CONSIDERACIONES SOBRE LA TAXONOMIA
DE LAS BACTERIAS

Por Norperto J. PaLLerost?, Rauéx E. Soraxes® v Pepro I, Rosern *

INTRODUCCION

Smveson (1961) definié a la fexonomia como el estudio tedrico
de la clasificacion, incluyendo sus hases, prineipios, procedimien-
tos y reglas®.-Se¢'trata de una disciplina de importancia basica en
la Biologia, porque suministra las bases para el ordenamiento na-
tural de las entidades vivientes, vy enriquece la significacion de las
investigaciones en olros terrenos bioldgicos al suministrar el mareo
apropiado que sirve de referencia para las relaciones entre los or-
ganismos.

La taxonomia es una disciplina muy antigua que se ha desarrollade
en forma més o menos aislada, y en ella han tenide un peso conside-
rable los elementos subjetivos. Esto ha sido condensado en una de-
finicion mordaz: “el taxénomo es un sujeto subjetivista objetive”
(NIEDERPRUEM y RAcLAND, 1964 ). En este siglo, la informacion gend-
tica, bioquimica y citoldgica acumulada sobre numerosos organismos
es muy veluminosa y ha puesto en evidencia lo inadecuado de muchas
clasificacioncs aceptadas. Esas clasificaciones fueron producto, en
muchos casos, de la actividad de aficionados con escasa preparacién
cientifica hasica v con deseos de alcanzar notoriedad por el reorde-
namiento o la aplicacion de nombres nuevos a entidades conocidas,
La taxonomfia, mds que ninguna otra disciplina, regida mis por re-
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glamentos que por principios légicos, ha incorporado muchas ve-
ces el producto de la incompetencia. Al mismo tiempo, hay que
admitir que en otros casos, la actividad de los “amateurs” ha
resultado en estructuras sistematicas de solidez notable.

Afortunadamente, existe hoy un marcado optimismo sobre la po-
sibilidad de establecer la taxonomia sebre bases cientificas firmes,
y ese optismo irradia de los que preconizan la aplicacion de
métodos numéricos a los problemas taxondémicos, como unico me-
dio de lograr la objetividad deseada.

Lsta comunicacion, dedicada a diseutir algunos de los proble-
mas de la taxonomia bacleriana, con especial referencia a la taxo-
nomia del género Pseudomonas, sera dividida en dos partes princi-
pales. En la primera parte, discutiremos los métodos para la obten-
cion de datos aplicables a la sistematica bacteriana, y en la segunda
bosquejaremos las bases y los procedimientos propios de la taxono-
mia numérica, que representa la tendencia moderna para el proce-
samiento racional de los datos recogidos,

METODOS PARA EL ESTUDIO DE LOS CULTIVOS BACTERIANOR
CON FINES A LA OBTENCION DE DATOS DE VALOR TAXONOMICO

Hace unos cuarenta afios, como consccuencia del gran desarro-
llo de la bacteriologia sanitaria, se inicid en Estados Unidos un mo-
vimiento tendienle a crear un conjunto tipo de itécnicas con las
cuales se haria posible Ia identificacién de las bacterias. El tierupo
ha probado «que este eriterio estaba lejos de constituir el ideal de
la bacieriologia determinativa y mucho menos, de sentar las bases
para el ordenamiento taxonémico de los distintos grupos mierobia.
nos. La scleccion de las téenicas recomendadas estaba fuertemente
influenciada por los requerimentos de las bacterias del grupe del
colibacilo, y esas técenicas no eran aplicables a muchos géneros im-
portantes con requerimientos espeeiales, o fallaban en explorar las
potencialidades de olros géneros mis versitiles que el colibacilo.

Entre las bacterias se encuentran formas tan variadas desde el
punto de vista fisiolégico, que no es posible iipificar loz métodos
de estudio mds alld de los requeridos para definiv los grandes gru-
pos naturales. Por lo que antecede, nosotros nos enidaremos espe-
cialmente de sugerir que los métodos aqui indicados pucdan cons-
tituir un cuerpo rigido aplicable a cualquiera de los grupos micro-
bianos. Los métodos que discutiremos son aplicables en su mayoria
al estudio del género Pseudomonas. Muchos de ellos pueden ser
utilizados directamente o adaptados para el estudio de olros géne-
ros. Quedan exeluidos de la discusion los métodos muy especializa.
dos, que pueden llegar a ser muy variados y en cierto modo “cir-
cunstaneiales”. Como ejemplo cilaremos los ensavos idcados mara
estudiar el modo de rotura del anillo hencénico por cepas de Psen-
domonas (STANIER y colab., 1966), méiodos que, como se ve clara-
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mente, sélo pueden aplicarse a bacterias capaces de oxidar com-
puestos aromaticos. Estos métodos a menudo son inventados sohre
la marcha en el trabajo taxondémieo, y surgen del esfuerzo por
buscar bases sobre las cuales pueda fundarse la subdivisién interna
de un grupo con funciones especializadas.

1) Métodos citologicos

La reaccion de GrAM, utilizada extensamente durante lanto afios
en la identificacién de bacterias, es capaz de definir dos grandes
grupos que poseen caracteres diferenciales muy netos. Hoy sabemos
que todas las bacterias tienen en la pared celular un muco-complejo
formado por un mucopolisacarido y un mucopéptido. El primero
(al cual se debe probablemente la rigidez de la pared) tiene uni-
dades de N-acetil-hexosamina, y dcido murdmico (3-O-carbexietil-D-
glucosa). El mucopéptido tiene pocos aminodcidos: alanina, glu-
tamico, lisina y/o0 acido diaminopimélico, y pequefias proporciones
de aspartato, glicina, treonina y serina. Este muco-complejo es el
substrato de la lisozima y el centro de la sensibilidad a la peniei-
lina. Forma la casi totalidad de la pared de los GRAM posilivos,
y s6lo el 10 al 20 por ciento de la pared de los GrRaM negativos; de
alli la sensibilidad mueho menor de esios Gltimos a la penicilina
v a la lisozima.. Los GRAM negaiivos contienen en la pared una
proporcién relativamente alta de lipidos y muchos otros aminoaci-
dos, incluyendo los azafrados y los aromaticos. Entre los Gram po-
silivos y las GRAM negativos hay también diferencias que se aprecian
con ¢l microscopio electrénico ohservando secciomes ultradelgadas.
Los GRAM positivos muesiran la membrana citoplasmica y hacia
afucra una zona densamente uniforme; los GRAM negativos, en lu-
gar de esta Gltima tienen Lres componentes (denso, transparente y
denzo) bien definidos. En realidad hay toda una constelacion de
diferencias hiologicas, quimicas y arquitecténicas que seiialan dife-
rencias fundamentales en la organizacion de las células de cada
grupo. Puede decirse que pocas veces, como en el caso del Grani,
se tropieza con reacciones diagnésticos tan profundamente signifi-
cativas. L1 mecanismo de la reaccion parece depender de la haja
permeabilidad del muco-complejo por el producto eristal violela-
iodo (SaLTon, 1960).

La forma general de las células, tal como se la estudia bajo el
microscopio comin o de coniraste de fases asiste a la divisién de
las bacterias en grupos relativamente amplios, Hay géneros como
Pseudomonas donde la forma de las células no ayudan a la subdi-
vision interna del grupo.

Una caractleristica celular que merece especial comentario es el
de las cilias. Pseudomonas ha sido definido en base a la forma de
hastén, la reaceién negativa hacia el GRav, y la posesion de cilias
polares. En estos Gltimos tiempos la valider del caricter ciliar ha
comenzado a tambalearse. Hay géneros como Chromobuclertum
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(SneaTH, 1960) donde es evidente el dimorfismo ciliar; hay cilias
de distinta longitud de onda y ademds, de acuerdo a la edad del
cultivo hay una predominancia de célulus monétricas o peritricas.
Un fenémeno similar oeurre en algunas especias del género Pseudo-
monas. Asi, en P. stuizeri el profesor Hans LAUTROP (ecomunicacion
personal) ha observado la aparicién de cilias laterales cuando las
células son cultivadas a unos 4° C. Esas cilias laterales tienen una
menor longitud de onda que las polares. La significacion de estas
observaciones es dificil de valorar al momento presente. Para los
fines practicos, todavia puede decirse que las haslerias del gé-
nero Pseudomonas tienen cilias polares cuando se las culiiva a 30° C,
pero desde el punto de vista bioldgico estos hechos fuerzan a una
revision critica del problema, y nosotros creemos que ésla es una
de las principales cuestiones que quedan abiertas a la investigacion
en el futuro,

El ecitoplasma de las bacterias presenla estrucluras que en mu-
chos casos estin corrclacionados con otros caracteres de impor-
tancia taxonomica. En algunos casos se observan en el citoplasma
arrollamientos membranieceos que son una prolongacién de la mem-
brana celular. Estas estructuras han sido llamadas mesosomas por
Frrz-JamEs (1961) . Las bacterias fotosintéticas tienen vesiculas (ero-
mat6loros) que contienen lodo el pigmento fotosintélico de la cé-
lula. y. a difercncia de los organismos fotosinlélicos eucaridiicos, no
estdn agrupados dentro de un envoltorio como ocurre con los clore-
pléstides. Hay también en el citoplasma acumulaciones de produe-
tos de reserva, que pueden ser polisacaridos, polimetafosfato (volu-
tina) o el interesante polimero poli-heta-hidroxibutirate. En el gé-
nero Pseudomonas la prezencia de este polimero tiene significaciéon
taxonémica porque se correlaciona estrechamente con olros carae-
teres propios de grupos que aparecen “naturales”.

2) Métodes pare la determinacion de los compuesios de carbono
utilizables por las eélulas

Hace mads de cuarenta aiios, L. E. pEN DoOREN DE Jove, en el
laboratorio de BrrjeriNck en Delft se propuso estudiar los compo-
nentes de la microflora de los suelos responsable de los procesos
de mineralizacién, y de inmediato tropezd con las bacterias del
género Pseudomonas que tienen en estos procesos un papel de im-
portancia fundamental. Siguiendo un razomamiento légico, DEN
Doonen pg JoNe traté de analizar la complejidad de las especies de
ese género en hase a la determinacién de la variedad de compues-
tos carbonados que pueden utilizar como fuentes de carbono v
energia.

Este andlisis puede ser practicado de diversas maneras. Dan
Deoren pE Jone utilizé cajas de PuTrI conteniendo agar de un me-
dio mineral apropiado v un compuesto orginico por vez como fuen-
te tinica de carbono y energia. La superficie de la caja de Prrnr se
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presta para el ensayo de un buen nimero de cepas, las enales son
cembradas con un ansa cn posiciones prefijadas en cada caja. Es
evidente que el método tal como lo practico DEN DOOREN DE Jone
exige un buen nimero de manipulaciones por caja. En la practica
aclual esle mumero de siembras por caja puede reducirse a una
sola operacion ulilizando el método de impresién ideado por los
LEDERBERG (LEDERBERG y LEDERRERG, 1952). Esta variante fue intro-
ducida con buenos resultados por STANIER y colab. (1966). Cada
conjunto de cepas se siembra con ansa en posiciones definidas de
una caja de PETRI conteniendo medio orgdnico complejo, v luego
de la aparicién de desarrollo se imprime con terciopelo en las ca.
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Fig. 1. — Plaro usado en las siembras para el andlisis nutricional de 21

cultivos de Pseudomonas. Algnunos de los resultados se ilustran en I

figura 2.

jas conteniendo los medios quimicamente definidos con las Tuentes
de carhono a probar. El desarrollo indica la utilizacién del com-
puesto en cueslién como fuente de carbono v de energia, y es ano-
tado a los cuatro dias de la impresién (Figs. 1y 2)

E] analisis nutricional introducide por DEN DOOREN DE JoNe
(1926) puede también ser practicado en medio mineral liquido,
distribuido en tubos a razén de 4 a 5ml por tubo. Luego de la
siembra, los tubos se incuhan preferenlemente con agilacion. El
método es considerablemente mas laborioso que los procedimientos
que usan cajas de PETRI, pero ofrece alguras ventajas, tales como:
@) no se agrega una sustancia de pureza dudosa como el agar!; b)
no existe competencia entre las cepas, lo cual puede oeurrir en las

t Qe recomienda el vso de agar purificado (p. ej. Oxoid N7 2, o Tonagar).
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Fig. 2. — a) swperior izquierda ; medio conteniendo putreseina. Todos los cultivos impresos mediunte
la téenica de LEDERBERT ¥ LEDERBERG (1452) han desarrollado. I) superior derecha ; medio con
amilamina. HMan dado desarrolle cowpleto (4) los cullivos 1, 8, 5, 6, 7, 9, 10, 14, 16, 17, 20 ¥ 21,
Los cultives 2 3 11 han desarrollado a medias (£). El eultive 17 ha producido un pigmento ana-

ranjade que no difunde al medio. ¢) inferior izquierda : medio con fenil-acetato. Son positivos
los cultivos 1, 3, 5, 6, 7, 9, 14 (con formacién de pigmeuto rosado difusible), 16, 17, 20 ¥
21. El cultive 15 da escaso desarrollo (). d) inferior derecha : medio con D-arabinosa. Solo el eul-
tive 15 ha dade desarrollo. La marca que se nota en la parte superior de las cajas sirve para la
orientacién de In impresisn con terciopelo Y Dpara las lecturas.
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cajas de Perri cuando las zonas sembradas con distintas cepas estan
muy cercanas entre si: ¢) si el erecimiento es pobre, puede hacerse
inoculaciones sucesivas, con lo enal desaparece el efecto de las im-
purezas acarreadas por el inéeulo original. Los sucesivos transplan-
tes en medio liquido producen una dilucién muy grande de las im-
purezas, y los resultados son de mas fdcil interpretacion; d) el
desarrollo en los tubos puede ser medido turbidimétricamente, o el
liquido puede ser sometido a analisis cualitativo para el reconoci-
miento de algunos produclos finales, ete. En la practica, el mélodo
de las cajas de PETRI es excelente. Los resultados son claros y re-
producibles. Es aconsejable, sin embargo. controlar los resnltados
dudosos en tubos de medio liquido,

3) Métodos para el reconocimienio del ataque parcial de compues-
tos orgdnicos

El ataque de un compueslo organico por las bacterias puede ser
parcial, v el producto formado a veces se acumula cuantitativamen-
te en el medio, En esos casos no hay crecimicnto a menos qut se
agregue al medio otro substralo carbonado asimilable. El ataque
parcial de los compuesios de carbono tiene importancia en la ca-
racterizacion de los microbios. Para reconocerlo es preciso medir la
desaparicion del compuesle orviginal y la acumulacién del producto
del metabolismo. Hasta el presente no hay métodos practicos para
estudiar este tipo de caracteres en un gran nimero de cepas a la
ver, como se hace con el analisis nutricional de pu¥ DOOREN DE
Jone. De los métodos que se utilizan en la practica, el mas difundi-
do es el propuesto por HucH y LEiFsoN (1953), utilizando un me-
dio conteniendo suslancias organicas complejas en concenlracién
bhaja, un indicador y la sustancia organica (easi siembre un aziear)
cuvo ataque parcial. con formacion de dcido. se desea estudiar.

FEl método evidentemente cubre un aspecto muy unilateral del
ataque parcial de los substralos, porque sirve para reconocer la
produceion de sustancias gue alteran el pH del medio. No obstante,
Ios desultades sen muy claros y reproducibles. Seria muy conve-
niente tratar de idear métodos mas generales, aplicables a un gran
ntiimero de cepas v a una gran variedad de substratos,

4) Determinacién de la temperatura éptima de desarrolle.

Fuera de la determinacion del rango aproximadoe de temperatu-
ras a las cuales se logra el desarrollo dplimo. esta determinacién no
ticne gran aplicac’én sohre todo por lo tediosa cuando se estudia
un gran ntmero de cepas. En el género Pseudomonas ha resultado
mas ilustrativo estudiar el comportamiento a dos temperatura ex-
tremas, 4° y 412 C, y en algunos casos (como en el grupo P. stuize-
ri - P. stanieri) la determinacién precisa de una temperatura extre-
ma ha resultado de interés,
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5) Determinacion del pH éptimo de desarrollo.

Esla es una determinacion que pocas veces se practica sobre un
rango amplio de pH, y en la prictica, el bacteriologo usa medios
que estan cerca del valor que se supone conveniente para el grupo
bacteriano bajo estudio, La delerminacién del pH éptimo es muy
dificil porque es engorroso mantener constante el pH durante el cre-
cimienlo, especialmente cuando el pH en estudio esta lejos del va-
lor pK del fosfato, ya que es muy complicado elegir un buffer no
toxico o que no sea utilizado per las células (como sucede con las
sales de los acidos organicos).

El pH puede mantenerse constante con instramentos especiales de
uso corriente en los laboratorios, pero estos instrumentos no se pres-
tan para trabajar en condiciones de asepsia, v se hace muy com-
plicada la prueba de varias cepas a diversos valores de pH a la vez.

6) Requerimientos de factores de crecimiento.
) q

Muchas bacterias no crecen en medic mineral con n.nguna de
las fuentes de carbono y energia a menos que ce agregue algunos
factores de crecimiento en pequeiias cantidades. Estos requerimien-
tos constituyen caracleres de importancia taxonémica. Una ves que
se conocen, el andlisis de DEN DoOREN DE JonG es posible, usando
medio mineral al cual se ha agregado los faclores requeridos. Asq,
Pseudomonas maltophilia pudo ser estudiada nutricionalmente (Sta-
NIER y eolah., 1966) gracias a haber podido determinar en el curso
del trabajo su requerimiento por pequeiias cantidades de melionina
(25 microgramos por mililitro). El medio conteniendo metionina
sin el agregado de ninguna otra sustancia orgénica no da desarrollo
visible; el agregado de una fuente de carbeno apropiada (p. ej.
L-malato) produce un desarrollo abundante. Otro buen ejemplo lo
tenemos en el analisis nutricional de las cepas de Moraxella oxida-
sa-positivas realizado por BAUMANN (1966). Es posible que etros
géneros puedan ser estudiados de la misma manera.

En ciertos casos, las sustancias requeridas para desarrollar en
medio mineral son de tal complejidad vy pucden necesitarse en tal
cencentracion que ya no es posible estudiav la utilizacion de com-
puestos simples de carbono por los métodos deseriptos. En esos ca-
08, se requieren determinaciones mas tediosas v precisas (como
por ejemplo, experimentos manométricos) para conocer el rango
de substratos utilizahles,

7) Fuentes de nitrégeno utilizables

Las fuentes de nitrdgeno aprovechables para el erecimiento v
que son comtnmente ensayadas, son el nitrogeno gaseoso, las sales’
de amonio, los nitrales, urea y los aminodcidos. Ocasionalmente:
(TsukaMURA, 1966) puede probarse aminas y amidas diversas.

‘ s rp B
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8) Crecimiento aulotréfico

Esta propiedad refleja la capacidad de wusar CQs como unica
fuente de carbono. El CO. puede ser asimilado por fotosintesis o
bien gracias a la posesion de un sislema enzimatico especial que aco.
pla la oxidacién de ciertas sustancias inorganicas con la fijacion de
(.0, En las bacterias todavia no se ha explorado la preseneia de
sistemas incompletos de fijacion, por ejemplo, la presencia de car-
hoxidismulasa en organismos incapaces de vivir con CO: como ini-
ca fuente de carbono,

En el género Pseudomones la determinacion de la capacidad de
fijar CO.en una atmosfera conteniendo hidrégeno y oxigeno tiene
una importancia especial. El género Hydrogenomonas ha sido con-
siderado como un apéndice fisiologico del género Pseudomonas,
pero en estos tltimos tiempos, por las investigaciones realizadas
en Berkeley, se ha puesto en duda que las hacterias del hidrogeno
sean un grupo morfolégicamente homogéneo, ya que se ha encon-
trado que algunos de sus representantes tiene cilias laterales. Estas
formas peritricas se parecen notablemente a algunas de las especies
del género Pseudomonas desde el punto de vista nulrieional. Es
evidente que habria que agotar los procedimientos que permitirian
saber si esas especies de Psendomonas son capaces de dar cilias la-
terales, v de lo contrario, estos casos 1al vez deban ser clasificados
junto a los ejemplos de evolucién convergente.

9) Denitrificacion

Esta propicdad se pone en evidencia por la produccién de gas
a partir de nitrato en ambiente anaerobio. El medio debe conte-
ner una fuente de carbono apropiada que sirve para la reduccion
del nitrato como dadora de electrones. Este es un punto de interés.
En teoria se podria elegir cualquiera de los substratos que son uti-
lizados como fuentes de carbono y energia por la bacteria a estu-
diar, con la tinica excepeién de aquellos substratos {como benzoa-
to) cuyo ataque inicial es catalizado por oxigenasas. Sin embargo
este punto nunca ha sido estudiado.

10) Reduccién de nitralo con formacién de nitrito

STANIER y colab. (1966) no usaron esta propiedad para la ca-
racterizacién de taxones dentro del género Pseudomonas, aunque
es un caracter que goza de bastante popularidad entre los taxéno-
mos. Estos autores dejaron de lado la determinacién por las razo-
nes siguientes: a) en lodas las cepas estudiadas se determiné la
capacidad de denitrificacién, que es definida como la reduccion de
nitrato a nitrogeno o a oxido nitroso. Esta reducciéon pasa por
nitrito como intermediario; b) todas las especies estudiadas, salvo
una (P. maltophilia) viven con nitrato como fuente de mnitrégeno,
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v eso implica que el nitrato es reducido para ser transformado en
el grupo amino de los aminodcidos. Es posible que cn otros grupos
la acumulacién de nitritos a parlir de nilralo lenga una significa-
c'6n taxonoémica mas clara.

11) Reaccion de la oxidasa

Esta reaccién se produce en pocos segundos al poner en con-
tacto células jovencs en presencia de una solucién acuosa de p-
fenilenediamina; el mecanismo es desconocido hasla el presente,
sunque sus resultados son elaros y se correlacionan hien con otros
datos caracteristicos de algunos grupes. STANIER y colab. (1966)
hallaron una correlacién entre la presencia de cilocromo ¢ y la
reaceién oxiddsica positiva. Lsa correlacién habia sido observada
por primera vez por el Dr. BAUMANN en el mismo laboralorio tra-
bajando con el género Moraxelle. BAUMANN también habia sefia-
lado que el colibacilo sigue la regla. Tal vez la correlacion sea
valida en general para las bacterias GRAM negativas, Iin los GrRAM
positivos no parece haber tal correlacion.

12) Produccién de pigmentos

Algunas especies de bacterias producen pigmentes y éste es un
cardcter importante desde el punto de vista taxondmico. Cuando
se produce una mutacién apigmentada, en muches casos es difieil
la identificacién cuando se usan los métodes convencionales. TUn
anglisis profunde puede sin embargo colocar los mutantes apig-
menlados junto a los olros organismos de su prepio grupo, como
ha sucedido con Pseudomonas fluorescentes apigmentados en las
investigaciones de STANTER y colab. (1966).

Fl pigmento puede permanecer en las células (eso ocurre espe-
cialmente cn el caso de los pigmentos liposolubles como los caro-
tenoides o en el caso de pigmentos que inlervienen en procesos
energéticos, como los flavinicos v los citocromos) o pieden difun-
dirse en e! medio. Hay en la hibliografia un mimero de medios de
cultivo especiales que estimulan la produccion de pigmentos.

13) Especiro de cilocromos

En las baelerias acrobias tiene un gran interés el conocimiente
de la composicién de los pigmentos transportaderes de electrones
llamados citocromos. Eslos pueden ser estudiados en las células
intactas mediante el uso de suspensiones muy densas, usando espee-
trofotémetros de gran scnsibilidad y preferentemente de registro
automadlico. La posicion de los picos que aparecen en la zona visi-
ble luego de la reduccion de la suspensién con nilrégeno gaseoso
o ditionito, es altamente caracteristica, y se correlaciona con otras
propiedades de los grupos bacterianos (STANIER y colab., 1966).
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14) Enzimas hidroliticas extracelulares

Las principales enzimas extracelulares cuyo ensayo cualilativo
pucde hacerse en medios comunes por métodos aplicables a un gran
niimero de cepas a la vez, con las que intervienen en: a) la hidrd-
lisis de proteinas (gelatina, caseina); b) hidrélisis de polisaca-
ridos (almidén, pectina, quitina) ¢) hidrolisis de lipides (grasas,
aceites, Tween 80) ; d{( hidrélisis de lecitina; e) hidrélisis de poli.
beta-hidroxibutirato ; ete.

Los métodos corrientes para cl estudio de la hidrélisis de las
moléculas complejas son satisfactorios, y no requieren comentario.
Sin embargo, hay que estar convenientemente prevenido accrea de
la interpretacién de las reacciones débiles v tardias, porgus pue-
den ser debidas a enzimas endocelulares, que se liberan por lisis
de las células.

La hidrolisis de la leeitina merece cierta discusibn. Esta reac-
cién se cstudia en la prateica cultivando las células en presencia
de un medio natural que contiene lecitina (yema de huevo). El
mecanismo de la reaccién de la yema de huevo es desconocido.
Los tipos de reaccién de las cepas de Pseudomonas en el medio
¢6lido con yema de huevo son tres bien diferenciables. Una clara
reaceidn positiva estd indicada por un halo blanco rodeando la
~eolonia. Un segundo tipo de reaccion es la formacion de un halo
transparente. Este halo, que probhablemenie indica proteolisis,
puede ser permanente (en cuyo caso la resceién se anota como
negaliva) o puede presentar, luego de algunos dias, un precipitado
débil, de aspecto irisado, en la inmediata vecindad de la zona de
desarrollo. Este dltimo caso puede anotarse como reaccién débil.
Aunque desde el punte de vista enzimolégico han sido estadiadas
varias lecitinasas, que se diferencian principalmentc por el punto
de ataque de la molécula de lecitina, hasta ahora no se sabe a qué
fecilinasa corresponde cada tipo de reaccién observado en la prue-
ba de la yema de huevo. Es posible que en la reaccién tal eomo
se la observa en las cajas de PETRI haya también participacién de
las proteinas del medio.,

Es muy posible que en el futuro, euando se conozean mejor las
enzimas extracelulares responsables de la hidrélisis de las macro-
moléculas, esos conocimientos tengan una significaciéon mais pro-
funda en la taxonomia de las haclerias. Hay algunos tipos de enzi-
mas extracelulares que ofrecen un campo muy atravente a la in-
vestigacion. Entre ellas se encuentran las proteasas que intervienen
en la licuacion de la gelatina. Es curioso que esta reaccién, que es
tan vieja como la bacteriologia misma, hava sido estudiada sélu en
contados organismos, Seria interesante conocer aspectos tan impor-
tantes como el nimero y la clase de enzimas que pueden producir
los distintos grupos bacterianos, y los aspectos del control. Este te-
ma merece un estudio cuidadoso que hoy podria realizarse gracias
al niimero de substratos artificiales disponibles y a la excelencia
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de los métodos enzimoldgicos, Kl aislamiento, cristalizacién y carac-
terizacion de la proteasa extracelular de Pseudomonas weruginosa
por MoriHARA (1963) es un ejemplo digno de ser extendido con
fines comparativos a otras especies de Pseudomonas.

15) Susceptibilidad o bacterisfagos

La susceptibilidad al ataque de determinada cepa de bacterid-
fago es una propiedad muy espeeifica. Los bacteriéfagos liticos
aislados a partir de determinada cepa bacleriana por lo general solo
atacan a cepas de caracteristicas muy cercanas a la que sirvié para
el aislamienlo. La tipificacién usando bacteridfgos es muy intere-
sante desde el punto de vista taxondémico: asi, por ejemplo, las
investigaciones realizadas en Davis por el Profesor MoriiMER P,
STARR v colaboradores utilizando las mismas cepas de Pscudome-
nas estudiadas en Berkeley (STANIER y colab., 1966) han dado con
la tipificacién con baeteriéfagos escncialmente los mismos resulta.
dos que los alcanzados por el andlisis nulricional. Ta susceptibili-
dad al ataque de un mismo bacteriéfago por dos cepas bacterianas
indica un grado de homologia muy marcado, porque depende de la
semejanza de las superficies celulaves v de la composicion del eife-
plasma donde ocurrirda la multiplicacién vegetaliva de las particu-
las del bacteriéfago.

16) Métodos para el estudio directo de las mecromoléculas im.
portantes

Al estudiar caracteres euyo fundamento hiogquimico puede expre.
sar con precisién, el bacteridlogo puede delinir un aspecto especial
del fenotipo, el “enzimotipo”. Los genes tienen informacion que
se expresa finalmente en la estructura de protcinas. Definir el en-
zimotipo significa, pues, describir un producto relativamente di-
recto de la actividad génica y aungue las consecuencias secunda-
rias de las mutaciones pucde llegar a ser extremadamente compli
cadas, no hay duda que la distancia entre el cardcler que se estu-
dia v el gen es mas corta en las baclerias que en los seres supe-
riores.

Esta ventaja de las bacteriaz fue aprovechada por los biclogos
modernos cuando aparecid la necesidad imperiosa de ahondar mas
el analisis para obtener la informacién mds direcla posible con.
tenida econ las macromoléculas (especialmente acidos nucleicos y
proteinas) de importancia fundamental. De alli surgié una disci-
plina que ya tiene estructura de ciencia independiente. la Biolo-
gia Molecular, que ha incorporado métodos bioquimicos y biofizi-
cos apropiados para visualizar la estructura v el comportamiento
de esas macromoléculas.

El esquema de la sintesis de las proteinas es una de las con-
quistas cientificas mas grandes de todes los fiempos Fse esquema
parte de la estructura del dcido desoxiribonucleico del micleo, que
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es copiado por un mecanismo enzimatico delicadamente controlado,
en un estructura similar, la del dcido ribonucleico.

A esta etapa de copia se llama transeripcion y al ribonueleico
que es producto de la transeripsion se lo llama mensajero, El men-
saje es luego traducido (clapa de traduccién) a nivel del ribosoma,
en el proceso de sintesis de las proteinas. Ll conocimiento de los
componentes de este sistema para cada uno de los caracteres de
un individuo es una meta que lal vez nunca va a ser aleanzada.
Sin embargo, la informacién obtenida hasia hoy especialmente en
bacteriologia, aunque infinitesimal, ha sido exiremadamente inte-
resante. A continuacién resumiremos el aporte de las investiga-
ciones directas de las macromoléeulas al campo de la taxonomia
kacteriana.

En la doble hélice del ADN, adenina esta apareada cor limina
¥y cilosina con guanina. Las proporciones de esas hases es fija para
una misma especie, y en organismos distintos pucden ser muy di-
ferentes, Es éste, como veremos, un dato de vtilidad que tiene am-
plia aplicacién en la taxonomia actual de las bacterias, Para carac-
terizar la composicién globa! en hases de ADN, bastaria con de-
terminar quimicamente una de las cuatro bases. Asi, si hallamos
gue hay un 18 por ciento de guanina. también citosina sera 13
por ciento, v la suma de adenina ¥y Umina reprasentard el 64 por
ciento restante. con 32 por ciento para cada base. En la practica
hay métodos mas esmodos, aunque mas indirectos, y sc basan en la
determinacién de la temperatura media de denaturacion del ADN,
o en la determinacion de la densidad de éste, valores ambos que
ze hallan correlacionados con la proporeién de las bases en la mo-
lécula intacta. La cxpres'én mdas corriente de los resultados en

G 4C
GL-CLALT
Este valor al cual llamaremos GC de aqui en adelante, no muestra
erandes variaciones en planias y animales, que se agrupan en el
rango 30 a 50, mientras que cn las baslerias va desde 20 a 75, apro-
<imadamente,

- 100) .

woles por ciento de guanina mas citosina (

Si aceptamos que los organismos que se hallan relacionades de-
hen poseer amplias zonas de sus ADN con igual contenido en
hases, los valores de GC de los mismos debhen ser iguales. T.os orga
nismos entre los cuales puede demostrarse la transferencia de ma-
terial genético y donde el material genético es incorporado al ge-
nomio del recipiente, en general cumplen con esta condicién.

Los organizmos no relacionados entre =i, no necesar amente de-
ben tener igual valor de GC: en otras palabras. es de esperar que
muchas especies distintas tengan igual valor de GC. Desde ¢l punto
de vista practico, entonces, es fundado alejar entre ¢i los organis-
mos con distinto GC en la clasificacion, v s6lo tormar en cuenta la
ignaldad de GC de dos organismes euande oiros caracteres indi-
quen estrecho parentesco entre los mispios.



Parveroxy, Sovaxes v Rosser, Lo taxonomia de lus bacterias 81

Al presente, muchos valores de GC para bacterias han aparecido
en la literatura. Kstos valores han confirmado en muchos casos las
divisiones y agrupamientos logrados por los huenos taxénomos
usando métodos convencionales. Algunas consecuencias de interés
de los valores aparecidos en la literatura son el agrupamiento de
Bacillus cereus con sus variedades mycoides v anthracis; la se-
paracion de Neisseria catarrhalis v Neisseria meningitidis; el agru-
pamiento de Escherichia, Salmonella v Shigella; la delimitacién
de dos grupos en el género Vibrio.

Pseudomonas ofrece una amplia variacién de valores de GC (de
58 a 68) (MANDEL, 1966). Esto es un indicio evidente de la gran
heterogencidad interna del grupo, que puede ponecrse de relieve
con otros caracteres taxonomicos diversos. Asi por ejemplo, desde
el punto de vista nutricional, una cespecie, P. lemoignei, usa 8 com-
puestos de carbono, v otra P, mulfivorans, mis de 100, a partir de
vna lista de 150 substratos.

Otro método para la caracterizacién del ADN es la determina-
cion de la frecuencia con que se encueniran los 16 posibles (2%)
dinucledtidos. Kstas frecuencias pueden servir para comparar or-
ganismos, pero en la praetica, dado que se trata de determinacio-
nes quimicas o enzimaticas rclalivamente complejas, no se cuenta
con muchos datos aplicables a prohlemas taxondmicos gencrales.

Dos preparaciones de ADN de distintos origenes pueden ser com-
paradas para saber si tienen zonas homdlogas. mediante una tée-
nica que consiste en hibridar in vitro las moléculas. El principio
de las hibridaciones moleculares ofrece perspeetivas muy intere-
sanies desde el punto de vista taxondmico.

En general existe una esirecha correlacion enlre los datos de
composicion del ADN. la compatibilidad genética, v la formacién
de hibridos moleculares in vitre.

Mientres el estudio del ADN ha ayndado en buena medida a la
taxonomia bacteriana, no puede decirse lo mismo de los estudios
de ARN todavia. Las razones no son dificiles de imaginar. Una
gran proporeion del ARN celular es ribosdmico, v la composicién
en bases es muy uniforme en distintas especies. Este no sorprende
dada la aparente equivalencia de los ribosomas (atin en los sis-
temas in vitro reconstruidos con elementos de distintas especies) en
cuanto a su capacidad de “entender” distintos mensajes en el pro-
ceso de traduceidn del eddigo genélico, El ARN soluble tamhién
parece ser marcadamente uniforme. En cuanlo al ARN mensajero,
es de esperar que éste refleje la varincién en composicién del ADN,
v eomo se trala de un producto de transerineion del ADN v mucho
maés dificil de aislar que éste, no tendria objeto tomarlo como hase
para el examen de rutina de organismos que deben ser comparados
desde el punlo de vista laxonémico. No obstante estas razones. el
estudio del ARN tiene un futuro de interés en el campo de la
taxonomia. Por ejemplo, la invariancia en la composicién de bases
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del ARIN ribosomico es muy interesanle ya que YANKOFSKY y
SPIEGELMAN (1962) demosiraron la complementaridad con parte
del genomio, v que esa complementaridad s6lo existia si el ADN
v el ARN ribosomico provenian del misme organismo. Otro inte-
resante aspecto es la hibridacion molecular entre ARN mensajero
v ADN. como medio de estudiar la homologia taxondmica,

Las proteinas, como expresion final del mensaje contenido en el
genomio, son macromoléculas de gran valor para el estudio taxo-
noémico de las baeterias. Ya hemos visto que en estos organismos,
la posibilidad de delinir el “enzimotipo”, es decir, el conjunto de
las actividades bioquimicas dehidas a las proteinas de actividad ca-
talitica, representa un analisis mas profundto que el estudio de la
mayoria de los caracleres susceplibles de enfoque genético en los
organismos superiores. El enzimolipo no es simplemente el catilogo
de las actividades bioquimicas, sino lambién el conccimiento de
las propiedades de las enzimas como especies quimicas. Asi, por
cjemplo, dos organismos con ADN de distinta composicién, pue-
den ofrecer un parecido superlicial porque pueden ser capaces de
llevar a cabo vias meciabélicas complejas idénticas. Un examen de
las enzimas que intervienen a menudo demuesira que la semejanza
es superflicial y que esas proteinas lienen diferencias fundamenta-
les en su composicién.

Hoy se dispone de métodos apropiados para el estudio de las pro-
leinas; asi, puede estudiarse la cownposicién y la zecuencia de los
amino acidos; la composicién (“impresion digital™) de los péptidos
que se cblenen por digestidon con proteasas de especificidad cono-
cida; las propiedades electroforéticas, cataliticas, seroliogicas, ete.
La comparacion de laz enzimas que catalizan la misma reaccion
Lioquimica y que provienen de distinlas especies, ex uno de los as.
pectos mas interesantes desde el punto de visia taxonémico. Es
evidente que el ideal lo constituye la determinacion de la secuen-
cia de aminoacidos y la estruclura terciaria vy cuaternaria, pero
hasta el presente éste es un objetivo que sélo puede cumplirse muy
laboriosamente con las protinas de peso molecular més pequeiio,
En la prictica se puede obtener informacidn schre las diferencias
entre proteinas mediante téenicas como la electroforesiz, el estudio
de las propiedades fisico quimicas generales. la afinidad por ana-
logos de coenzimas (cuando éstas son necesarias para la reaceidm),
el analisis inmunolégico, ete.

La bioquimica provee hoy otro clementa de gran valor para la
taxonomia: el estudio del control de las reacciones metabdlicas en
la célula. Este control puede cjercerse sohre la actividad misma de
las enzimas (“feed-back™ o realimentacion). o bhien puede ser de
tipo mediato, al ejercerse al nivel de la sintesis de las enzimas
(induceién y represion enzimalicas). Estos aspectos son explorados
intensamente en un buen numero de laboratorios y han sido reve-
lados ya detalles muy interesantes de la coordinacién de las reaccio-
nes polienzimaticas, que prometen aplicaciones taxondmicas im-

portantes,



ParLreront, SoLanes v Rosser, La taxonomia de los bucierias 83

METODOS PARA EL TRATAMIENTO DE LOS DATOS
DE VALOR TAXONOMICO

El procezamiento de los datos recogidos en el estudio de los
cultivos hacterianos, ha sido efectuado por lo general de una ma-
nera arbitraria. Esta es la etapa en la eual el taxinomo por lo ge-
neral introduce los elementos subjetivos que han sido eriticados a
menudo por los no-taxénomos, y es aqui, justamente, donde se ha
sentido la falla de normas y procedimientos objetivos y reprodu-
cibles. La taxonomia numérica representa el intento més coherente
para lograr este propdsito.

Los propulsores més deslacados de la taxonomia numérica, SOKAL
Y SNEATH (1963) definen a esta dicciplina como “la evaluacion
aumeérica de la afinidad o similitud entre unidades taxondmicas
v el ordenamiento de estas unidades en taxones sobre la base de sus
afinidades”. Fstos autos definen (oh. cit, p. 50) Ias “posiciones
bésicas” de la taxonomia numérica de la manera que lo expresan
en los axiomas siguientes:

1. La taxonomia ideal es aquella en la cual los taxones tienen
el contenido mas grande de informacion. y estd basada en
tantos caracteres como sea posihle,

2. A priori, todos los caracteres tienen igual “peso™ en la crea-
cion de taxones naturales?,

3. La similitud (o afinidad) general enire dos entidades cua-
fesquiera estia en funcién de Ta similitud de los numerosos
caracleres en los cuales esas entidades son comparadas.

4. Puecde construirse taxones definidos en base a las diversas
correlacioncs de caracteres en los grupos en estudio.

5. La taxonomia. tal como la concehimos es, por consiguiente,
una eiencia eslriclamente empirica.

6. la afinidad es estimada en forma independiente de toda
consideracion filogenética.

Para una revision de la historia del desarrollo de Tos métodos
numéricos en taxonomia remitimos al lector a 1a obra citada (SOKAL
¥ SNEATH. 1943) . No ohstante. nos parece conveniente aclarar algu-
nas de eslas “posiciones hisicas” ulil’zando los coneeplos conteni-

' Las posiciones bisicas 1 y 2 estdin estrechamenee enlazadas, Fn hase a nn
solo caridceter, el vaclo, los antignos ponian a los murciélagos entre los pdjaros,
De 1n misma manera, seria igualmente criticable colocar a los mureciélagos junto
a ofros mamiferos por la posesion de glindulas mamarias, un cardcter de igual
peso que ¢l vuelo, segiin el concepto adansoniano. Es evidente que la idea adan-
soniana debe ir reforzada con la coleccién de buen ndmero de caracteres, ¥ que
tnicamente de esta manera los mnreiélagos podrdn ser ubicados mds cerca de
las Lallenus que de los gorriones,
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dos en esa obra. Los métodos numéricos preconizados por los taxo-
nomos modernos arrancan de las obras de un holanico francés, M.
ADANSON, que vivio entre 1727 y 1806. ApANSON se lanzé conira el
rincipio aristotélico de las “esencias”™, y tratd de basar la separa-
cién de los taxones en la correlacion de caracleres, lomando lodos
los caracteres en estudio, tratandolos 2 un mismo nivel (es deeir,
dandoles igual “peso”), y estableciendo su relacion numérica para
definir la afinidad.

La igualacion del “peso” de distintos caracteres atrajo la tor-
menta de la critica sobre la obra de Apanson y ésta quedd prac-
ticamente tapada liasta época reciente cuando, a partir del desa-
rrollo de la biometria y de la difusion de las computadoras elec-
trénicas, los métodos numéricos en biologia toman vuelo,

Este punto de la igualdad de jerarquia para todos los caracte-
res estudiados merece un comentario especial, por su posicién cen-
tral en la taxonomia adansoniana, y aunque extensa, la siguiente
traduccion de los eonceptos de Sokar y Svearir (1963, pp. 34-35)
nos parece el comentario mas-apropiade. Dicen los autores: “La
icorta de la jerarquia de los caracteres es una falacia que, afortu-
nadamente se cstd desvanceiendo. FEsta teoria sostiene que uno
puede establecer a priori reglas acerca de cuales caracteres separan
las especies. cudles separan loz géneros, cuiles separan las fami-
lias, y asi siguiendo. Esto es la antitesis de]l métndo de descubri-
miento a posteriori. Este Gllimo encuentra las caracteristicas que
rcalmente separan los taxones nalurales previamenle reconocidos.
Este es, lo sostencmos, el procedimiento correcto, La idea de la
jerarquia es otra forma de la teoria del peso desigual v a priori.
Es muy vieja; de hecho, como Cain (1958) ha mostrado, arranca
de la teoria aristotélica de las esencias, Este autor cita a CEsALPING,
quien mantenia que la nulricién cra de importancia eapital para
Jas plantas, y por lo tanto, a priori, la forma de la raiz era la pri-
mera caracteristica para la subdivisiéon de las plantas, dando la di-
visién principal de hierbas y arholes. D CanvovLie (1813, pp. 73-
89) llamé a esto el principio de la subordinacion de los caracte-
res, lo atribuyd a BERNArp pe Jussiru, v die una lista de impor-
tancia de los caracteres botinicos en el siguiente orden: los del
embrién, los de los estambres v pistilo, los de las envoliuras del
embrion, y los de las estructuras florales accesorias. Sin embargo,
calificd estas reglas con tantas excepciones que su validez es muy
dudosa tal como €l las presenta, y es hien claro que en la prictiea
la base real de sus teorias es la correlacion entre los diversos ca-
viaclteres,

“Nosolros creemos que no se pueden hacer tales jerarquias e
priori, y es hien sabido que en la prictica se usan jerarquias hien
difercntes para diferentes grupos taxonémicos. Los caracteres que se-
narar las especies de un género usualmente no lo hacen en ¢l género
giguicnle: donde parecen hacerlo, las taxonomias son a menudo
arbitrarias y artificiales., Muchos sistematices han ereido que cier-
tas clases de caracleres separaran especies dentro de géneros (por
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ejemplo caracteres fisiologicos) mientras que otras clases, (tales
como los caracleres morfoldgicos) separarin géneros dentro de ca-
da familia. Es facil enconlrar excepeiones en la mayoria de las cla-
sificaciones naturales, y en la practica se encuentra que algunos ca-
racleres fisiglogicos y morfolégicos sirven indistintamente para
separar especies y para separar géneros. La dificuliad es decidir
qué caracteres fisioldégicos y qué caracteres morfolégicos obedecen
la regla y cuales son excepciones; de cualquier modo, muchos de
ellos pueden ser plausiblemente considerados como fisiolGgicos y
morfoldgicos a la vez. Objeciones similares se aplican a todas las
clases de caracteres y a todos los rangos taxondmicos. Seria cierta-
mente curioso si la evolucién, que es responsable de la jerarquia na-
tural, fuera tan servicial como para operar solamente sobre cicrta
clase de caracteres en rangos taxonémicos especificados. Y de nue-
vo aparece claro que en la practica son las correlaciones entre los
caracteres, cualquiera sea su naluraleza, las que deciden la cues-
tion, porque de otra manera serfa imposible explicar-por qué di-
ferentes sistemdticos de indisculible compelencia sostienen puntos
de vista diametralmente opuestos, Frecuentemente el problema de
clases de caracteres surge porque los taxénomos apuntan hacia pro-
positos mutuamente incompatibles como cuando, por ejemplo, se
usan caracteres adaptatives para estimar el grado de convergencia
evolutiva, mientras los caracteres no-adaptativos se usan para las
relaciones filogenéticas; las discrepancias cntre los esquemas es
entonces inevitable.”

Los articulos de Snearmn (1962), SNEATH y Sokan (1962) vy,
sobre todo, el libro de SoKAL y SNEATH (1963) son las mejores
fuentes para el aprendizaje de los procedimientos usados en taxo-
nomia numérica. Por lo tanto, s6lo eshozaremos aqui las lineas
generales de estes procedimientos,

Entre los organismos del grupo que se estudia se trata de esta-
blecer similitudes fenéticas (es decir, similitudes en los caracteres
que constituyen el fenotipo). En la taxonomia numérica se da por
sentado que: e) es muy probahle que cada caracter sea afectado
por mas de un gen: b) no hay grandes grupos de genes que afectan
exclusivamente un tipo de caracteres o los caracteres de una parte
del organismo. En otras palabras, si se recoge un numero mucho
mas grande de datos acerca de una parte del cuerpo de un animal,
en relacion a los datos recogidos para otras partes del cuerpo. no
se corre el riesgo de estar estudiando la expresién de una clase
principal de genes; ¢} aunque es deseable tomar en consideracion
un gran numero de caracteres (los auiores mencionados recomien-
dan un ndmero no menor de cuarenta) los incrementos de informa-
vién que se logran disminuyen progresivamente con el aumento
de ese numero. Teéricamente debiera llegarse a un limite pasado
el cual el aumento del numero de caracteres ya no es provechoso.

Los organismos en estudio y los caracteres elegidos ce disponen
en una tabla de doble entrada, y se anotan los resultados de las
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observaciones. Estos pueden ser de dos clases. Un cardcter puede
presentar los estados 0, 1, 2, 3, ete., o bien puede estar presente o
autente (easo comnn en bactermlogla) en cuyo caso las anotacio-
neg mas comunes son 4 y —. Para computar la similitud entre dos
organismos dados, se usa uno de tres tipos de coeficientes diferen-
tes. Estos tres tipos son los coeficientes de asociacion {(usados para
caracteres anotados como -+ & —), coeficientes de correlacién v las
medidas de distancia (usando un espacio multidimensional con una
dimensidén por earacter).

Los coeficientes de asociacién son los més usados en bacteriolo-
gia. Diversos coeficientes han sido propuestos y éstos pueden ser
divididos en dos grandes grupos, segiin que tomen o no cn consi-
deracion los caracteres negativos para las dos cepas gue se com-
paran. Una coleccion de coeficientes de asociacion propuestos al
presente se encuentra en el libro de SokaL y SNEATH (1963, p. 129).

Los coeficientes mencionados son la medida de la similitud entre
las entidades taxonémicas tomadas de a pares, y toman en cuenta
el nimero de caracteres que los organismos lienen en comin y
aquellos caracteres en los cuales esos organismos difieren. Una vez
ohtenidos todos los coeficientes, los organismos se agrupan de
acuerdo a la similitud que presentan entre si, utilizando interva-
los de clase apropiados. En las figuras 3 v 4 damos los resultados
de un analisis efectuado por SxraTH (1962) sohre ¢l género Baci-
{tus, tomando datos de la literatura. El coeficiente a]ﬂicadn en
estc caso por SNEATH es el cociente enire el namero M de carac-
teres positivos para las dos cepas que se comparan, y la suma de
ese nimero y el nimero N de caracleres pusiti\'os para una cepa
y negativos para la otra y viceversa. [ise cociente se mu]t‘fpll('n por
160 para dar el porcentaje de similitud:

%8 = —"— 100
i

En el tridngulo de la figura 3 cstin representadas las similitu-
des para cada par de organismos. Fl dendrograma de la figura 4
agrupa los organismos en una eslructura ramificada, de acuerdo a
los coeficientes de similitud entre organismos y entre grupos de
erganismos.

En este P]Cnlp]() elegido por SNEATH con fines ilustrativos, se ha
alcanzado las mismas rclacmne.—. taxondmicas que olros autores lo-
graron por métodos convencionales, En éste, como en otros ejem-
plos. el resultade de la aplicacién de la taxonomia numérica es la
corroboracién de las conclusiones de laxénomos “subjetivos” com-
petentes, Pero aparte de su objetividad, la taxonomia numérica
permite naturalments manejar un ntimero de datos muy grande
¥a que ¢l procedimienlo puede someterse al analisis con mmpu-
tadoras v reducirse el esfuerzo personal al minimo. :
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El ejemplo presentade utiliza los mismos nombres con que fi-
guran los cultivos en el trabajo taxonémico original. Salve en casos
como éste, que no presentan mucho mis valor que el demostralivo,
los taxénomos adansonianos prefieren no utilizar las categoriaz ta-
xondmicas familiares (especie, género, familia, ete.) por las im-
plicaciones filogenélicas adheridas a esos nombres, y proponen
llamar a los grupos simplemente “fenones’”. Manipulando los dates
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Fig. 3. — Matriz de similitudes de cepas Baeillus (SxpaTin 1962)

de las figuras presentadas, se puede ver que log grupeos pueden
constituirse a niveles altos de similitud o bien sobre bases menos
estriclas, ulilizando los niveles inferiores,

El método adanseniano se basa en dar igual peso a tedos los ca-
racteres observados, es decir, a proecesarlos sin calilicacidn ulterior,
Esto mo quiere deeir que la taxonomia numérica liene la virtud
magica de corregir vicios de ohservacién o de nuetralizar el efecto
que pueden tener sobre los resullados finales los caracleres que
han sido eleg’des sin mayer eriterio cientifizo. En las bacterias,
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donde es posible liegar al conocimiento del enzimotipo, es aconse-
jable profundizar en el analisis de los caracteres complejos para
tratar de desmenuzarlos en caracleres mas simples pero que con-
gerven, sin embargo, su valor como elementos informacionales utiles
desde el punto de vista taxonémico. Algunos ejemplos pueden ayu-

30 40 50 €0 70 80 30 100

- T | T

E | B cereus
| 2 8. mycoides
8. anthracils

B sublilis

4
5 & lcheniformis
6 & pumilus

2} ! 7 ;

B.megaterium

B polymyxa

‘ ‘ 8
| I 9 B mecerans
| —E 10 !

|

B. efrculans
B. coagulans

‘i 12 B alver
| { 13 B /laterosporus
| | & B brevis

15 8. stearothermoptiivs
16 & pulvifaciens

ey

— 17 B sphoericus
Y 18 B fusiformis
| 19 B rofans
—— 20 B loctrisii

f 2l B8 firmus
: 22 8. /lentus

f 23 B larvae
e 24 & posteurir

25 B. panfothenicus

26 B padius

Fig. 4. Dendrograma representando las relaciones taxondmicas de las cepas
de Bueillus, a partir de los datos de la figura 3 (Sxear1, 1962)

dar a aclarar estas ideas. Dos organismos distintos, Pseudomonas
fluorescens y P. acidovorans utilizan triptofano. En un analisis nu-
tricional corriente, ambos reciben un signo positivo en ese cardcter-
Sin embargo, las vias por las cuales eslas especies oxidan tripto-
Tano son fundamentalmente distintas (STANIER y colab., 1966). Por
otra parte, entre los organismos incapaces de utilizar triptofano se
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cuenlan aquellos mutantes cuyo blogueo genélico estd en una de
las primeras enzimas y también aquellas baclerias cuyo genomio
estd lotalmente desprovisto de la informacion de la cual dependen
la sintesis de las enzimas. Otro ejemplo esla en el grupo Escherichia
coli - Shigella dysenterige en cuanto al caracter de fermentacion
de lactosa. E. coli cuenla con un operin formado por cuatro genes
adyacentes que controlan, respectivamente, la adaptabilidad. la
funcion de operador, la sintesis de beta-galactosidasa v la permeaza
para beta-galactésidos. S. dysenterice, conocido como lactosa-nega-
tivo tiene, sin embargo, la mayor parte del operén de lactosa, y
solo carece del gen que gobierna la produccion del sistema per-
medsico, o sea que no ataca lactosa simplemente porgque mno es
permeable a este azicar. En resumen, una cepa necgativa puede
tener n-1 enzimas o ninguna de ellas vy estas diferencias deben sex
calificadas convenientemente aunque los componentes individuales
de los caracteres complejos reciban luego igual peso en la taxono-
mia adansoniana.

La posible existencia de mutantes que pueden estar bloqueados
en una de una serie de enzimas especificas para la utilizacion de
un substrato dado como (nica fuenle de carbono, planlea una in-
teresante posibilidad experimental. Un andlisis nulricional exhaus-
tivo, en nuestra opinién, dehiera explorar la posibilidad de rever-
si6n de los caractercs negalivos, sea por la seleccion de los mu-
tantes naturales o por ¢l uso de agenles mutagénicos. En las inves-
ligaciones sobre el género Pseudomonas (STANIER y colah., 1966),
se ha tenido oportunidad de comprobar en muchos casos la adeui-
sicion, por mutacién, de la capacidad de utilizar un compuesto no
atacado por la mayoria de las células de la poblacion. Ain queda
la posibilidad de que el cardcter no pueda ser adquirido por mu-
tacion por pérdida de la zona correspondiente en el ADN. En estos
casos, solo la exploracién de la utilizacion de intermediarios po-
sibles puede dar una idea de la potencialidad nutricional del or-
ganismo.

Es nuestra opinién que todavis es demasiado temprano para Lra-
tar de sacar el maximo provecho de la aplicacién de la taxono-
mia adansoniana al campo de las hacterias. La mayoria de los carac-
teres que se estudian en las bacterias son de lipo bioquimico v to-
davia debemos recorrer un largo camino antes que podamos com-
pletar nuestro conocimiento biogquimico de los distintos grupos mi-
crobianos. E. coli, la bacteria mejor conocida podra ser descripta
en forma completa desde el punto de vista metabélico en unos 10
a 20 afios, segiin calculos aproximados (Warson. 1965, p. 99). Para
otras especies ese lapso puede ser varias veces mayor. Recién enton-
ces la taxonomia numérica podra darnos un conccimiento precizo
de las relaciones entre los distintos grupos naturales.

Los métodos numéricos aplicados a datos recogidos con el mayor
rigor cienlifico son, sin duda, el tratamiento mas objetivo de los
atributos de los organismos. Adn aquéllos que critican duramente

7
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a la taxonomia adansoniana (ver, p. ej. MArRMUR y colab., 1963,
p. 330) por lediosa v por no haber aportado principios nuevos, no
pueden menos que admilir (ob. cit., p. 34) que los datos del ana-
lisis de las macromoléculas y de las relaciones de los genomios por
hibridaciones moleculares pueden ser analizados de la mejor ma-
nera con la ayuda de compuladeras siguiendo téenicas adanso-
nianas.

REFLEXIONES FINALLES

Como hien lo seiialan SOKAL y SNeATH (1963, p- 22). el éxito
del ordenamiento sistemdtico debe eslar hasado en alcanzar a dis-
tinguir la komologia (come expresion de ascendencia en comun)
de la andlogia, que pueden presentar accidentalmente organismos
que no tiencn nada en comun. Asi, dentro de la analogia colocaria-
mos la capacidad para el vuelo en log animales, que pueden pre-
sentar insectos, aves o mamiferos, o la bioluminiscencia, que se
encuentra en algas, bacterias, hongos, crusticeos, insectos, miria-
podos, iunicados, celenterados, anélides, moluscos y peces.

El taxénomo pretende (muy justificadamente) aleanzar clasifi-
caciones lan “naturales” como se lo permitan los datos que mane-
ja. ya que es consenso general que cuanto mas natural es una cla-
sificacion, tanto mas reflejard la filogenia de los organismos en es-
tudio. Sin embargo, el heche de haber alecanzado a definir la ho-
mologia no nos autoeriza, segiin algunos laxénomos, a pretender ir
mas lejos v dar a nueslro esquema un significado filogenético. Sin
entrar a disputar el derecho a salisfacer estas aspiraciones, diremos
que en general el procedimiento para establecer las homologias es
criticable, porque se basa en tomar un grupo de caracteres que se
eligen al principio como proviserios y luego, a medida que avan-
za el examen de los grupos logrados, hay ana tendencia natural a
reforzar el valor de esos ecaracteres elegidos proviseriamente con
olros cuyo valor infrinseco ne se juzga sino cn funcién de soporte
que suministran a la idea inicial. Los taxénomos numéricos criti-
can esta inclinacion, y tratan de hasar la homologia sobre el nii-
mero de caracteres en comin por los organismos que se comparan.
Fs preeizo admitir, ademds, aue la filogenia tienc hasta hoy esca-
sisimas pruebas directas en la forma de fésiles que abarcan un
area muy reduecida del mundo viviente.

Un gropo distingnido de bidlegos sostiene la tendenecia onuesta,
y ve en la bacteriologia un campo apropiado para desarrollar lo
que podriamos llamar taxonomia filogenética experimental, Asi,
Piriz (1955) se inclina a pensar que la ausenecia de fosiles y de em-
briologia no debhe excluir la posibilidad de establecer nna filo-
genia microhiana v de probar el esquema hipotético. porque los
micreh’os ce multiplicen con suficiente rapidez como para hacer
nasihle syperimentos dirigidos a reconsiroir el curso evolutive
supuesto.
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Una de las tareas mas ingratas para el taxonomo de bacterias es
tratar de aplicar al reino microbiano las categorias taxondmicas
utilizadas para los animales superiores o las plantas. Y audn en lo
que se refiere a los seres superiores, esas categorias estan lejos de
carecer de artificialidad. Cowan (1963) cita a JouN LocKE quien,
en 1689 dio un juicio preciso sobre algunos de esos conceptos: “ge-
nera and speciecs... depend on such collections of ideas as men
have made, and not on the real nature of things”. Con el tiempo,
los biflogos han seguido usando las categorias y al mismo tiempo,
han tratado de csquivar la obligacion de definizlas. El adveni-
miento de la genélica dio medios para una redefinicién del término
especie la cual tiene, sobre las otras definiciones propuestas, la
ventaja de la verificacién experimental, Una version moderna de
esta definicion es dada por MARMUR v colab. (1963, p. 330) : la es-
pecie es “a group of individuals who are potentially able to con-
tribute to, or share in, a common gene pool.”

En las bacterias han sido deseriptos tres tipos principales de
transferencia génica. Dos de estos métodos (transformacion y lrans-
dueceién) no tienen paralelo en olros organismos, v el tercero (con-
jugacién) tiene aspectos muy propios que solo se encuentran en las
hacterias y no en otros organismos conjugantes, Kl destino final
del material transferido puede ser de tres tipos distintes: puede
quedar activo, aunque sin multiplicarse ni integrarse al ADN de la
célula recipiente; puede multiplicarse ¥y no integrarse, y por fin,
puede ser aceptado en la estructura del ADN bhacteriano (LURIA,
1964)'. Aunque puede ocurrir lransferencia genética entre hacte-
rias cuyos ADNs tienen distinta composicién, la integracion de los
elementos transferidos séle ocurre cuando el valor GC de dador
v recipiente es el mismo,

El andlisis genético de las bacterias donde ocurre transferencia
de ADN tiene, paradojicamente, dos efectos radicalmente opuestos
sobre la taxonomia bacteriana. Desde el punto de vista tedrice, la
afinidad genética ha confirmado ¢l grade de homologia va delinea-
do por el taxénomo clasico competente. Pero por olra parte, desde
el punto de vista practico, las divisiones que han sido irazadas en
hacteriologia determinativa (p. ej.. la separacién de Shigella, Sal-
monella v Escherichia) son borradas en gran parte por las demos-
traciones de homologia.

! Hablar de la integracién del ADN bacteriano puede prestarse a confusidn,
va que hay una moléenla grande, que lleva la mayoria de los genes. y Inego
puede haber tamhién episomas o estructuras similares formadas de ADN, y por-
tadoras de informacion genética. La pieza mayor de ADN no puede llamarse
razonablemente cromosoma, porgue consiste en una moléenla de ADN desnudo.
Kuax (1961) ha propuesto llamarlo «lineom », gue podemos tradueir como
lineoma. Cuando hablamosd e integracién de los elementos transferidos, nos refe-
rimos a su’incorporacién en el lineoma.
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No todos los genetistas aceptan las definiciones que, como las
de MARMUR y colab. (1963) agrupan organismos de acuerdo a su
afinidad genética. LURIA (1964). el mas original de los opositores,
no esta en favor de considerar como miembros de la misma especie
a lodos los organismos entre los cuales pueden ocurrir transferen-
cias génicas, ni aun aquéllos en los cuales tales transferencias pue-
den resultar en la formacién de una lineoma recombinante inte.
grado. La cuestion critica para LURIA es saber si en la naturaleza
ocurre suficicnle flujo de genes como para balancear y contrarres-
tar las influencias diversificantes de los medios inlerno v externo.
Este conceptlo genético-ceoldgico de los limites de las especies pue-
de contribuir a eliminar parte de las consecuencias perturhadoras
que la genéiica parece iniroduecir en la taxonomia cuando la evi-
dencia se basa exclusivamente en experimentos de laboratorio.

La situacién en bacteriologia es particularmente confusa porque
la genética no ha aclarado definitivamente el panorama en algu-
nos grupos, y también porque la mayoria de las formas bacteria-
nas no cuentan siquiera con el beneficio de mecanismos conocidos
de transferencia genética. Tal vez sea demasiado prematuro pre-
tender hacer taxonomia bacteriana hasta el nivel de especies, y en
ese sentido es loable el deseo de los taxénomos adansonianos de
evitar conclusiones infundadas y de definir las afinidades con ob-
jetividad estricta. Esta tendencia toma su forma mas extremista
en el deseo de algunos taxénomos de eliminar aiin Ia nomencla-
tura bindémica para reemplazarla por un sistema monondmica o
simplemente por nimeros. Esta tendencia puede ser resistida por
lo que significa ir en contra de las reliquias mas apreciadas del
romanticismo laxonémico, pero permitiria erear esquemas sisle-
maticos provisorios aunque solidos, libres de compromisos riesgosos.
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