayor
relevancia. Este compuesto se presenta como Calcita o como Aragonito, |2 primera
es tipica de los sedimentos de aguas duices mientras que el segundo lo es de

sedimentos marinos (Mc Callum y Guhathakurta, 1970).

Depésitos de CaCO, de gran importancia se localizan en los sedimentos
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marinos de la zona de Bahamas en las costas de Florida (Estados Unidos). Estos
depdsitos, para algunos investigadores, son debidos a procesos fisicos o quimicos,
mientras que otros piensan en la implicacion del metabolismo bacteriano en su
formacidn. Entre los partidarios de esta segunda opcion podemos citar a Drew (1911
y 1913) que indica que ias bacterias desnitrificantes eran las causantes de la
deposicién de CaCO, en los sedimentos de la gran Bahama. A partir de estos
sadimentos aislé una bacteria desnitrificante, Bacterium calcis, y demastré que era
capaz de precipitar carbonatos en medies de cultivo artificiales provistos de KNO, y
una sal organica de calcio. A partir de estos estudios concluye que las bacterias
desnitrificantes eran las responsables de los depdsitos de CaCO, en ambientes
marinos al aumentar el pH del agua de mar provista de KNO,, siendo este compuesto
indispensabie.

En 1963, Greenfield cbtuvo aragonito inoculando un medio artificiai de aguade
mar con una bacteria aislada de las costas de Florida. Sugiere que los
micrcorganismos son capaces de absorber cantidades considerables de Ca* y de

Mq? durante su metabolismo o bien adsorberios en la superficie de células muertas.
Esto podria indicar que dichos microorganismos servirian como nucluos de
cristalizacion de los cristales de aragonito. Segun él, ia fuente de carbono serfa el
CO, desprendido en ¢l metabolismo bacteriano, y el amenic, producido también
metabdlicamente, elevaria el pH hasta un vaior de 8,0. Ademas al disolver los
cristales con HCI diluido observé que el nicleo de estos lo ocupaba una bacteria
muerta.

Por otra parte, Krumbein (1974) observa yue el Aragonito prefiere a la célula
como lugar inical de cristalizacion, ya que al disolver ios agregados cristalinos soio
quedaban células muertas y materia organica amotfa.

Posteriormente, al realizar estudios de cristalogénesis bacteriana, Adolphe y
Marechal (1980), apuntan que la formacién de CaCO, no se debe a la agrupacion de
minerales alrededor de la célula bacteriana, sino que el crecimiento del cristal refieja




e! crecimiento bacteriano.

En 1980 Moarita sugiere que las bacterias actiian como nicleos de cristalizacion
sobre los que se produciria posteriormente una precipitacion abioldgica, en la que
pueden intervenir los microorganismos al provocar cambios en el medio (alteracion
del pH, produccién de CO, etc..) como consecuencia de su actividad metabdlica.

Novitsky (1981) rebate estas afirmaciones y afirma que la precipitacion activa
de CaCO, por bacterias marinas nunca ha sido demostrada.

Rivadeneyra ef al. (1985¢) estudian la influencia de la temperatura en Ia
formacién bacteriana de CaCO, y afirman que influye directamente por !a accién que ;

elerce sobre el metabolismo bacteriano.

Los mismos autores. (1985b) indican que la presencia de iones PO,> en el
medio ejerce un efecto inhibidor sobre ia precipitacion de carbonato.

Formacién de fosfatcs por bacterias

El fésforo se presenta fundamentalmente en !a naturaleza er: forma de fosfato,

soluble e insoluble.

Los fosfatos insolubles se presentan comunmente como apatito (Ca; (PO,),
(F,Ci,OH)), donde el radical libre puede estar representado por F, Ci u OH o por
combinacion de ellos. También se presenta como sales de Ca, Al, Fe y Mg.

El apatito se encuentra en ambientes marinos mientras que las sales de Ca,
Al, Fe y Mg son frecuentes en suelos y sedimentos.

Hutchison (1961), encontrdé que una cepa de Staphylococcus aureus
precipitaba fosfato céicico en diferentes medios de cultivo sélidos y sugirié que la
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cristalizacion estaba relacionada con una elevacion del pH. Piensa que se establece
una diferencia entre el centro de la colonia y el medio circundante de forma que ai
difundir los iones Ca* y PO,* desde el medio a la colonia precipitarian por efecto del
pH; por esta razdn los cristales se forman intracolonialmente.

Ennever et al. (1974 a) Relacionan los fosfolipidos con la formacion de apatito
“in vitro", y dicen que actian como productos intermediarios da la precipitacion. Esta
ultima afirmacion puede guardar relacion, en el caso de M.coralloides D, con el hecho
de que los microorganismos pertenecientes al género Myxococcus presenten mas
cantidad de fosfolipidos en la membrana externa que otras bacterias Gram negativas,
Ondorff y Dworkin (1980).

Precipitaciéon de estruvita por bacterias

La estruvita es el fosfato magnésico mayoritario asociado con actividad
bioldgica en ambientes naturales. Boggild (1911) lo encontré en sedimentos marinos
ricos en materia organica. También se ha observado en suelos de cementerios, de
astablos y en depdésitos de guano, todos ellos lugares ricos en materia crganica,
suelos que, por otra parte, son adecuados para el crecimiento y desarrolio de las
Myxobacterias.

Algunos autores opinan que la formacion de estruvita es un proceso quimico
comin ya que esta se forma cuando los iones magnesio, amonio y fosfato se
encuentran en solucion, Palache et al. (1951).

Handschuh y Orgel (1973b) afrman que al adicionar fosfatos al agua de mar,
si esta contiene mas de 0,01 M de iones NH,*, se produce precipitacion de estruvita.
Sugieren que su precipitacion puede deberse a un simple proceso de evaporacién
ocurrido en épocas pasadas.

La precipitacién bacteriana de estruvita es conocida desde que Robinson la
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describié en 1889 al observar su formacién por una cepa a la que llamé bacteria

pltrida fluorescens. También encontrd produccion de cristales de estruvita en cultivos
puros de Bacillus, de un hongo y de"ii‘na levadura. Robinson propuso que dicho

mineral es consecuencia de la liberacion al medio por los microorganismos de iones
NH,*, ya que este mineral es consecuencia de la combinacion de dichos iones con
el fosfato de magnesio existente en dicho medio de cultivo. Robinson asocia este
fenémeno con la aparicién de estruvita en la naturaleza.

En medios liquidos y sélidos S. aureus produce estruvita y esta precipitacion
se debe a un aumento de la concentracién de NH, en el medio de cultivo (Beavon y
Heatley, 1962). Estos mismos autores investigaron la influencia de los iones Ca®y
Mg? en la formacion de estruvita. Seguin elios la adicién de Mg* al medio da cultivo
tenia como consecuencia la aparicién de cristales de mayor tamafio y mas numerosos
mientras que la adicién de Ca™ tiene un efecto inhibidor en la formacion de dichos
cristales, llegandose incluso a impedir su formacion cuando la concentracion de este
ion es aita.

En 1975 Shinano y Sakai estudian el efecto de la concentraciéon de iones
magnesio en la precipitacion de carbonatos por Pseudomonas calciprecipitans y
obtienen estruvita al elevar la concentracion de Mg respecto a la de Ca®"

Cuando se alcaliniza el medio de cultivo por adicién de vapores de NH, se
observa la formacién de estruvita, pero cuando esa alcalinizacion se efectuaba por
adicién de tristilamina dicha precipitacién no se producia por lo que se deduce que
los ionas NH,* son esenciaies para la precipitacion de dicho compuesto cristalino
(Beavon y Heatley, 1962).

Estos autores también realizaron estudios con ofras especies bacterianas y
también encontraron precipitacién de estruvita para el caso de Pseudomonas, Proteus
y E. coli.
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En 1970 Malone y Towe obtuvieron precipitacién de estruvita a partir de
cultivos bacterianos de agua de mar sometidos a distinta aireacion, observando que
la aireacién influla de forma positiva sobre la precipitacion de estruvita.

Rivadeneyra et al. en 1983 estudiaron la precipitacion de estruvita por 96 cepas
bacterianas del suelo encontrando solo cuatre cepas que eran buenas formadoras de
dicho mineral y, ademas, que los iones Ca* dificultan e inhiben la formacién de
estruvita y ql.ie se produce un desprendimiento de iones NH,', tanto en las cepas
buenas formadoras como en las que no lo eran lo que induce a pensar que ademas
de dichos iones deben existir otros factores implicados en la formacion de estruvita.

Ferron Vilchez et al. en 1984 investigan la produccién de estruvita por 71
cepas aisladas del agua dulce y relacionan la preduccion con el medio de cuitivo
utilizado.

En 1984 Postgate obtuvo cristales de estruvita de un cultivo de Desulfovibrio.

Lucas y Prevot, en 1984 y 1985, obtienen precipitacion de estruvita en medios
marinos y lo atribuyen a la actividad bacteriana.

Rivadeneyera et al. (1985a), al estudiar la produccion de estruvita por
Azotobacter, obsevaron que solo se produce si se adiciona amonio al medio de cultivo
y sugieren que la cantidad de estruvita depende de la cantidad de amonio existente
en dicho medio de cultivo.

En 1989, los mismos autores, estudian la produccidn de estruvita por Yersinia

y encueniran que se produce una dpfima precipitacion cuando se cultivan entre 25°C
y 37°C.

En 1988, Adroher ef al. describen ia formacion de estruvita por Trypanosoma
cruzi y también la relacionan con la produccién de NH,* por el microorganismo.
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En 1988, Pérez-Gaicia ef al. estudian la produccion de estruvita por distintos
géneros de bacterias, concluyendo lo siguiente: La precipitacion de estruvita es mujor
si se adiciona al medio MgSO,-7H,0. La pracipitacién se favorece si se adiciona al
medio fosfato bipotasico a concentracion de 2 g/i. El pH idéneo es 7.5. Las
temperaturas 6ptimas son inferiores a 30°C.




OBJETIVOS

De acuerdo con estos antecedentes y dado que en nuestro laboratorio se venia
obseivando la aparicién de cristales, durante experiencias de mantenimiento v
conservacion de ciertas razas de M.coralloides D, nos animamos a aislarlos y
caracterizarlos. Para profundizar en el estudio de los mismos se marcaron lcs
siguientes objetivos.

A.- Estudios sobre la produccion de cristales por M. coralloides D.

1.- Investigacion de los componentes inorganicos del medio para la formacion
de cristales, estudiando para ello los parametros siguientas:

- Concentracion idénea de Fosfato.

- Fuente de magnesio. .
- Relacién éptima de (PO,>)/[Ma*).

2.- Investigacién de la influencia de factores fisico-quimicos sobre la
precipitacion de los cristales, tales como:

- Efecto del pH.
- Modalidad de cultivo, produccién en medios liquidos estaticos y en
agitacion y en medios sélidos.

B.- Aislamiento, purificacion y caracterizacion de los cristales.

1.- Aislamiento y purificacién de los cristales obtenidos en diferentes medios
de cultivo y condiciones experimentales ensayadas.

2.- Caracterizacion de los cristales purificados empieando para ello diversas




técnicas miicroanaliticas como son.

- Difraccion de Rayos-X.

- Microscopia electrénica de barrido.

- Microanalisis EDX

~ Microscopia electronica de transmision.

C.- Estudio de la influencia bacteriana en la precipitacion de estruvita
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MATERIAL Y METODOS
1.- Microorganismo

La cepa utilizada en la presente Tesis Doctorai ha sido Myxococcus coralloides
D (Corallococcus coralloides segun Reichenbach, 1981) obtenida, tras sucesivos

pases en medios liquidos y capaz de erecer de rmanera dispersa, & partir de la raza
silvestre, por Arias y Montoya (1978).

Esta cepa se caracteriza por presentar una rapida y pronunciada lisis al final
de la fase exponencial de crecimiento, cuandc es cultivada en medios liquidos.

2.- Medios de cuitivo

2.1.- Medios de mantenimiento y conservacién

2.1.1.- Medio Agar-Levadura

En este medio la mixobacteria utilizada fructifica muy bien, por lo que ha sido

utilizado fundamentalmente para la conservacion de M. coralloides D durante largos
periodos de tiempo ya que en los cuerpos fructificantes se encuentran las mixdsporas.
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Su composicidn es |a siguiente:

Levadura prensada de panaderia 1%
Agar purificado (Merck) 2%
Agua destilada

pH 7.2

Para su preparacion, la levadura prensada se suspende, previamente, en una
pequefia cantidad de agua destilada mediante la conveniente agitacién, a fin de
prevenir la formacién de grumos. El pH se ajusta con una solucion de NaOr en agua
destilada al 10%.

2.1.2.- Medio CTA

Este medio, cuya composicién se describe a continuacion, también se ha usado

para la conservacién del microorganismo, aunque en él no se produce fructificacion.

A pesar de ello, el microorganismo se mantiene viable durante varias semanas. La
siembra se efectué con asa de platine en estria.

Su composicién es la siguiente:
Bacto—-Casitone (Difco)

Agar purificado (Merck)

MgS0,7H,0

en tampon fosfato potasico 10 mM a pH 7,2,

2.1.3.- Medio CT
Este medio liquido, se ha usado para recrecimientos sucesivos del
microorganismo durante periodos cortos de tiempo. Por esta razén sdlo fue usado en

este sentido para la realizacion de experiencias de corta duracion.

Su composicién es similar a la del medio CTA pero en éi se ha prescindido del
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agar, y en el cual el pH es 6,5.

El mantenimiento del crecimientc vegetativo de M. coralloides D se llevé a cabo
mediante transferencias periddicas en este medio, dado que esta bacteria muestra
una buena capacidad para crecer en medio liquido de forma dispersa.

2.1.4.- Glicerol

Para poder asegurar el mantenimiento y conservacion de este microorganismo
se procedio de la siguiente manera: células de un cuiltivo en fase exponencial de
crecimiento eran recogidas por centrifugacion y resuspendidas en medio CT
adicionado de glicerol al 50%, el cual induce la formacion de mixdsporas. Estas

pueden ser mantenidas congeladas durante afos a -80°C.

2.1.5.- Tierra estéril

Por Gitimo, el mantenimiento durante afnos también se consigue mediante su
conservacion en tierra estéril, para lo cual se esteriliza tierra rica en materia organica
tamizada, a la que se adicionan 5 ml de cultivo de M. coralloides D de 50 horas por
cada 20 g de tierra, dejando secar, posteriormente, por evaporacion.

2.2.- Medios de crecimiento bacteriano y produccién de cristales

Para la produccién de cristales se han utilizado medios liquidos y sdlidos,
partiendo de la composicion basica de los medios de cultivo universales usados para
M. coralloides D, el medio CT, cuya composicién se ha indicado en el apartado 2.1.3.,
y el medio TT, cuya composicién se detalla méas adelante, y en los que se han
introducido variantes en cuanto a:

Distintos valores de pH.
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Distintas concentraciones de fosfatos.
Distintas fuentes de magnesio.
Distintas relaciones fosfato/magnesio.

2.2.1.- Medios liquidos

Todos los medios descritos a continuacion fueron utilizados en experimentos
encaminados a la produccion de cristales y, el medio CT también se utiiizé, como se
ha descrito en el apartado 2.1.3., para el mantenimiento del microorganismo.

Medio CT

Su composicion ya ha sido descrita.

a) Variantes en cuanto al pH utilizado:
Medio CT-1 pH 6,0
Medio CT-2 pH 6,8
Medio CT-3 pH 7,2
Medio CT-4 pH 7,6
Medio CT-5 pH 8,0

b) Variantes en cuanto a la [PO,*] utilizada:
Medio CT-6 [POY] 5 mM

Medio CT-7 [PO.>] 20 mM

Medio CT-8 [POZ] 30 mM

Medio CT-9 [PO,¥] 50 mM

c) Variantes en cuanto a la fuente de magnesio utilizada:

Medio CT-10.-
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De composicién similar al medio CT en el que se ha sustituido el MgSO,-7H,0
por de MgCl,-6H,0, pH 6,5.

Medio CT-11.-
De composicidn similar al medio CT en el que se ha sustituido el MgSO,:7H,0
por de (MgCO,),-Mg(OH),-5H,0, pH 6,5

Medio CT-12.-
De composicion similar al medio CT en el que se ha sustituido el MgSO,-7H,0
por de Mg(CH,-CO0),-4H,0, pH 6,5.

Nota.— En todos los medios de los apartados 2.2.1 a, b y ¢, la [Mg?*] fue de
4,06 mM.

d) Variantes en cuanto a la relacién [P0 ) [Mg*]

Medio CT-13.-

En él la relacién [PO,>)/[Mg*] es 10mM/10mM.
Medio CT-14.-

En él la relacién [PO,>)/[Mg*] es 10mM/15mM.
Medio CT-15.-

En &l la relacién [PO,*}/[Mg*] es 10mM/20mM.
Medio CT-16.-

En él la relacién [PO,>]/[Mg*] es SmM/10mM.
Medio CT-17.-

En él la relacion [PO,>)[Mg*] es 15mM/10mM.
Medio CT-18.-

En él ia relacién [PO,>)/[Mg*] es 20mM/10mM.

En el medio CT, a partir del cual se han desarrollado todas ias variantes de
este apartado, la relacién [PO,*>)[Mg*] es 10 mM/4,06 mM.
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Medio TT

Su composicion es la misma que la del medio CT pero en este caso se
sustituye el Bacto-Casitone (Difco) por una cantidad igual de Tripticasa peptona

(BBL).

a) Variantes er cuanto al valor de pH utilizado:

Medio TT-1
Medio TT-2
Medio TT-3
Medio TT-4
Mecio TT-5

pH 6,0
pH 6,8
pH 7,2
pH 7.6
pH 8,0

b) Variantes en cuanto a la [FO,>] utilizada:

Medio TT-6
Medio TT-7
Medio TT-8
Medic TT-9

[PO>] 5mM
(PO,>] 20 mM
[PO*] 30 mM
{PO.¥| 50 mM

2.2.2.- Medios sdlidos

Los medios descritos a continuacian fueron utilizados en aquellos casos en los
que se pretendia obtener crecimiento vegetativo de M. corailoides D asi como en
algunas experiencias destinadas a la obtencion de cristales en medio sélido.

Medio CTA. Descrito anteriormente

Medio TTA

Su composicion es la misma que ia del medio CTA pero en este caso se
sustituye el Bacto-Casitone (Difco) por Tripticasa peptona (BBL) en igual proporcion.

3.- Técnicas de cultivo
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3.1.- Condiciones de cultive
Cabe resumir que se realizaron en medios sélidos y liquidos, y en estos ultimos
en reposo y en agitacién. La incubacion se realizé a 28°C y, en todos los casos, los

cultivos se llevaron a cabc en aerobiosis.

Las condiciones de cultivo, y segun los distintos experimentos a que iban
destinadus, se detallan a continuacion:

3.1.1.- Cultivos en medios liquidos

a) Cutivos en agitacién

a.1) En tubos de ensayo de 10 x 130 mm, con 3 m! de medio. La agitacion se
efectud en agitador Certomat-R, Brawn, a 160 rpm.

La inoculacién se efectué con 0,1 mi du cultivo de 50 horas.

a.2) En matraces erlenmeyer de 250 mi con 100 mi de medio. La agitacién se
efactud en agitador New-Brunswich, a 220 rpm. La inocuiacion se hacia con 3,3 mi
de cultivo de 50 horas.

b) Cuitivos en reposo

Los cultivos en reposo se ilevaron a cabo tanto en tubos de ensayo como en

matraces, y la inoculacién se efectud de igual manara que en los casos de cultivos

en agitacion.

3.1.2.- Cuitivos en medio séiide

Se llevaron a cabo en placas de Petri de 90 mm de didémetro adicionadas de
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20 ml de los distintos medios de cuitivo. Para ia obtencién de cristales la inoculacion
se hizo depositando, sobre la superficie del medio, gotas de 5 pl de un cultivo de 50
horas en agitacion.

3.1.3.- Cultivos con membranas de celofén

Las técnicas que se describen en este apartado son originaies de este trabajo
y se han desarrollado para la investigacion presentada en esta memoria. Se han
utilizado membranas de celofan (Sadipal), tanto en medios liquidos como en medios
sélidos, que permiten la difusion de distintos iones y componentes del medio de
cultivo, pero no de las células.

a) Liquidos

Se prepararon matraces erlenmeyer de 250 mi con 80 ml de medio de cultivo.
Las bolsas de celofan eran preparadas aparte y en las que se introducian 20 mi del
mismo medio que, una vez cerradas herméticamente, se depositaban en el matraz
(véase Figura 2a). A continuacién se ilevaba a cabo la esterilizacion en autoclave de
la forma habitual.

La inoculacién se hacia con 3,3 mi de un cultivo de 50 horas, como en los
casos descritos anteriormente. Esta técnica permitia el crecimiento de la bacteria en
el medio de cuitivo exterior a la bolsa de celofén, e impedia el desarrolio de la misma
en su interior.

b) Sélidos

Con ia misma finalided, se puso a punto una técnica consistente en depositar
sobre la superficie del madio de cuitivo una lamina de celofan, de las mismas
caracteristicas que el mencionado paLra medios liquidos, previamente esterilizada, y
efectuar la inoculacién depositando gotas de 5 i de cultivo de 50 horas sobre la
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superficie del celofan (véase Figura 2b).

Para determinar la variacién del pH del medio al otro lado de la lamina de
celofan, se introdujo una variante, consistente en adicionar un indicador de pH, el rojo
fenol al 0,2% que se prepard de la siguiente forma: se disuelven 0,2 g de rojo fenoi
en 56,4 mi de una solucién de NaOH 0,01 N y se completa hasta 100 mi con agua
destilada. De ia disolucién resultante se afiaden 6 mi por litro de medio de cultivo. Eli
rojo fenol tiene la particularidad de virar del amarillo al rojo cuando el pH aumenta,
para valores de pH comprendidos entre 6,8 y 8,4.

7 2N

Figura 2.- Técnicas de cuitivo utilizando membranas de celofan. a) medios
liquidos. b) medios sélidos
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3.2.- Medidas de crecimiento bacteriano

Se llevaron a cabo, a intervalos de tiempo variables segun los distintos
experimentos, determinandose medidas de tipo turbidimétrico, mediante la medida de
los valores de absorcion a 650 nm en un Spectronic 20 D. Las determinaciones se
hicieron en cultivos liquidos en tubos de ensayo.

3.3.- Medidas de pH

Se efectuaron con un pHmetro Crison micro pH 2001.

4.- Técnicas de recuperacién, aislamiento y purificacién de los cristales

4.1.- Producidos en medios sélidos

Se cultivd M. coralloides D en placas de Petri adicionadas de los distintos
medios de cultivo. ‘

Se llevaron a cabo bajo dos formas distinta de cuitivo:

La primera de eilas, inoculando directamente sobre el medic de cultivo, de
manera que los cristales aparecian parciaimente incluidos en el medio y para su
recuperacion era necesario fundir dicho medio a 100°C durante 10 minutos. Una vez
fundido, se procedia a realizar distintos lavados con agua destilada hasta que los
cristales quedaban limpios de restos de medio, se colocaban en una placa de Petri
que previamente se habia tarado y se dejaban secar a temperatura ambiente hasta
eliminar toda el agua. Posteriormente s.e volvia a pesar la placa y, por diferencia de
pesadas se cbtenia el peso de cristales producido por los cultives correspondientes.

La segunda, en el caso de haber usado lamina ds celofan sobre la supeificie

o,
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del medio, daba como resultade que los cristales sdlo se producian sobre la superficie
del celofan, con lo cual la recuperacién era mas sencilla, pues bastaba con retirar la
lamina de celofan y lavaria, en vaso de precipitados, con agua destilada, hasta que
se desprendian los cristales. Estos, después se sometian a varios lavados cor agua
destilada para eliminar los restos bacterianos. Posteriormente se procedia igual que
en el caso anterior.

4.2.- En medios liquidos

Cuando M. ooralbidos D era cultivade en medio liquido se seguia el siguiente
método. Los tubcs 0 matraces se decantaban para eliminar el medio de cuitivo
sobrante y los cristales se lavaban repetidas veces con agua destilada hasta que
quedaban limpics. Se recogian postericrmente en placa de Petri y se seguia el mismo

proceso que en el caso de los medios sdlidos.

La recogida de los cristales se rsalizaba a los 10-12 dias, en el caso de
cultivos en agitacién, y a los 20-22 dias, en el caso de los cultivos en reposo.

5.- Identificacion de los cristales
5.1.- Técnicas de Microscopia

5.1.1.- Microscopia 6ptica

Se utilizé un microscopio Leitz binocular.

También se utilizé una lupa binocular de la marca Wild Heerbrugg.

El equipo de fotograffa utilizado también fue de la marca Wild Heerbrugg.
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5.1.2.- Microscopia electrénica

a) Microscopia electrénica de barrido

La microscopia electrénica de barrido se utilizo con dos finalidades: realizar
microandlisis por energia dispersiva de rayos Xy observacion de alta resolucion.

Las muestras fueron vaporizadas con carbono y analizadas en un microscopio
electrénico de barrido (Zeiss DSM-950) equipado con un sistema de microanalisis por
energia dispersiva de rayos-X EDX (Link QX 2000). Las muestras fueron excitadas
a 20 Kv y los espectros recogidos a través de ventana de Berilio.

Cuando se trataba de observar la morfologia de los cristales, las muestras se
metalizaron con oro, lo gue permite la obtencion de fotografias de mas calidad.

b) Microscopia electrénica de transmision

Se utilizé un microscopio electronico de transmision EM 902 Zeiss de 80 Kv,
dotado de equipo de difraccion en las pruebas encaminadas a localizar los posibles
puntos de inicio ue la cristalizacion. Para ello se tomaron muestras de cultives de M.
coralloides D de 15, 30 y 45 horas, en las cuales aln no habia comenzado la lisis y
tampoco eran visibiss los cristales. En cada caso se preparé una muestra sin diluir
y otra diluida al 10% en aga destilada. Las muestras se sometieron a un proceso de
incubacién en rejillas de cobre de malla 300, recubiertas de una lamina de formvar.
Una vez lavadas en agua destilada se les hizo una tincion negativa con acetato de
uraniio al 1% durante 30 segundos y se procedié a su observacion con TEMy a la
realizacion de difraccion de electrones.

5.2.— Andlisis de Difraccion de Rayos-X

Para la identificacion de ios cristales, las muestras fueron analizadas por
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difraccion de Raycs-X (DRX). Se ha utilizado un difractémetra Philips PW 1730,
dotado de contador de centelleo y discriminador de altura de impulsos, operando bajo
las siguientes condiciones: 35 Kv de tensién, 40 mA de int..._ dad, anticatodo de Cu,
monocromador de grafito, r r:dija de ventana de 1° y velocidad de exploracién 2°/min,
sensibilidad v y constante de tiempo 2. El estudio se ha realizado sobre muestra
total_ aplicando &l método de polvo, sobre portamuestras plano. Los diagramas se han
rodado entre 2 y 65° 2 6. Las muestras fueron molidas en mortero de agata.

Sobre los difractogramas se realizé la identificacién de las fases cristalinas
presentes, de acuerdo con los natrones de referencia de los perfiles de difraccién
(McClune, 1989).
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Apéndice.- Relacién de impurezas resefiadas en distintos productos
utilizados en la prepa.acion de los medios de cuitivo.

Fosfato potasico monobaésico

N

0,005%
0,005%
0,01%

0,0001%

0,05%
0,003%
0,003%

Sulfato magnésico

0,005%
0,001%
0,005%
0.0001%
0,01%
0,002%
0,001%
0,002%
0,002%

Acetato magnésico

Cl
P
NH, +

0,005%
0%

0%
0,0003%
0,05%
0%
0,001%
0%
0,001%
0,001%
0,01%
0,005%
0,005%
0,05%
0,1%

Fosfato potasicodibasico.

N
Cl
S
As
Ca
Fe
Pb

0,001%
0,001%
0,005%
G,0001%
0%
0,001%
0,005%

Carbonato magnésico

Cl
P
NH,+
As
Ca
Cu
Fe
Ni
Pb
N
S

0,05%
0,005%
0%
0%
0%
0,01%
0%
0,01%
0,01%
0%
0,1%
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1.- Produccién de cristales por Myxococcus coralloides D en los medios
de cultivo habituales de esta bacteria

En estos experimentos, que se pueden considerar como introductorios al
trabajo desarroliado en esta memoria, se investigo la produccion de cristales en los
medios usados habituaimente para el crecimiento de esta bacteria. Asi, se ensayo la
produccién en medios liquidos CT y TT y sdlidos CTA y TTA.

Los cultivos liquidos se lievaron a cabo en agitacion y reposo, en matraces
erlenmeyer de 250 ml y los sélidos en placas de Petri. La incubacion se realiz6 a

28°C.

En todos los casos se deiectd ' roduccion de cristeles, que eran incoloros ¥

transparentes, y cuya aparicion se observaba, a simple vista, 2 los 4 0 5 dias de

incubacion en los medios sdlidos, y a partir de la lisis de los cultivos en los medios
liquidos. En caso de cultivos en agitacién pueden ser visibles a partir de las 70 horas,
y en el caso de cultivos estacionarios su aparicion se retarda hasta, al menos, 10
dias. Estos cristales eran insolubles en agua y soiubles en HCI diluido (HC! al 10%).
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La recogida y purificacién se llevo a cabo como se describe en el apartado 4
de Material y Métodos. Esto llevé consigo que, en el caso de los cristales producidos
en medios sélidos, al ser calentados a 100°C durante 10 minutos, para fundir el agar,
los cristales se volvieran opacos.

En todos los casos los cristales se estudiaron para caracterizarios, utilizandose,
segun se describié en el apartado 5 de Material y Métodos, las siguientes técnicas:

Microscopfa dptica.

Microscopia electronica de barrido (SEM).

Microandlisis por energla dispersiva de rayos X (EDX).

Difraccién de rayos X.

Los resultados de las pruebas de microandlisis y difraccion de rayos~X se dan
en el apartado 3 de esta seccion de Resultados. Como se vera alli se trataba de
estruvita, y los cristales producidos en medios sélidos, como consecuencia del
proceso de extraccidn, se amorfizaron.

En los medios sélidos ensayados, CTAy TTA, los cristales se obsarvan (Figura
3), fundamentaimente, en la parte superior del medio de cuitivo, parcialmente incluidos
en el agar y mas o menos cubiertos del cultivo bacteriano. Ademas, la casi totalidad
de ellos aparecen en el &rea cubierta por la gota depositada. Como puede verse en
las figuras 3a y 3b, la morfologia es diferente dependiendo de que se utilice, como
fuente de carbono y nitrégeno, Bacio—-Casitone en el caso de! medio CTA o Tripticasa
peptona en el del medio TTA. En ios medios liquidos también se puede observar
diferente morfologia en ios cristales producidos en medios CT y TT (Figura 4) y segin
se hayan obtenido en agitacién ¢ en repaso,




Figura 3.- Cristales producidos en medios sdlidos. a) En medio CTA. b) En
medio TTA. (amplificacion x 17,6). Puede observarse que los cristales aparecen en
el area cubierta por el crecimiento bacteriano.




Figura 4.- Cristales producidos en medios liquidos segin se observan con
SEM (ZEISS, DSM 950). a) En medio TT con agitacién. b) y ¢) En medio TT sin
agitacion. d) En medio CT sin agitacién. ) En medio CT con agitacion. Barras: a: 20
um; c, e: 50 ym; b, d: 100 um.
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A la vista de estos resultados Y, en concreto, el hecho de la amorfizacién de
los cristales provenientes de medios sélidos debido al proceso de extraccion, para los
estudios posteriores, se decidié utilizar medios liquidos.

En los apartados siguientes se estudiara la influencia de las condiciones
culiurales y otros aspectos en la produccién de cristales de estruvita por M.
coralloides D.

2.- Infiuencia de las condiciones culturales en la preduccion de cristales
por M. coralloides D

Para el desarrolio de las experiencias resefiadas en este capitulo se utilizaron,
en paralelo, tubcs de ensayo y matraces erlenmeyer. Los cultivos en tubos tenian
como objeto de llevar a cabo las medidas de densidad dptica encaminadas a obtener
las curvas de crecimiento en agitacion, y los cultivos matraces para la posible

obtencién de cristales, en agitacién y reposo, salvo los casos que se indican mas
adelante y come se ha descrito en e apartado 3 de Material y Métodos.

En todos los casos, la incculacién se hacia a partir de un cultivo de M.
ceralloides D de 50 horas, utilizando como indculo 0,1 ml en el caso de los tubos y
3,3 ml en el caso de los matraces. Los datos obtenidos corresponden a la media de,
al menos, cinco medidas. También en todos los experimentos resefados se llevaron,
en paraleio, contrnles sin inocular.

En este apartado se dan los resultados de la influencia de las cordiciones
culturales ensayadas sobre el crecimiento y la produccion cuantitativa de ciistales,
Los estudios cualitativos de los mismos se dan en el apartado 3 de esta seccion de
Resuitados.




2.1.- Influencia del pH

Para llavar a cabo este estudio se escogieron los medios CT y TT, ambos con
una concentracion de fosfatos de 10 mM, que es la molaridad habitual de los medios
de cultivo de esta bacteria.

Las variantes de pH ensayadas fueron 6,0; 6,5; 6,8; 7,2; 7,6 y 8,0, tanto en los
medios variantes del medio CT como en los variantes del medio TT. Para allo se
cultivd M. coralloides D en los medios CT, CT-1, CT-2, CT-3, CT-4 y CT-5, por un
lado y en los medios TT, TT-1, TT-2, TT-3, TT-4 y TT-5 por otro. Se obtuvieron las
curvas de crecimiento de M. coralloides D y se realizé un estudio cualitativo y
cuantitativo de los cristales producidos. Las curvas de crecimiento obtenidas se dan
en las figuras 5 y 6.

Como puede verse, para el crecimiento de esta bacteria los medins mas

idéneos son el medio CT, en el caso de los medios con Bacto-Casitone, y el medio

TT en el de los medios con Tripticasa peptena. En ambos el pH inicial es 6,5. La lisis
se retarda en aquellos medios en los que el pH inicial es mayor y ademas se observa
menor crecimiento bacteriano cuando nos alejamos de los valores proximos a pH 6,5;
de manera que a pH de 8,0 el microorganismo apenas crece.

En cuanto a la cantidad de cristales producides, también coincide, que las
condiciones de cultivo que propician una mayor produccién se dan en el medio CT.
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Figura 5. Curvas de crecimiento de Myxococcus coralioides D en los medios
CT pH 6,5 (+), pH 6,0 (w), pH 6,8 (+), pH 7,2 @), pH 7,6 () y pH 8,0 ().




D.O. a 650 nm

L=
by

b
—

80 100
Tiempo en horas

Figura ¢.- Curvas de crecimiento de Myxococcus coralioides D en los medios
TT pH 6,5 (+), pH 6,0 {s), pH 6,8 (+), pH 7.2 (O ), pH 7,6 (x) y pH 8,0 (0.
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En la Tabla 1, se dan los datos mas relevantes para la comparacion del
comportamiento del microorganismo a los distintos valores de pH ensayados.

—
pH pH Maxima Inicio g cristales/
wicial D.O. 650 nm de lisis 100 ml

6.0 8,0 0,498 43 h 0,08

6,5 8,6 1,217 S0 h 0.120

6,8 8,6 1,120 50 h 0,10

72 8,0 0,520 70h 0,08

76 76 0,228 70h 0,04

8,0 8,0 0,063 91 h trazas

6,0 72 0,456 43 h 0,07

6,5 8,8 1,103 S0r 0,11

6.8 8,6 0814 50 h 0,008

72 78 0,429 70h C,07

76 it 0,198 70h 0,03

8,0 8,0 0,035 91 h trazas

Tabla 1.- Resumen de los resuitados obtenidos en medios de cultivo en los que
varia el pH inicial. En las diferentes columnas 5@ muestran la variacion de pH, el
maximo crecimiento alcanzado, el comienzo ce la lisis y la cantidad de cristales

obtenidos. En todos los casos la [PO,*] era 10 mi.

Como pueue observarse, en todos los medios ensayados se produjo una
alcalinizacion, pues las medidas de los valores de pH tomadas después de |a lisis asi




Resurtados 86

lo mostraban, siendodchaalca!inlzadénmisacusadaanaqueliosmedlosdoculﬂvo
en los que el pH inicial era més &cido, particularmente en los medios con pH 6,5.

Comparando los resultados obtenidos en los medios con Bacto-Casitone con
aquelios otros obtenidos en los medios con Tripticasa peptona se puede observar que
en los primeros se produce un mayor crecimiento. En los tubos sin inocular,
empleados como control comparativo, no se observo ia aparicion de cristales.

2.2.- Influencla de la concentracién de fosfato

Se han ensavado medios de cultivo con concentraciones de fosfato que van
de 5 mM hasta 50 mM. Los medios utilizados fueron CT, CT-6, CT-7,CT-8y CT-9
en los que la fuente de carbono y nitrogenu era Bacto-Casitone y TT, TT-6, TT-7,
TT-8 v TT1-9 en ios que dicha fuente era Tripticasa peptona. Las curvas de
crecimiento se dan en las figuras 7 y 8.

Como puede obssrvarse, eni cuanto al crecimiento, las condiciones 6ptimas se
obtienan a conceniraciones de fosfatos de 10 mM, tanto en aquellos Imedios que
llevan Bacto-Casitone como en aqualios otros Gue van adicionados de Tripticasa
peptona. :

La lisis se adelanta en aquellos cultives con concentraciones de fosfato
menores de 10 mM y se retarda en aquellos otros con concentraciones superiores.
Ademés, dicha lisis es mas lenta cuanto mayor es la concentracién inicial de fosfatos,
y la cuantificacién indica que las mejores cantidades de cristales se obtienen en los
medios en los que el crecim’ento fue mayor, y que coincidian con aquallos que tenfan -
una concentracién de fosfatos de 10 mM.
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" Figura 7.- Curvas de crecimiento de Myxucoccus coralioides D en los medios CT 1C
mM (+); CT-6, 5 mM (=); CT-7, 20 mM (s); CT-8, 30 mM (O) y CT-8, 50 mM (x).
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Figura 7.~ Curvas de crecimiento de Myxococcus coralloides D en los medios CT 10
mM (+); CT-6, 5 mM (=); CT-7, 20 mM (=); CT-8, 30 mM (Q) y CT-9, 50 mM (x).
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Figura 8.- Curvas de crecimiento de Myxococcus coralloides D en los medios
TT 10 mM (+); TT-6, 5 mM (s); TT-7, 20 mM (»); TT-8, 30 mM (D) y TT-8, 50 mM
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En la Tabla 2, se recogen, para mayor claridad y facilidad de comparacion los

resultados de los experimentos de este apartado.

Medios [POX]

pH

Méaxima
D.0. 650 nm

Inicio de
lisis

g cristaies/

5mM

8.4

0,512

43h

10 mM

8,6

1,217

50 h

20 mM

8,2

1,008

70 h

30 mM

7.4

1.020

70 h

50 mM

7,4

0)937

70 h

5mM

8,3

0,498

43 h

10 mM

8,4

1,103

50 n

20 mM

8,2

0,956

70 h

30 mM

75

0,982

70h

50 mM

75

0,812

70h

Tabla 2.- Resumen de los resultados obtenidos en diferentes medios de cultivo

en funcién de la [PO, ). En las diferentes columnas se muestran las variaciones de

pH, la méaxima D.O. alcanzada, el comienzo de la lisis y la cantidad de cristales

obtenidos. El pH Inicial fue en todos los casos 6,5.

23.- Influencia de la fuente de magnesio

Para los ensayos de este apartado se utilizaron como fuentes de magnesio las

siguientes sales: sulfato, cloruro, carbonato y acetato de magnesio. El objeto era

comparar el comportamiento del microorganismo en cuanto a ia produccion de
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cristales, seglin cual fuera la fuente de magnesio utilizada, con la fuente utilizada
habitualmente en el medio CT, el MgSO,:7H,0. Este compuesto, como se ha descrito
previamente, se emplea a una concentracion de 0,1%, lo que equivale a un aporte
de ion Mg* al medio de cultivo de 4,06 mM. Al objeto de poder realizar la
comparacién del comportamiento sobre la base de un mismo aporte de magnesio, las
distintas fuentes ensayadas fueron las siguientes:

MgCl,-6H,0 [Mg®*] 4,06 mM
MgCO, [My?] 4,06 mM
Mg(CH,-C00),4H,0  [Mg*] 4,06 mM

que se corresponden con los medios CT-10, CT-11 y CT-12 respectivamente, segun
se describié en el apartado 2.2.1. de Material y Métodos. Los resultados obtenidos de
estos experimentos se muestran en la Figura 9. Como puede verse el crecimiento
6ptimo se da con el medio CT, y también es en ese medio, cuya fuente de magnesio
es el MgSO,:7H,0, en el que se obtiene la mayor produccion de cristales. (Ver tabla
3).

La lisis se produce en el mismo tiempo en el medio CT-10 que en el medio

CT, sin embargo en el medio CT-12, cuya fuente de magnesio es el Mg(CH,-
CO00),4H,0, la lisis se retarda considerablemente, no comenzando hasta las 91
horas después de la inoculacién. En el medio CT-11, cuya fuente de magnesio es el
MgCO,, se observa un crecimiento muy pobre en comparacion con el del medio CT,
y ademas, la lisis se retarda alin mas que en el caso anterior, no comenzando hasta
las 130 horas después de la inoculacion.
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Figura 9.- Curvas de crecimiento de Myxococcus coralioides D en los medios
CT, CT-10, CT-11 y CT-12, cuyas fuentes de magnesio son respectivamente sulfato
(w), cloruro (+), carbonato (O) y acetato de magnesio (=).
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En la Tabla 3 se da un resumen de los datos principales del comportamiento
de M. coralloides D en este grupo de experimentos, para facilitar su comparacion.

Fuente

magnesio

Inicio
de lisis

g cristales/
100 ml

sulfato

50 h

0,12

cloruro

50 h

0,09

carbonato

130 h

trazas

acetato

91 h

0,055

Tabla 3.- Resumen de los resultados obtenidos en medios de cultivo en los
que varia la fuente de magnesio. En las diferentes columnas se muestran la variacién
del pH, el maximo de D.O. alcanzada, el comienzo de la lisis y la cantidad de cristales
obtenidos. Todos los medios de cultivo utilizados en estos ensayos tenian pH inicial
6,5. y una concentracion de fosfato de 10 mM.

2.4.- Influencia de la relacién [PO,>J[Mg*']

Para comprobar la influencia de la concentracion relativa de iones fosfato y
magnesio en el medio de cultivo sobre la produccion de cristales, se eligié en primer
lugar, como fuente de magnesio, sulfato magnésico, ya que, como se deduce de los
experimentos del apartado 2.3., es la fuente de magnesio mas idénea para la
produccion de cristales por esta mixobacteria, y en segundo lugar las siguientes
relaciones [PO,>}/[Mg*]: 1/0.4; 1/1; 1/1,5; 1/2; 0,5/1; 1,5/1 y 2/1; correspondientes a
los medios CT, CT-13, CT-14, CT-15, CT-16, CT-17 y CT-18, y que se
corresponden, también respectivamente, con las relaciones de molaridad siguientes:
10 mM/4,06 mM, 10 mM/10 mM, 10 mM/15 mM, 10 mM/20 mM, 5 mM/10mM, 15
mM/10 mM y 20 mM/10 mM, segun se describié en el apartado 2.2.1. de Material y
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Métodos. Las curvas de crecimiento obtenidas pueden verse en la figuras 10 y 11.

En la Tebla 4 pueden encontrarse los datos mas relevantes de este grupo de
experimentos para llevar a cabo su comparacion.

Tabla 4.- Resumen de los resultados obtenidos en medios en los que varia la
relacién [PO,>)/[Mg?]. En ias diferentes columnas se muestra la variacion de pH, la
[PO,>], la [Mg*], la proporcién entre ambos iones, la méxima D.O.alcanzada, el inicio
de la lisis y la cantidad de cristales obtenidos.

El pH inicial en todos los casos fue 6,5. La fuente de magnesio utilizada fue
sulfato magnésico.
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Figura 10.- Curvas de crecimiento de Myxococcus coralloides D en los medios
CT, CT-13, CT-14 y CT-15, cuyas relaciones de molaridad [PO,>)/[Mg*] son
respectivamente: 10 mM/4,06 mM (=}, 10 mM/10 mM (+), 10 mM/15 mM (=) y 10
mM/20 mM (0). '
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Figura 11.- Curvas de crecimiento de Myxococcus coralloides D en los medios
CT-13, CT-16, CT-17 y CT-18, cuyas relaciones de molaridad [PO,>}/[Mg*'] son
respectivamente: 10 mM/10 mM (s), 5 mM/10 mM (+), 15 mM/10 mM (=) y 20 mM/10
mM (D).
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3.- Identificacién de ios cristales producidos. Estudios microanaliticos

Para llevar a cabo la identificacion de los cristaies producidos, se utilizaron las

- » ‘\.a o
-.

siguientes técnicas:

Difraccion de rayos X.
Microandlisis mediante EDX-SEM.
Observacion mediante microscopia electrénica de barrido (SEM).

Mediante estas técnicas se han estudiado los cristales producidos an todos los
medios, excepto en los casos de los medios CT-5, CT-6, CT-8, CT-8, CT-11, TT-5,
TT-6 y TT-9, en que solo se realizd microanalisis (EDX) y observaciéon con SEM
debido a que la pequena cantidad de cristales que se producian no permitia llevar a
cabo la difraccion de rayos X.

Para poder obtener la cantidad de cristales requerida para los estudios de
difraccion de rayos X, se procedio a cultivar la bacteria en matraces erlenmeyer de
250 ml de capacidad a los que se adicicnaban 100 mi del medio de cultivo
correspondiente, llevandose a cabo, en cada caso, cultivos de entre 3 y 5 matraces.

En principio los cultivos se iniciaron llevando en paralelo matraces en agitacion
y otros en reposo con el mismo medio de cultivo. Ne obstante, se observé que los
cristales producidos en agitacion aparecian mucho méas impregnados de los restos
procedentes de la lisis celular y que era, en algunos casos, imposible limpiarlos, por
lo que se decidié realizar los experimentos restantes sélo en reposo.

En ia Tabla 5 se indica los cultivos que se realizaron en agitacion y en reposo
o sdlo en reposo, para la obtencion de los cristales. Cabe destacar las siguientes
observaciones. En los cultivos en reposo, y puesto que la bacteria produce velo, este
puede observarse sobre la superficie del medio de cultivo, permaneciendo aln
después de producirse la lisis de las células. Pues bien, los cristales, aunque en su
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mayoria se depositaban en el fondo del matraz, también se observaban flotando en
la superficie inmersos en el velo mencionado. No obstante, un ligero movimiento del
matraz, provocaba su precipitacién al fondo.

Agitacién Agitacion

cT + S

CT-1 +

CT-2

CT-3

CT-4

CT-5

CT-6

CT-7

CT-8

CT-9

CT-10

CT-11

CT-12

I CT-13

CT-14

Tabla 5.- Métodos de cultivo utilizados para la produccién de cristales en los
distintos medios de cultivo liquidos. El signo - indica que no se realizé cultivo en esas
cendiciones. El signo +, cultivos realizados.
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En cugnto & cultives en medios sdlidos, debido a que para extraer los cristales
del medio de cultivo, era necesario fundir el agar, y que, como se indicd en el
apartade 1 de esta seccion de Resultados, este proceso los deshidrataba, no se
llevaron a cabo variantes para la obtencion en este tipo de medios, saivo la utilizacién
de membranas de celofan, cuyos resultados se describen mas adelaite en el
apartado 6.

En relacién a la difraccién de rayos X, en todos los casos se encontré que se
trataba de estruvita, y en algunos casos, que se estudian en el apartado 4 de esta
seccién de Resultados, aparecian pequefias cantidades de otros minerales. Los
difractogramas de rayos X correspondientes a la estruvita se muestran en las figuras
12, 13, 14y 15. En la Figura 16, se muestra un difractograma de estruvita amorfizada.

Mﬂw \

40 30 2 0 16
20
Figura 12.- Difractograma de rayos X de cristales obtenides cultivando

Myxococcus coralioides D en medio CT en agitacion.
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Figura 14.- Difractograma de rayos X de cristales obtenidos cuitivanco
Myxococcus coralioides D en medio TT en agitacion.




Figura 15.- Difractograma de rayos X de cristales obtenidos cultivando
Myxococcus coralloides D en medio TT en reposo.




Figura 16.- Difractograma de rayos X de cristales obtenidos cuitivando
Myxococcus coralloides D en medios sdlidos.

En cuanto a la observacién con SEM, se encontraron, segin los casos,
morfologias tipicas de cristales de estruvita, y, en muchas ocasiones, junto con las '
formas cristalinas aparecian formas como pelos, tibulos o cintas. Dichas formas no
cristalinas se observaron en ios medios CT-2, CT-4, TT y TT-2,

Los distintos tipos de cristales observados se tratan en el apartado 5 de esta
seccion de Resultados.
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En la Tabla 6 se indica el origen de los distintos cristales analizados, asi como

las pruebas de identificacién realizadas en cada caso.

CT-8

Ccr-9

CT-10

CT-11

CT-12

CT-13

CT-14

CT-15

Tabla 6.- Origen de los cristales y pruebas de identificacion realizadas en cada
caso. El signo +, indentificacién realizada; -, no realizada.
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En la Figura 17, se dan los distintos diagramas de dispersién de rayos X. Los
diagramas 17a y 17h corresponden a los cristales obtenidos en todos los medios de
cuitivo. Sin embargo, en el caso de las formas tubulares, piliformes o de cintas, los
elementos que aparecen son, junto con el P y el Mg propius de la estruvita, Al, Si, S,
Cl, Na y Ca. Ya no se trata por tanto de estruvita, sino de concreciones de otros iones
que adoptan las formas observadas. Los diagramas obtenidos se dan en la figura 17
(17b a 17g). Las observaciones mediante SEM correspondientes a estas formas no
cristalinas se muestran en la Figura 18.




-

Figura 17.- Diagramas de dispersion de rayos X de cristales y formas no
cristalinas producidas por Myxococcus coralioides D. a, diagrama general de formas
cristalinas. b, ¢, d, e, f, g cormesponden con las formas no cristalines de la Figura 18
(b-1, b-2, ¢, d, a-1, a-2, respectivamente). h, comrespondc a la Figura 18, a-3.




Figura 18.- Formas no cristalinas observadas junto con los cristales producidos
por Myxococcus coralloides D. En a, se puede detectar junto con los cristales una
forma mas o menos tubular (1) y unas formacicnes amorfas (2). En b, también una
forma tubular o piliforme (1) y una formacién que parece cristalina (2).




4.- Otros fosfatos y sulfatos distintos de la estruvita producidos por M.
coralloides D

En algunos casos se identificaron en los difractogramas de los cristales
producidos, algunos picos y/u hombros pertenecientes a otras formas cristalinas. Los
casos en que se detectaron correspondieron siempre a cristales producidos en
reposo. Las formas cristalinas identificadas han sido, junto con la estruvita,
newberyita, taylorita y schertelita.

En la tabla 8 se indican las condiciones de cultivo en que se han detectado
estos minerales.

MINERALES MEDIOS

Newberyita CT-2 y CT-15

Schertelita CT-2 y CT-15

Newberita y Schertelita CT-2 y CT-13

Taylorita y Schertelita CT-2

Tabla 8.- Otros minerales que aparecen junto con la estruvita en los medios
de cultivo estaticos.

En las figuras 19, 20, 21 y 22 pueden verse los difractogramas
correspondientes a estos minerales. De estos difractogramas puede deducirse que
el porcentaje de los mismos frente a la estruvita debe ser bajo, posiblemente del
orden del 5%. De todos los cultivos estaticos estudiados, la newberyita y la schertelita
eran detectadas en el 43% de los casos y la taylorita solo en el 14%.
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Figura 20.- Difractogramas de RX en los que se observan picos
correspondientes a newberyita. a) cristales obtsnidos en medio CT-2. b) cristales
obtenidos en medio CT-15.
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CT-2. b) cristales obtenidos en medio CT-13.

Figura 21.-




Figura 22.~ Difractograma de RX en el que se observan picos correspondientes
a schertelita y otros a taylorita de cristales obtenidos en medio CT-2.




5.- Mosfologias de estruvita encontradas.-

Las distintas morfologias observadas se muestran en las figuras 4, 18 a, 23,
24, 25,26 y 27.

Las figuras 4 ay 23 g e i corresponden a cristales obtenidos en medios TT y
TT-7 respectivamente, en agitacién, y las figuras 4 by c,25d, 26 by 26 fyga
cristales obtenidos en medios TT, TT-2, TT-7 y TT-8 respectivamente, en reposo.

Los cristales procedentes de cultivos en agitacion aparecen, en su mayoria,
con el aspecto de los que se ven en la figura 23 i, donde pueden observarse restos
de cultivo que enmascara la superficie de los cristales. En el caso de los cultivos en
medio TT y sus variantes, las morfologias observadas con mas frecuencia son las
agrupaciones que semejan rosetas, como las de las figuras 4 a, 23 i, y 25 d, sin que
se observen notables. diferencias entre los cultivos en reposo y en agitacion. Las

formas de las figuras 4 b y 4 ¢ sélo se observaron en cultivos sn medio TT en reposo.

La morfologia de la figura 23 g (donde se ve un cristal aislado)
corresponde con el tipo de cristales que se produce en los medios variantes del medio
TT a concentraciones de fosfato 0,02 M y superiores, en agitacion.

Las morfologias de las figuras 26 b y 26 g y, con menos frecuencia, la de la
figura 26 f, son las producidas en las variantas del medio TT con concentraciones de
fosfatos de 0,02 M y superiores, en reposo.

Las figuras 4 e, 23 b, 23 ¢ y d, corresponden a cristales obtenidos en los
medios CT, CT-2 y CT-7 respectivamente, en agitacion.

Los restantes crisiales mostrados se obtuvieron en medios CT y distintas
variantes de este, en reposo. :




Las morfologlas que aparecen con més frecuencia en reposo, son las de las
figuras 4 d, 24 cy d y 27 c, y algo menos frecuentemente ia de la figura 25 b.

Cuando la concentracion de fosfato es superior a 0,01 M, predominan las de
las figuras 26 a, ¢, d, e Y h. Las morfologias de las figuras 23 e y f y 27a son las
encontradas con mayor frecuencia en medios con concentraciones de fosfato
superiores a 0,01 M. Son también frecuentes en medios sélidos con pelicula de
celofan.

Las formas de la figura 23 a y 25 a se encuentran con frecuencia en las
variantes del medio CT, con pHs 7,6 y superiores. También, a veces, en medios
sdlidos con y sin celofan, Las agrupaciones de la fir,ura 23 h son muy frecuentes a
concentraciones de fosfato superirores a 0,01 M.

En cuanto a los cristales producidos en medio CT y sus variantes en agitacion,

las morfologfas obtenidas con mas frecuencia son del tipo de las mostradas en 4 e
y 23 b. Al aumentar la concentracién de fosfato por encima de 0,01 M predominan
cristales aislados del tipo de los mostrados en 23 c y d.

Las figuras 24 a y b muestran cristales que han aparecido exclusivamente en
medio CT-11, y los de las figuras 27 b y d sdlo en CT-12 y CT-10 respectivamerite.

Como puede verse, en el caso de la utilizacion del medio CT y sus variantes,
se encuentra mayor diversidad de morfologias qus en el medio TT y las suyas.




Figura 23.- Variante morfolégicas de estruvita producidas por M. coralloides
D. a) En medio CT-4 en reposo, b) en medio CT-2 en agitacién, c y d) en medio CT-
7 en agitacion, e, fy h) en medio CT-7 en reposo, g e i) en medio TT-7 en agitacion.
Barras: a, ¢, h: 100 um; b, f: 20 um; d, i: 500 um; e: 200 um; g: 5 um.




Figura 24.- Variantes morfolégicas de estruvita producidas por M. coralloides
D. ay b en medioc CT-11 en reposo; ¢ Y d en medio CT-2 en reposo. Barras: &, b,

d: 100 um; c: 200 um.

e ———————————————————————.
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Figura 26.- Variantes morfolégicas de estruvita producidas por M. coralloides
D. a en CT-4 en reposo; b en CT-7 en reposo; cy d en CT-2 en reposo. Barras: a,

b: 200 um; c: 10 um; d: 100 um.

e




Figura 26.- Variantes morfoldgicas de estruvita producidas por M. coralloides
D. a en medio CT-17 en reposo; b en medio TT-7 en reposo; ¢ en medio CT-18 en
reposo; d en medio CT-15 en reposo; e en medio CT-7 en reposo; f y g en medio

TT-8 en reposo; i en medio CT-11 en reposo. Barras: a, e, gy h: 500 um; b, ¢, d, f,
i: 200 ym




Figura 27.- Variantes morfoldgicas de estruvita producidas por M. coralloides
D. a en medio CT-7 en‘reposo; b y ¢ en medio CT-12 en reposo; d en medio CT-10

en reposo. Barras: a, d: 200 um; b: 500 um; c: 100 um.




Rasultados

6.~ Obtencién de estruvita utilizando membranas de celofén

Se utilizaron dos variantes segin se describié en Material y Métodos:

a) Laminas de celofén sobre medios sélidos.

b) Bolsas de celofan en medios liquidos.

Estos experimentos iban encaminados a poner de manifiesto si para la
cristalizacion de la estruvita era precisa la presencia de la bacteria o bastaba con los
productos de su metabolismo.

6.1.-- Medlos sélidos

Las placas conteniendo el medio de cuttivo CTA, y sobre su superficie lalamina
de celofén, se inocularon con gotas de 5 ul sobre la misma (vease Figura 2a). Para
estas inoculaciones se utilizaban cultivos en medio liquido y agitacion de 50 h.
Simultaneamente sa inocularon, de la misma manera, placas conteniendo el mismo
medio CTA que habia sido adicionado de un indicador, rojo fenol, en la proporcion
adecuada. Tras tres dias de incubacién comenzaron a aparecer cristales que se
fueron desarrollando hasta los cinco dias. En las placas con indicador comenzd a virar
el color del medio hasta llegar a rojo. De acuerdo con este cambio de color, la
apreciacion fue de que el pH final alcanzado era de 8,0. La bacteria crecié sobre el
celofan.

Lo més interesante de estos experimentos fue que los cristales sblo se
desarrollaron sobre el celofan, no detectandose en ningun caso cristales al otro lado
de la l&mina de celofan.




6.2.- Medlos liquidos

Los cultivos se llevaron a cabo en matraces erlenmeyer con medio CT, de
acuerdo con la técnica descrita en el apartado 3.1.3. de Material y Métodos (véase
Figura 2b). El cultivo se llevé a cabo en reposo, ya que la agitacion terminaba
afectando a la integridad de la bolsa de celofan. Tras 20 dias de incubacién, como
en los casos de cultivos en medios CT descritos en el apartado 2 de esta seccion de
Resultados, se procedia a recoger los cristales. En este caso, con sumo cuidado se
saco, previamente, la bolsa de celofan y de su contenido se estudié io siguiente: pH
y presencia o ausencia de cristales. La medida del pH arrojé un valor de 8,6 que
coincidia exactamente con el valor del pH medido en el medio de cultivo en donde
estaba inmersa la bolsa de celofan. En cuanto a produccion de cristales, en el interior
de la bolsa de celofan no se detectaron, mientras que en el exterior, la cantidad
producida seguia siendo la misma que en los cultivos de CT.

Se deduce, por tanto, que sélo se producen cristales alli donde esta la bacteria.

7.- Localizacion de la formacion de los cristales

Con intencién de localizar los posibles puntos donde se iniciaba la formacion

de los cristales sobre la célula bacteriana se procedié a preparar muestras de cultivo
de distinta edad para su observacién a microscopia electrénica de transmision, como
se describié en el apartado 5.1.2.b de la seccién de Material y Métodos.

Las muestras observadas pusieron de manifiesto lo siguiente: en las muestras
correspondientes a cultivos de 15 y 30 horas no se observd nada destacable, sin
embargo en la muestra correspondiente al cultivo de 45 heras sin diluir se puso de
manifiesto la presencia de unas formas como membranosas mas o menos globulares
(Figura 28 a, b y c), unas adheridas a los polos de las células bacterianas (Figura 28
ay c), y otras independientes de estas (Figura 28 b). Y asociadas a estas
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formas membranosas, en ocasiones, estructuras que podian ser cristalinas y que
mediante difraccién de electrones se demostrd que lo eran (figura 28 b y d). No
obstante, la entidad era tan labil que el proplo tratamiento de observacion las destrufa.
Los difractogramas obtenidos (Figura 28 d), aunque defeciuosus, indican que se trata
de una forma cristalina del sistema hexagonal.




Figura 28.- Formas observadas mediante TEM a partir de un cultivo de 45
horas de M. coralioides D en medio CT. a) Bacilo que presenta una especie de bolsa

en uno de los polos. b) Formaciones membranesas degenerativas. c) Forma bacilar
y formas globulares con aspecto membranoso. d) Diagrama de difraccion
correspondiente a la Figura c. Barras: a, 0,233 um; b, 1 um; ¢, 0,140 um.
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DISCUSION

Produccién de estruvita

Ei enorme interés despertado por la prodbocién bacteriana de estruvitz se

deduce del elevado nimero de publicaciones realizadas. Entre los aspectos més
interesantes estudiados se encuentran los relacionados con las condiciones fisicas
y quimicas que influyen en la produccién, asi como con las especies bacterianas
implicadas en la misma (Robinson, 1889; Huddleson y Winter, 1927; Beavon y
Heatley, 1962; Shinano y Sakai, 1975; Rivadeneyra et al., 1983; Nelson et al. 1983;
Grenabo ef al., 1984; Ehrlich, 1990; McLean ef al. 1990a y b; McLean ef a/. 1891;
Nelson et al. 1991; Rivadeneyra et al. 1992). Otro aspecto destacado es el de la
relacion entre la calcuiogénesis renal de estruvita y las infecciones bacterianas
(Griffith, 1978; McLean et al. 1988; Lerner ef al. 1889; McLean et al. 1991).

La estruvita, se caracteriza por la diversidad de formas y hébitos cristalinos
que es capaz de presentar, tanto en la forma de mineral como en los casos de fases
artificales. Esta peculiaridad ha merecido estudios eminentemente teéricos que tratan
sobre las condiciones que afectan e intervienen en el hecho de que se presenten
preferantemente unos tipos u otros de morfologias o hébitos cristalinos (Abbona y




Boistelle, 1979).

No obstante la amplia bibliografia sobre los estudios de la produccion
bacteriana de estruvita, no se habia descrito hasta la fecha la produccion de este
mineral por mixobacterias. Esta circunstancia no deja de llamar la atencion toda vez
que, como ha quedado claramente expuesto en la Introduccién de esta memoria,
estas bacterias se encuentran en suelos ricos en materia organica en donde se dan
las condiciones para la produccion de estruvita.

De los resuliados obtenidos cuando M. coralloides D se cultiva en ios medios
habituales de crecimiento (liquidos y sélidos), referidos en los apartados 1y 3 de
Restuiltados, es evidente que esta bacteria produce estruvita en todos ellos, y que la
morfologia presentada depende en gran parte de las condiciones utilizadas, como
puede observarse en la Figura 4.

En todos los experimentos resefiados en esta memoria, la produccion de
estruvita es tedricamente posible, dado que los diferentes medios de cultivo

ensayados aportan los iones PO,> y Mg, siendo el ion NH,' producido por la

bacteria durante su crecimiento como consecuencia del metabolismo de las fuentes
nitrogenadas que forman parte de la composicion de dichos medios de cultivo.

Una vez confirmada la produccién de estruvita por M. coralloides D, los
primeros estudios que se llevaron a cabo estuvieron encaminados a investigar la
influencia del pH, la concentracion de fosfatos, la fuente de magnesio y la
concentracion relativa de estos dos iones en los medios de cultivo sobre la produccion
de este mineral. Para estos estudios se emplearon medios liquidos, prescindiendo de
los medios sélidos debido a que, como se vié en el apartado 1 del capitulo de
Resultados, el procedimiento para la recuperacion de los cristales en estos medios
solidos provoca la deshidratacion y la amorfizacion de los mismos.

En relacion a la influencia del valor del pH del medio de cultivo, se trabajé con
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los medios CT y TT y sus variantes. Los resultados obtenidos ponen de manifiesto
las cosideraciones que a continuacién se comenian. La bacteria alcanza niveles
mayores de crecimiento cuando se cultiva en medio CT. Para ambos tipos de medios
cultivo (CT y TT) la maxima densidad 6ptica se obtiene a pH 6,5. De otra parte, se
observa un comportamiento paralelo en ambos medios y sus variantes, siendo la lisis
més pronunciada a pHs 6,5 y 6,8 que a los otros pHs ensayados. Los pHs finaies
alcanzados son, en todos los casos, alcalinos.

Los cristales producidos en todos estos casos corresponde a la estruvita, de
acuerdo con los difractogramas de rayos X (figuras 12, 13, 14 y 15) y con los
diagramas de microandlisis del SEM (Fig 17 a y h). Se han escogido estos
difractogramas como modelo, pero en todos los demas casos los cristales obtenidos,
bajo las distintas condiciones ensayadas, dan difractogramas ¢ue se corresponden
con ellos. Las distintas intensidades relativas de los diferentes picos encontrados
derivan de la forma de preparacién de la muestra.

Como puede observarse, la estruvita se forma tanto bajo condiciones iniciales
de cultivo acidas como alcalinas, y los cristales aparecen cuando los pHs alcanzan
valores de 7,5 y superiores. Estos hechos estan de acuerdo con los hallazgos de
Boistelle et al. (1984) quienes estudiaron la precipitacion quimica de estruvita y con
los de Pérez-Garcia et al. (1989b), quienes investigaron la precipitacion bacteriana
de este mineral. Estos Gitimos autores mostraron que la estruvita es formada por
varias especies bacterianas en cultivos con valores de pH iniciales comprendidos
entre 5,0 y 9,0, pero siempre obteniéndose valores finales de pH alcalinos. De otra
parte, en el caso de las piedras de rifién resultantes de infecciones urinarias causadas
por microorganismos ureasa-positivos (Griffith, 1978; Lerner et al., 1989; McLean et
al.,1988, 1990a y 1990b), se cree que ia estruvita precipita como consecuencia de la
alta alcalinidad producida por la actividad de la ureasa.

En los experimentos llevados a cabo para la realizacion de esta memoria, se
observd que existe relacién entre el valor de pH y el tiempo que los cristales tardan
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en eparecer. En el caso de la bacteria,objeto de estos ensayos, el crecimiento a pH
8,0 es practicamente nulo, manteniéndose sin alteracién el pH final del cultivo. En
cuanto al comportamiento a los deméas pHs ensayados, el incremento del mismo se
debe a ia iibaracion de iones NH,*, como consecuencia del metabelismo ba-teriano
al utilizar e! hidrolizado de caseina como fuente de carbono y nitrégeno. La liberacion
de este ion es necesaria en la produccién de estruvita en estos medios ds cultivo, ya
que no esté presente en elios, y entra a formar parte en la composicién del mineral.

En estos ensayos se encuentra que la mayor produccién de estruvita se da a
pH inicial de 6,5. Estos resultados discrepan con los obtenidos por Pérez-Garcia et
al. (1989b) y los de Hedelin et al. (1985) ya que encuentran que la mejor produccion
de estruvita se da a pH entre 7,0 - 8,0 y entre 7,5-8,0 respectivamente, (los primeros
autores trabajando con distintas razas bacterianas productoras de estruvita y los
segundos en la produccién de estruvita a partir de orina sintética). Estas diferencias
pueden explicarse, en el caso de produccién bacteriana, teniendo en cuenta el mejor
crecimiento bacteriano a distintos valores de pH, segun las especies microbianas
utilizadas y la pauta de crecimiento que siguen dependiendo de los casos. Sobre este
aspecto se volvera mas adelante. Baste ahora resaltar que la mayor produccion de
estruvita se encuentra cuando se inicia el crecimiento a pH 6,5, lo que conlieva la
rnayor densidad celular alcanzada y, junto con el crecimiento iniciado a pH 6,8, el
proceso de autolisis més pronunciado. Comparando la produccion en CT y en TT (y
sus variantes en valor de pH), la produccién es mas elevada en CT, lo cual coincide
con un mejor crecimiento en este medio, siendo, != pauta seguida en relacion a la
autolisis, la misma que en medio TT. Estos resultados, en cuanto a relacién de
cantidad de cristales producidos con el crecimiento bacteriano alcanzado, estan de
acuerdo con los de Pérez-Garcia et al. (1989b y 1990).

De acuerdo con estos resultados, para el estudio de la influencia de la
concentracion. de fosfato se eligié trabajar a pH 6,5. Los valores ensayados fueron de
5, 10, 20, 30 y 50 mM, usando el medio CT, y sus variantes CT-8, CT-7, CT-8 y
CT-9, asi como en el medio TT y sus variantes 71-6, TT-7, TT-8 y TT-8. Estos




resultados evidencian o siguiente:

a) La mayor densidad celular se consigue en el medio CT, con concentracion
de fosfatos de 10 mM.

b) La autolisis es rédpida en los medios CT y CT-6, que presentan
concentraciones de fosfatos de 10 mM y de 5 mM respectivamete.

c) La autolisis se retarda notablemente a concentracion de fosfatos superiores
a 10 mM, siendo especiaimente notable este retardo en los medios CT-8 y CT-9,
cuyas concentraciones son 30 mM y 50 mM respectivamente.

En relacién a la produccién de cristales, identificados como estruvita , segun
se especifico en el apartado 3 de la seccién de resultados, la mejor produccién se da
a concentraciones de 10 mM, y medio CT. Esto est4 razonablemente de acuerdo con
los resultados obtenidos por Pérez-Garcia et al. (1989a), quienes obtenian ur mayor
numero de razas formadoras de estruvita y una mayor cantidad de cristales en medios

con 2g de K.HPO, por litro que en medios con 4g del mismo compuesto por litro, lo
que se corresponde con 11,4 mM y 22,8 mM respectivamente.

En e! caso objetc de estudio en esta memoria resulta significativo que, de una
parte, se obiengan densidades celulares muy similares en ios cultivos conteniendo
concentraciones de fosfato de 10, 20, 30 y 50 mM. Pero, de otra parte, que sélo a
concentracion de fosfatos de 10 miM, en que ia autolisis comienza muy pronto, se
produzca una cantidad de cristales considerable. La influencia de la concentracion de
fosfatos en la autolisis de M. coralloides D fue estudiada por Fernandez-Vivas et al.
(1983) encontrando que concentraciones de fosfato de 40 mM inhiben por completo
el proceso de autolisis.

Comparando estos resultados con los encontrados trabajando a distintos pHs,
parece concluysnte que, en el caso de M. coralloides D, no sblo influye en la
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produccién de estruvita el pH, la concentracién celuiar alcanzada y la concentracion
de fosfato utilizada, sino que, ademés, parece que hay una influencia clara de la
autolisis bacteriana. Esto resulta més patente al estudiar la influencia de la
concentracién de fosfato utilizada: la ausencia de autolisis, ‘mplica escasa produccién
de estruvita. Ello podria suponer que la bacteria libera durante la autolisis algln tipo
de sustancia o resto ceiular que influiria decisivamente en la cristalizacién de la
estruvita. Sobre este particular se voiveré después.

Para estudiar ia influencia de la fuente de magnesio y de la relacion
[PG,}[Mg™] en la produccién de estruvita, se decidid utilizar el medio CT y sus
variantes CT-10, CT-11 y CT-12 para la fuente de magnesio y CT-13, CT-14, CT-
15, CT-16, CT-17 y CT-18 para las distintas relaciones [PO. Y 1/IMg*]. Esta decisién
se tomé en base al hecho de que los cristales producidos en el medio TT y sus
distintas variantes, en cuanto a valores de pH y concentraciones de fosfato, aparecian
tan sucios, envueltos e impregnados con los restos celulares del cultivo de M.
coralloides D, que era practicamente imposible limpiarios, en la mayoria de los casos.

En relacién a las fuentes de magnesio utilizadas ( sulfato, cloruro, carbonato
y acetato de magnesio), los ensayos se llevaron a cabo en medios con pH inicial de
6,5 y concentracién de fosfato de 10 mM, toda vez que en ios experimentos
comentados anteriormente se habia puesto de manifiesto que proporcionaban las
mejores condiciones para la produccién de estruvita. Como puede verse, en relacion
al crecimiento bacteriano, la mejor fuente es el sulfato magnésico. Con sulfato y
cloruro magnésico, el crecimiento sigue curvas paralelas. Con acetato magnésico se
retrasa el crecimiento y la autolisis, y el carbonato magnésico apenas permite
crecimiento. En cuanto a la produccién de estruvita, también la mejor fuente es el
sulfato magnésico.

Esto esta de acuerdo con los resultados de Pérez-Garcia et al. (1989a) que
encuentran que las mejores fuentes de magnesio son el sulfato y el cloruro.
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D son las que se dan en el medio CT, o sea: 10 mM de [PO,>]y 4,06 mM de [Mg™"].
Por lo demds, los resultados obtenidos, y que se muestran en la tabla 4 no son
conciuyentosanningﬁnmﬁdo.salvoquolam]ofpfodmzién coincide con la mas
temprana autolisis producida.

Todos los resuttados discutidos hasta aqui parecian indicar que en el caso de
la produccién de estruvita por M. coralioides D la bacteria debia aportar durante la
autoiisis algo que indujera la cristalizacién. Para dilucidar si séic se trataba del aporte
deNH:odeotro‘factor'sediaeﬁélatécnicadecuIﬁvaﬂaonmedlossﬂldnsy
liquidos utilizando membranas de celofén, como se describié en el apartado 3.1.3. de
MateﬂalyMéMos.Losnsumdos.eomosemcogemdapanadosmupOndim.
fueron de lo més significativo. Solo se producia estruvita donde estaba la bacteria.
Asl, en el caso de los medios de cultivo sdlidos, sobre la pelicula de celofan se
desarroliaba la bacteria y aparecian los cristales. Pero no se detectaban en el medio
de cultivo, o sea, al otro lado de la pelicula de celofan. En los medios de cultivo

liquidos, los cristales aparecian sdlo en el medio en el que crecia la bacteria, o sea,
en el que rodeaba a la bolsa de celofén, pero no dentro de ella, en la que el medio
permanecia libre de bacterias. No obstante, los nutrientes difunden a través de los
porosdelcelofén.comolodemuestraelheﬁodequelabacteriacrezcasobreesta
pelicula enel caso ce los medios sdlidos. De la misma manera, y en sentido inverso,
difunden productos del metabolismo bacteriano, en concreto el ion NH,', como se
deduce del hecho del cambio de pH resefiado en e! apartado 6 de Resultados.

Por tanto, en el caso de M. coralloides D, para la produccion de estruvita no
basta con que estén presentes el PO,> y el Mg**, que se suministran en el medio de
cultivo, ni con que el metabolismo bacteriano promueva el pH idéneo (7 o mas, de
acuerdo con Boistelle et al. 1984 y Pérez-Garcia et al. 1989b) y aporte el NH,'
necesario. Todo esto ocurre al ofro lado de la pelicula de celofan y no precipita
estruvita. Aquf es preciso que esté presente la bacteria o, teniando en cuenta que en
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todos los casos antes comentados la mejor produccion se da en relacion con la més
temprana y répida autolisis, con algtin resto bacteriano cuyo tamafio no ie permite el
paso a través de la membrana de celofén. En la bibliografia existe un caso en que se
relaciona la autolisis con la produccién de estruvita (Nelson et al., 1991). Estos
autores, trabajando con Bacilius pumilus encuentran que ia cristalizacion se retrasa
varias semanas, hasta que ocurre la lisis. Ellos lo interpretan en el sentido de que es
el momento en que hay una mayor liberacién de NH,* , pero no lo relacionan con que
la bacteria aporte algo més que NH,' con su lisis. De otra parte Rivadeneyra et al.
(1983) ya apuntaban a que la liberacién de NH,' no debia ser el Gnico factor que
intervenia en la produccién de estruvita, debido a que encontraban que un aito
porcentaje de razas bacterianas ensayadas por elios (75%) producian NH,® sin
producir estruvita. Pero hasta el momerito, la Unica prueba fehaciente de que es
necesaria la presencia de la bacteria o de restos celulares sdlo se ha obtenido
trabajando con M. coralloides D, en los experimentos resefiados en esta memoria.

Todos los resultados discutidos hasta aqui apoyan la teorfa que se viene
defendiendo; es decir, la mayor produccion de cristales se da coincidiendo con la
mayor densidad celular alcanzada siempre y cuando ocurra la lisis de manera
temprana. Estos dos hechos suponen, de una parte, el mayor aporte de NH," (a
mayor tasa de metabolismo celuiar, mayor liberacion de NH,") y més rapido
incremento del pH. De otra parte, cuanto més temprana sea lisis, antes se aportaria
el “factor necesario para la cristalizacién; ademés, cuanto mayor haya sido la
densidad celular alcanzada, cabe pensar que en mayor cantidad sera aportado.
iguaimente, apoyan esta conclusién los hechos contrastados de que en los casos en
que no existe lisis o ésta se retarda mucho, la cristalizacién es mas pobre; aunque
en estos casos se alcancen densidades celulares equiparables a las alcanzadas en
medios CT y TT, lo cual supondria un aporte equivalente de NH," y un cambio,
también equivalente, de pH. En este sentido, el hecho resefiado en el apartado 1 de
Resultados, de que en los mecios sdlidos CTA y TTA los cristales se produzcan alll
donde se deposita la gota de cultivo y donde las bacterias crecen, también soporta
esta conclusion.
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Puesto que parece claro el aporte de niicieos de cristalizacion por la bacterie,
pareci6 de interés investigar los puntos donde se iniciaba la cristalizacion mediante
microscopia electrénica de transmision y difraccién de eiectrones asociada. Para ello
se tomaron cultivos de M. coralloides D de distintas edades, y en los que ain no se
detectaba presencia cristalina a simple vista ni con microscopia Optica, y se
prepararon las muestras segln se describié en el apartado 5.1.2.b de Material y
Métodos. Pudo observarse que en ios cultivos de 45 horas aparecian células que en
los extremos del bacilo mostraban una espacie de bolsa (Figura 28a), y, ademas, se
detectaban unas formaciones membranosas degenerativas (Figura 28b y c). Esto se
interpretd como inicio de la lisis, y la presencia de estas formas membranosas comc
restos celulares originados en 8l proceso de autoiisis. Cristales no fueron observados,
pero al hacer incidir e! haz de electrones sobre las distintas estructuras observadas,
con frecuencia aparecia, en el caso de las formas membranosas, una imagen de
difraccion como la mostrada en la Figura 28d. No obstante, cuando se intentaba
repetir la incidencia del haz electrénico en el mismo punto, no se detectaba la forma
cristalina en la mayoria de los casos. Esto parece indicar que, de una parte, la
cristalizacién se inicia sobre estas formas y, de otra, que en los tiempos ensayados
los cristales estaban en una fase inicial y la incidencia sobre elios del haz de
electrones los destruia. Ahora bien, laimagen de cristalizacion observada corresponde
al sistema hexagonai, por tanto no es estruvita, pero la informacion disponible no es
suficiente para corcluir de qué material se trataria. Podria ser vaterita (CaCO,). En
este caso, el calcio necesario procederia de Ias impurezas de los productos utilizados.
No obstante, llama la atencion la labilidad de los cristales. O bien, puede que no sean
tan labiles, sino muy pequefios y, por tanto, muy dificil volver a localizarlos. Sea del
tipo de naturaleza que sea, lo cierto es que o desaparecen posteriormente o se
pierden con los lavados, ya que nunca aparecieron en los difractogramas de los

cristales estudiados formas cristalinas que pudieran corresponderse con estos
cristales del sistema hexagonal. La eliminacién podria suceder debido a estar ligados
a los restos celulares que se eliminan durante la recogida y lavade de los cristales de
estruvita. No se observaron, por este método, imagenes de difraccion que pudieran
corresponder a la estruvita. Por tanto, no pudo dilucidarse donde se iniciaba la




cristalizacion de la misma.

Morfologias cristalinas producidas

La estruvita se caracteriza, como se ha dicho, por la diversidad de formas y
habitos cristalinos que presenta, tanto el mineral como las formas artificiales. En el
caso de la producida por M. coralloides D, la observacién de los cristales de astruvita
obtenicos en las distintas modalidades de cultivo, ponen de manifiesto una
notabilisima variedad vy riqueza de formas, no descritas para ninguna otra bacteria
hasta ahera.

Se pueden observar formas prismaticas cortas (Figura 4a), con distribucion
ireguiar de las caras piramidales y un marcado caracter hemimérfico (figuras 4b y
4d), a menudo drusas (Figura 4c) y a veces girados con igulos entrantes. Las
maclas mas frecuentes segln [001] (Figura 4e).

Dada la estructura de la estruvita: grupos tetraédricos reguiares PO,*, grupos
octaédricos distorsionados de Mg(H,0),>* v grupos NH,', todos elios unidos por

enlaces de puentes de hidrégeno, se comprende su labilidad y papel principal de
estos enlaces qua, en principio, serian muy sensibles a las condiciones de pH y alas
impurezas presei:ies en el medio, lo que supondria, de manera indirecta, la influencia
de estas variables en la morfologia de los cristales.

El estudio sistematico de morfologias de estuvita ya citado, llevado a cabe por
Abbona y Boistelle (1979), siguiendo la teoria de los PBC (cadenas de enlaces
periédicos) de Hartman y Perdok (1 855) les hace concluir a los autores, entre otras
cosas, o siguiente:

1 - Que las caras mas frecuentes daben ser: (010), (001), (011), (101) y (111),
y sus compiementarias h,k.
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2°.- Que sobresaturaciones muy elevadas favoracen las maclas miiltiples
segun (011) y el alargamiento de los cristales segtin [100], y que esto mismo ocurre
a pH mayor que 8,0.

3°.- A sobresaturaciones mas bajas los cristales son alargados segln el eje
[100] y la forma {011} es la mas desarrollada, presentando los exiremos de [100)
terminados por {110} algo mayores que los {101}.

Estudiando los cristales producidos por M. coralloides D en las distintas
condiciones ensayadas, se puede decir que los resultados obtenidos estan
razonablemente de acuerdo con estas conclusiones de Abbona y Boistelle (1979).

Asf, encontramgs:
A.- Cristales euédricos, con desarrolio de (001) y no de (001). Cristales de este
tipo aparecen en las figuras 23c y 24a y b,

B.- Marcado caracter hemiédrico, (figuras 4d, 24c y d, 25b y 27c). Formas
prismaticas cortas, con distribucién irregular de las caras y un marcado habito
hemimérfico (figura 4a).

C.- Maclas seguin {001}, que aparecen con frecuencia (figura 4e)
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0.- Otros, cristales, bastante holoédricos (Figura 24b).

E.- Mayor desarrollo de las caras (011), como puede verse en las figuras 26a
ydy 25 c (este con un aspecto muy llamativo).
(o 1t)
¢

(tod) Liel)

(o 44)
F.- Agrupaciones regulares, posibles maclas segun {011}. La macla de lafigura
23h, que se observa con frecuencia, es de este tipo, pero vista lateralmente.

Jout}
(
2

G.- Cristales elongados segin [10C], maclas mitiples seguin {011}. Figuras 23f
y 23e (este menos desarrollado).

H.- Agrupaciones de diversos tipos. Figuras 23b, 23 (cristal muy sucio por
presencia de restos celulares y velo del cultivo), 25d, 26b, c, f, g, i y 27a.

I.- Drusas (figuras 4b y c).
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J.- Formas en tolva, como las de la Figura 23d.

K.- Formas no comunes, como la de la Figura 23g.

L.- Formas alteradas, o parciaimente alteradas, como puede observarse en las
figuras 4b, 23a, 25a, 27b y d.

M.- Los de la figura 26e y h, podrian corresponder a la forma, dibujada mas
abajo, vistes por detras.

(440)

Todo esto vendria explicado, teniendo en cuenta que la bacteria aportaria
posibles nicleos heterogéneos de cristalizacion, que segun las condiciones del cultivo
y el momento de la lisis podrian ofrecer algunas variaciones. Esto proporcionaria
distintas morfologias, segin las condiciones que se den, por gradientes espacio
temporales diferentes de los distintos iones PO,>, Mg®, NH,’, de acuerdo con las
condiciones de cuitivo. También intervendrian ias impurezas del medio (distintos
cationes y aniones, y restos celulares diversos).

Las coincidencias con las conclusiones de Abbona y Boistelle (1979) son
especiaimente patentes en el caso de las caras que predominan y en las formas
mencionadas en el apartado G. Estas formas, como se dijo en Resultados, se dan
cuando la concentracién de fosfaios es de 0,02 M o supericr. Ademas, se dan en
medios sdlidos con celofan, donde cabe pensar que el NH," producido por la bacteria
alcanzara concentraciones locales elevadas antes de difundir al otro lado de la
pelicula de celofan. En los medios liquidos esta difusion sera mas rapida, y la
concentracion local de NH,' no debe llegar a ser tan elevada como en el caso
mencionado de utilizacion de medios sélidos y membranas de celofan. '
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unas mismas condiciones pueden detectarse diferentes morfologias. Esto deba indicar
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excepciones indicadas. Por otro lado, las formas alteradas podrian ser indicativas de
haber sufrido una deshidratacion parcial.

Otras formas cristalinas producidas por M. coralloides D

Como se indico en el apartado 4 de la seccién de Resultados, en el caso de
la obtencién de cristales en medios liquidos en reposo se detectaron junto con la
estruvita otroe minerales, segun se deduce de los difractogramas de rayos X
obtenidos. En concreto, como alli se dijo, newberyita, achertelita y taylorita. Estos
Msysuwatossonoonsideradoaoomomlnerdassingenéﬁcosmnlaeswm
que se encuentran acompafidndola en los depdsitos de guano (Dana, 1966). En
cuanto a una posible relacion entra su formacién y la accién bacteriana, sdlo existen
algunas referencias indirectas para el caso de la newberyita, que aparece asociada
con la estruvita en algunos célculos renales asociados con infecciones microbianas
de las vias urinarias (Sutor, 1968; Dosch y Koestel, 1975; Bana y Kralik, 1980).

De acuerdo con los difractogramas en que aparecen picos y/u hombros
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correspondientes a estos minerales, cabe pensar que la proporcion en que se
producen en los cultives estaticos de M. corafioides D representa una baja cantidad
en ralacion con la estruvita producida (posiblemente de! orden del 5% o menos). De
" otra parte, de todos los cultivos estéticos estudiados, la newberyita y la schertelita
eran detectadas en el 43% de los casos y la taylorita en el 14%.

En las figuras 19, 20, 21 y 22 se presentan diagramas en los que puede
observarse, junto con los picos correspondientes a la estruvita, otros que
corresponden con los minerales antes citados. Otros picos correspondientes a estos
minerales no aparecen porque se solapan con los de estruvita y, al estar ésta en
mucha mayor proporcién, los enmascara. De otra parte, su presencia no puede
deducirse de los diagramas de microanélisis obtenidos con el microscopio electrénico
de barrido, debido a que los iones que los componen son los mismos que los de la
estruvita, y el K' suele aparecer siempre en pequeiia cantidad (véase diagrama de
la figura 17a).

Bajo las condiciones ensayadas, la produccién de estos minerales por la
bacteria es, tedricamente, posible debido a la composicion de los medios de cultivo.
El NH,' requerido para la formacién de schertelita y taylorita es aportado por el
metabolismo bacteriano, de igual modo que para la estruvita.

En relacion a la newberyita, se sabe que su origen puede derivar de una
alteracion de la estruvita (Whitaker, 1968). En la mayor parte de los casos la
presencia de este mineral en céiculos renales se atribuye a un proceso de
envejecimiento y descomposicién de la estruvita (Lonsdale y Sutor, 1966; Sutor,
1968).

Como se ha dicho, estos minerales que podemos considerar secundarios en
relacién con la estruvita, sélo se detectaron en cultivos estaticos. En estos casos,
como se indicé en Resuitados, los cristales se recogen después de 20-22 dlas,
mientras Gue en el caso de los cultivos en agitacion la recoleccién se hacia a los 10-
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En relacién con estos minerales secundarios surge una pregunta, L Por qué no
sedotoctanslunpmquesedanlasmismascondidones,slmunasvmssiyom
no, en los jorcentajes indicados?. Teniendo en cuenta los NUMErosos casos
muos,thapmwdénmqueudetmnmmahmmmexplieadén
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Iosploosdelosdifractogramasoorrespondlentasaellospoddanquedar
enmascarados por los del difractograma de la estruvita y, por tanto, posiblemente su
prosanciaesmésgeneraldeloquasedetecta.Apesardelasdlﬂcultadesparasu
deteccion, es interesante que por primera vez se haya encontrado ia produccion de
schertelita, newberyita y taylorita por una bacteria.

Presencia de formas no cristalinas

Como se indico en el capitulo 5 de Resultados, al hacer las observaciones de
los cristales obtenidos con el microscopio electrénico de barrido, se detectaban
frecuentemente formas no cristalinas de aspecto piliforme, tubular o acintados (Figura
18). El microandlisis de estas formas revela, segun los diagramas de la Figura 17, la
posible presencia de estruvita, en més o menos proporcién, y de otros iones. Aparte
del K, aportado con los componentes de los medios de cultivo, los elementos
detectados (Ci, S, Si, Ca, Al, ¥ Na), si tenemos en cuenta las impurezas que
acompafian a ios productes utilizados en los medios de cultivo y resefiadas en el
apéndice 1 de Material y Métodos, estan presentes aunque en muy baja cantidad. En
cuanto al Si puede provenir del vidrio de los matraces, de acuerdo con Kranskopf
(1667). En efecto, segun este autor la solubilizacién del Si a partir de sflice amorfa es
de 140 ppm a pH 7 y a 25°C, incrementandose dicha solubilizacién con el aumento
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de la temperatura y del pH. En cuanto al Al, podria provenir de contaminacion.

Los resultados resefiados aqui, pondrian de manifiesto que la bacteria
promueve la precipitacion de estos iones, concentrandolos, en formaciones de tipo
tubular, piliforme, o acintadas, lo que posiblemente ocuirra sobre los restos celulares
{Jue se originan como consecuencia de la autolisis. Este es un aspecto interesante de
los resultados obtenidos en este trabajo, ya que supone una especial capacidad de
sustraer y concentrar iones presentes en el medis por parte de esta bacteria o sus
restos celulares. En realidad, el hecho de la captacién y union de iones por
microorganismos es frecuente y existe abundante informacién bibliogréafica sobre este
tema. De manera particular es un hecho estudiado por los investigadores que buscan
"materiales" selectivos y eficientes para la purificacion de efluentes contaminados por
iones peligrosos, mediante la utilizacién de las propiedades de adsorcion de los
microorganismos. Se ha demostrado con distintos tipos de iones y de
microorganismos que la unién es debida a la adsorcion fisico-quimica de los iones
a lacélula mas gue a cualquier metabolismo del elemento, estando bien documentado
que la biomasa de distintos microorganismos muertos es capaz de adsorber distintos
tipos de iones (Escherichia coli, Beveridge y Koval, 1981; Bacillus subtilis, Beveridge
y Murray, 1976, biomasa fungica, Galun et al., 1982; Chlorella regularis, Nakajima et
al., 1981; Rhizopus arrhizus, Tsezos y Volesky, 1981, 1982a y b, 1983, Tobin et al.,
1984; Saccharomyces cerevisiaey Pseudomonas aeruginosa, Strandberg etal., 1981,
Rhizopus oligosporus, Castro et al., 1992,). Pero ademas, muchos de estos autores,
después de matar las células mediante calor, muelen la biomasa, con lo cual estan
utilizando células muertas y rotas (Tobin et al., 1984; Castro et al., 1992, Tsezos y
Volesky 1982a y b). Asi, los resultados obtenidos en este trabajo caen dentro de la
légica de estos procesos de adsorcion de iones. Al darse la circ.nstancia de la
precipitacion de estos iones estando en tan baja concentracion, cabe pensar que M.
coralloides D seria un microorganismo especialmente efectivo para procesos de

eliminacion de iones en aguas contaminadas por los mismos, lo que abre nuevas

perspectivas al empleo y utilidad de este microorganismo.
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A modo de resumen, en este trabajo se describe, por primera vez, la
produccion de estruvita por una mixobacteria, en concreto M. coralloides D, en los
medios de cultivo habituales de esta bacteria tanto sélidos como liquidos, y tanto en
reposo como en agitacion. La estruvita se presenta en una extraordinaria variedad de
morfologias, habitos cristalinos, y formacion de drusas, en un grado de diversidad no
descrito para otra bacteria. Para la produccidn de estruvita por M. coralloides D, no
basta con el suministro del ion NH,", y de provocar un pH alcalino en el medio de
cultivo, sino que es precisa la aportacién por parte de la bacteria de algunos restos
celulares que acttien como nuicleos heterogéneos de cristalizacién y que son liberados
en el proceso de autolisis tipico de esta bacteria. De ahi que, las condiciones que
favorecen la autolisis, inducen la produccion de estruvita. Ademés, M. coralloides D
es capaz de producir cantidades menores de newberyita, schertelita y taylorita,
considerados singenéticos con la estruvita, siendo la primera vez que se describe la
produccion de estos minerales por una bacteria. De otra parte, M. coralloides D
produce cantidades pequefias de formas no cristalinas de tipo tubular, piiforme,
acintado o completamente amorfo, en las que se detecta, junto con mayor o menor
cantidad de estruvita, la precipitacion de otros elementos, tales como K, Ca, Si, S, Cl
y Al. Con excepcion del potasio, que se aporta al medio de cultivo, los otros

elementos se consideran como impurezas. Esto indica que la bacteria puede ser

capaz de concentrar y precipitar con gran eficacia estos elementos, posiblemente
sobre restos celulares.

Estos resultados son muy interesantes puesto que reveian que restos celulares
o células muertas de M. coralloides D puede actuar como nucleos heterogéneos de
cristalizacion, induciendo la cristalizacion en aquellos ambientes donde esta no ocurre
espontaneamente aunque estén presentes los distintos componentes. Este proceso
pudo haber ocurrido en el pasado y estar teniendo lugar hoy dia en la formacion de
depositos de estruvita. El hecho de ser descrito para una bacteria como M. coralloides
D (esta memoria) y Azotobacter or Pseudomonas (Rivadeneyra et al. 1992) puede dar
una idea del amplio rango de este fenémeno.
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Finalmente, en e! caso de las mixobacterias, y en nuestro caso M. coralloides
D, este proceso reviste una singular importancia. Asi, el comportamiento social
durante el ciclo de desarrollo que conduce a la formacion de cuerpos fructificantes
conlleva una lisis masiva de las células, etapa considerada como parte irtegral del
ciclo de vida de las mixobacterias. Este hecho, considerando su abundancia en suelos
ricos en materia organica y restos vegetales en descomposicion, apoya la hipotesis

de que esta bacteria puede jugar un importante papel en los procesos de
biomineralizacién, especiaimente en ia precipitacion de estruvita en !a naturaleza.
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CONCLUSIONES.-

1%.- Se describe, por primera vez, la produccion de estruvita por una
mixobacteria, en concreto Myxococcus coralloides D, en los medios de cuitivo
habituales de esta bacteria tanto sélidos como liquidos, y tanto en reposo como en
agitacién. En este sentido la produccién éptima se da en el medio CT, bajo las

siguientes condiciones: a) pH inicial del cultivo 6,5 y pH final 8,6; b) fuente de
magnesio, el sulfato magnésico; c) una relacién fosfato/magnesio de 10mM/4,06 mM
y d) casitone como fuente de nitrégeno y energia. Ademas ia bacteria es capaz de
producir estruvita en cantidades menores an &) un rango de pH inicial que va desde
6,0 a 8,0, b) en un rango de concentracion de fosfato de 5mM a 30 mM y cj con una
concentracion de magnesio comprendida entre 4,06 mM y 20 mM, siendo capaz de
utilizar distintas fuentes de magnesio, tales como carbonato, cloruro y acetato.

24 - La estruvita producida por Myxococcus coralloides D, segun las distintas
condiciones ensayadas, presenta una extraordinaria variedaa de morfologias, habitos
cristalinos y formacién de drusas, en un grado de diversidad no descrito para ofra
bacteria.
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3* - Para la produccién de estruvita por Myxococcus coralloides D, no basta
con el suministro del ién amonio, y de provocar un pH alcalino en el medio de cultivo,
sino que s precisa la aportacion por parte de la bacteria de algunos restos celulares

que actiien como nucleos heterogeneos de cristalizacion y que son liberados en el

proceso de autolisis tipico de esta bacteria. De ahi que, las condiciones que favorecen
la autolisis, inducen la produccion de estruvita.

4 - Myxococcus coralloides D es capaz de producir en medios de cultivo
liquidos estaticos, junto con la estruvita, cantidades menores de fosfatos y suifatos
considerados singenéticos con este mineral, concretamente newberyita, sch2rtelita y
taylorita. Es la primera vez que se describe ia produccion de estos minerales por una
bacteria.

58.- Myxococcus coralloides D produce, ademas, cantidades pequefas de
formas no cristalinas de tipo tubular, piliforme, acintado o completamente amorfo, en
las que se detecta, junto con mayor 0 menor cantidad de estruvita, la precipitacion de
otros elementos, tales como potasio, calcio, silicio, azufre, cloro y aluminio. Con
excepcion del potasio, que se aporta al medio de cultivo, los otrcs elementos se
consideran como impurezas. Esto indica que la bactaria puede ser capaz de
concentrar y precipitar con gran eficacia estos elementos, posiblemente sobre restos
celuiares.
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