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ABSTRACT 

 

Actinomycetes, one of the major communities of the microbial population present in 

soil, can also be found inhabiting a wide diversity of ecological sources. We have explored 

the use of lichens as an alternative source for the isolation of novel actinomycetes. Lichens 

are symbiotic mixtures of fungi, green algae and/or cyanobacteria and whereas these 

symbiotic components have been extensively described, the microbial community inhabiting 

this niche has not been well characterized. We studied the diversity of the actinomycete 

population isolated from lichens collected in tropical areas from the Hawaii and Reunion 

islands and in cold areas from Alaska. The diversity of the microbial population was 

evaluated using fatty acid analysis and molecular fingerprinting. A PCR approach to screen 

the isolates for genes associated with secondary metabolite production was applied to 

evaluate the biosynthetic potential of these strains; profiles obtained for each isolate were 

compared to the antimicrobial activity exhibited by these isolates in laboratory conditions. 

Our results demonstrate that lichens represent an extremely rich reservoir for the isolation 

of a wide diversity of actinomycetes many of them representing still today a rich untapped 

source of secondary metabolites. 

 

 

RESUMEN 

 

 Los actinomicetos, una de las comunidades mayoritarias de la población microbiana 

presente en los suelos, pueden también encontrarse habitando una amplia diversidad de 

entornos ecológicos. En el presente trabajo, hemos explorado el uso de líquenes como una 

fuente alternativa para el aislamiento de nuevos actinomicetos. Los líquenes son el 

resultado de la simbiosis entre un hongo, un alga verde y/o cianobacterias y, mientras que 

estos componentes simbióticos han sido ampliamente descritos, la comunidad microbiana 

que habita este nicho ecológico no ha sido bien caracterizada. Hemos estudiado la 

diversidad de la población de actinomicetos aislados de líquenes procedentes de zonas 

tropicales de las isas de Hawai y de Reunión y de zonas frías de Alaska. La diversidad de 

la población microbiana se evaluó mediante el análisis de los ácidos grasos y mediante un 

tipado (fingerprinting) molecular. También hemos realizado una prospección en las cepas 

de genes asociados a la producción de metabolitos secundarios haciendo uso de una 

amplificación mediante PCR para evaluar el potencial biosintético de estas cepas; los 

perfiles obtenidos de cada cepa se compararon con la actividad antimicrobiana mostrada 

por estas cepas en condiciones de laboratorio. Nuestros resultados demuestran que los 

líquenes representan un reservorio extremadamente rico para el aislamiento de una amplia 

diversidad de actinomicetos, muchos de los cuales representan todavía hoy una gran 

fuente de metabolitos secundarios sin descubrir. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

 

1.1. Interés de los productos naturales en biotecnología. 

 

 Los productos naturales, a menudo también denominados metabolitos secundarios, 

son moléculas orgánicas de bajo peso molecular producidos por organismos vivos tales 

como bacterias, hongos, líquenes, invertebrados marinos, plantas, insectos e incluso 

mamíferos, y que no son estrictamente necesarias para su supervivencia, a diferencia de 

otras macromoléculas como proteínas o ácidos nucleicos que constituyen la maquinaria 

básica de los procesos biológicos fundamentales (Cannell, 1998). El interés en estas 

moléculas es inmenso ya que han sido empleadas por el ser humano desde tiempo 

inmemorial con diversos propósitos, principalmente en medicina pero también se han 

empleado como pigmentos y tintes, fragancias, venenos o con otros fines biotecnológicos 

(Davies y Ryan, 2011). Históricamente, los productos naturales han sido el objeto de 

intensivos programas de búsqueda de nuevos antibióticos, siendo la mayoría de los 

antibióticos introducidos en la clínica para el tratamiento de las infecciones bacterianas en 

los últimos 50 años, productos naturales producidos por bacterias del grupo de los 

actinomicetos (Peláez, F. y Genilloud, O., 2009; Singh et al., 2010). 

 

La biotecnología se fundamenta en la utilización de los recursos biológicos o de su 

potencial genético como fuente de nuevos productos de valor. Tradicionalmente, esta idea 

se ha sustentado en el aislamiento de los microorganismos y su cultivo para obtener la 

máxima expresión génica y el posterior cribado para seleccionar las propiedades deseadas 

de los metabolitos producidos. Por consiguiente, la biotecnología está íntimamente ligada 

con el descubrimiento de entidades biológicas explotables y novedosas, bien sea en 

términos de microorganismos, de sus genes o de sus productos metabólicos o actividades. 

Así pues, el descubrimiento de nuevas moléculas con aplicación biotecnológica depende 

del reconocimiento de organismos novedosos, de nuevas dianas biotecnológicas y de la 

invención de nuevas estrategias de investigación y cribado. 

 

En este contexto, surge la pregunta de si la explotación de la microbiología está ya 

agotada o si sigue siendo una fuente inagotable de recursos. El papel de los productos 

naturales en mejorar la calidad de vida del ser humano, continuará siendo fundamental 

tanto en cuanto siga habiendo fuentes de productos naturales sin explotar (Clark, 1996). 

Nisbet y Moore (1997) afirman que sin productos naturales habrá un significativo déficit 

clínico en algunas áreas terapéuticas como enfermedades cardiovasculares y 

neurodegenerativas, tumores y enfermedades inmunes e inflamatorias. Uno de los hechos 

más reveladores es la publicación constante y mantenida de nuevos productos naturales 

con nuevas estructuras e interesantes actividades biológicas (Newman y Cragg, 2012), a 

pesar de que la química combinatoria y la síntesis han desplazando a los productos 

naturales en la industria farmacéutica. No obstante, un número creciente de autores creen 

que estas aproximaciones son complementarias y no mutuamente excluyentes (Demain, 

1998; Demain, 1999; Peláez y Genilloud, 2003; Demain, 2006; Demain y Adrio, 2008; 

Demain, 2009; Demain y Sanchez, 2009; Genilloud y Vicente, 2012; Genilloud y Vicente, 

2014). 
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Los productos naturales representan un arsenal de compuestos con estructuras 

únicas que no puede ser suplantado por la química combinatoria. En este sentido tienen la 

mayor importancia los trabajos realizados por Henkel y colaboradores (1999) con el 

objetivo de ñdescribir estad²sticamente las diferencias entre las propiedades de los 

productos naturales y de los compuestos de origen sintético con el fin de afirmar la 

complementariedad de estas dos fuentes de estructurasò. Los autores concluyeron que la 

evaluación estadística reveló una diferencia en las propiedades estructurales de los 

productos naturales en comparación con los compuestos sintéticos y que el potencial de 

los productos naturales nuevos no estaba agotada: ñla afirmaci·n de que los productos 

naturales han sido ya suficientemente examinados queda, por tanto, totalmente 

rechazadaò (Henkel et al., 1999). Por ejemplo, el entorno marino es una fuente de 

productos naturales novedosos destacable con más de 10.000 compuestos descritos 

(Proksch et al., 2002; Blunt et al., 2014) así como de microorganismos endófitos (Janso y 

Carter, 2010; Li et al., 2012). 

 

Así pues, la explotación de nuevos microorganimos obtenidos de recursos naturales 

novedosos sigue siendo fundamental para la obtención de nuevos productos naturales con 

aplicación biotecnológica. 

 

 

1.1.1. Programas de búsqueda de nuevos fármacos a partir de productos naturales. 

 

En las últimas décadas las grandes compañías farmacéuticas han eliminado, o al 

menos en gran medida disminuido, la investigación en productos naturales como fuente de 

nuevos fármacos en gran parte debido al alto coste y plazos de desarrollo de estas 

actividades, enfocándose en su lugar en el uso compuestos sintéticos y librerías 

combinatorias. Sin embargo, la química combinatoria acoplada al cribado de alto 

rendimiento no ha sido todo lo productiva que se esperaba (Payne, 2007). Las nuevas 

aproximaciones están combinando una bioprospección inteligente de la diversidad 

microbiana con las nuevas técnicas como la genómica, proteómica, metabolómica, 

metagenómica, cribado de alto rendimiento y bioinformática. 

 

Tradicionalmente, los programas de descubrimiento de nuevos fármacos se han 

basado en dos aspectos fundamentales: por un lado, en la identificación y validación de 

nuevas dianas terapéuticas y por otro, garantizar el aislamiento de nuevas entidades 

químicas capaces de alterar estas dianas (Ulrich y Friend, 2001). Por este motivo ha sido 

fundamental disponer de colecciones de compuestos químicos que proceden, 

tradicionalmente, de productos naturales (Tulp y Bohlin, 2002) o de compuestos sintéticos 

o semisintéticos generados por química combinatoria (Geysen et al., 2003). La enorme 

diversidad química que ofrece la naturaleza ha determinado la utilización durante décadas 

de productos naturales en el proceso de descubrimiento de nuevos fármacos. Los 

productos naturales utilizados en los programas industriales de cribado se obtienen 

normalmente a partir de plantas, organismos marinos, insectos y principalmente de 

microorganismos. Dentro de estos últimos, dos grupos han demostrado poseer una 

excepcional riqueza en el número y diversidad de metabolitos secundarios producidos: los 

actinomicetos y los hongos (Demain, 1999; Peláez y Genilloud, 2003; Demain, 2006; 

Demain y Adrio, 2008; Demain, 2009; Demain y Sanchez, 2009; Genilloud y Vicente, 2012; 

Genilloud y Vicente, 2014; Marinelli y Genilloud, 2014). 
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Al plantear la pregunta de si los actinomicetos están agotados como fuente de 

metabolitos secundarios, Bérdy (2005) destacó la necesidad de responder a varias 

necesidades de la investigación en este campo como son, i) técnicas de aislamiento 

selectivas para el descubrimiento de nuevas cepas productoras; ii) mayor énfasis en 

especies raras o difíciles de cultivar; iii) implementación de técnicas de desreplicación para 

reducir la tasa de redescubrimiento. Lazzarini y colaboradores (2000 y 2001) demostraron 

durante una campaña de búsqueda de compuestos bioactivos producidos por 

actinomicetos, que un significativo número de los denominados ñtaxones rarosò eran 

fuentes de nuevos antibióticos. Estos autores demostraron que el uso de métodos de 

aislamiento selectivo apropiados, permite el aislamiento de estos taxones de muchas 

muestras de tierra, y que la utilización de un gran número de cepas, estrategia adoptada 

por la industria en el descubrimiento de nuevos fármacos, ñno permite generalmente una 

caracterización taxonómica completa de todas las cepasò. Watve y colaboradores (2001) 

plantean si existe un límite al número de antibióticos producidos por el género 

Streptomyces. El modelo de Watve predice que los Streptomyces son capaces de producir 

hasta 105 antibióticos. Estos autores argumentan que el retroceso en el descubrimiento de 

nuevos compuestos se debe a la disminución en los esfuerzos de búsqueda más que a un 

agotamiento de los compuestos. Entre las críticas que pueden hacerse a este tipo de 

análisis es la caracterización taxonómica errónea de los organismos. 

 

 

1.1.2. Obtención de productos naturales a partir de metabolitos secundarios. 

 

Desde un punto de vista industrial, los metabolitos secundarios producidos por 

hongos y bacterias son una de las más importantes fuentes de nuevos compuestos 

bioactivos que ha sido tradicionalmente más utilizada por la industria farmacéutica puesto 

que los productos naturales obtenidos de los mismos han determinado la síntesis de 

nuevas moléculas derivadas de ellos o inspiradas en dichas estructuras con actividades 

biológicas y diversas aplicaciones como son los antibióticos, antitumorales, 

antiparasitarios, herbicidas, algicidas e insecticidas.  

 

En este aspecto, los actinomicetos son microorganismos de gran relevancia, ya que 

constituyen un grupo con una gran diversidad y con un elevado potencial como 

productores de nuevos metabolitos secundarios. Existen numerosos ejemplos de 

metabolitos secundarios producidos por actinomicetos con un amplio espectro de 

propiedades terapéuticas como antibióticos (penicilina, cefalosporina, eritromicina, etc), 

antifúngicos (anfotericina), antihelmíticos (avermectina), inmunosupresores (FK506, 

rapamicina), anticancerígenos (daunorrubicina, doxorubicina, bleomicina, etc), antivirales 

(quinoxapeptina) etc. (Tabla 1) (Walsh et al., 2003).   

 

Cualquier programa de cribado de productos naturales producidos por actinomicetos 

requiere el aislamiento inicial y selección de un elevado número de cepas salvajes a partir 

de una amplia diversidad de entornos procedentes de suelos, sedimentos, rizosferas, 

material vegetal en descomposición, rocas (Salazar et al., 2006), tapetes microbianos 

(Guerrero et al., 1993), líquenes (González et al., 2005), ambientes marinos (Kelecom, 

2002; Mincer et al., 2002; Pathom-aree et al., 2006) y ambientes extremos con un pHs 

ácidos o básicos (Basilio et al., 2003), en presencia de metales pesados (Sánchez-Andrea 

et al., 2011) o en lagos de la Antártida (Obata et al., 1999; Brambilla et al., 2001; Van 
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Trappen et al., 2002; Rojas et al., 2009). Estos cultivos tienen que ser seleccionados para 

ser posteriormente cultivados en un amplio número de medios de producción, de los que 

se extraen, mediante diversos métodos y con diferentes solventes, los compuestos 

producidos. Estos extractos pueden ser utilizados en diferentes ensayos para detectar los 

compuestos activos frente a diversas dianas terapéuticas (Peláez y Genilloud, 2003; 

Genilloud y Vicente, 2012; Genilloud y Vicente, 2014; Marinelli y Genilloud, 2014). 

 

Un factor clave que determina el éxito de este proceso sigue determinado por los 

criterios utilizados en la selección de las cepas que se van a incluir en la colección así 

como las herramientas disponibles para asegurar la mayor biodiversidad dentro de un 

grupo. El reconocimiento desde etapas tempranas de la mayor diversidad posible de 

cepas salvajes es un punto clave en cualquier programa de búsqueda de nuevos fármacos 

con el fin de poder asegurar la selección de aquellos cultivos más diversos, partiendo de la 

premisa de que una mayor diversidad microbiana conlleva una mayor diversidad de 

metabolitos secundarios bioactivos con un posible potencial terapéutico. En consecuencia, 

la eficacia de los programas de cribado de productos naturales depende en gran medida 

de los criterios empleados para seleccionar los cepas salvajes. 

 

La desreplicación puede definirse como el proceso para reconocer especies o cepas 

de microorganismos similares, y/o la presencia de productos naturales conocidos, y en 

consecuencia, evitar un esfuerzo de cribado redundante e inútil (Bull et al., 1992; Kuo y 

Garrity, 2002; Wagner-Döbler et al., 2002). La discriminación entre cepas por debajo del 

nivel de especie es esencial porque la diversidad genética dentro de una especie con 

frecuencia determina la capacidad de producción de metabolitos secundarios y enzimas.  

 

Sin embargo, la identificación exhaustiva de las bacterias siguiendo métodos 

taxonómicos clásicos no puede llevarse a cabo cuando se maneja un elevado número de 

cepas como es el caso de los programas de búsqueda de nuevos fármacos producidos por 

microorganismos. Por ello, cualquier método automatizado o semiautomatizado que pueda 

de forma fácil, rápida, fiable y reproducible caracterizar un gran número de cepas sería una 

herramienta excelente para la selección de aquellos cultivos que se van a ser ensayados.  

 

La aplicación de una estrategia fiable que permita la diferenciación de las distintas 

cepas de bacterias aisladas basada en el uso integrado y simultáneo de información 

genotípica y fenotípica ha sido planteada por diversos autores (Vandamme et al., 1996; 

Rosselló-Mora y Amann, 2001; Staley, 2006). Esta aproximación requiere el empleo de 

técnicas resolutivas capaces de diferenciar entre sí cultivos muy similares y consiste en 

aplicar una serie de análisis taxonómicos simultáneos o sucesivos basados en métodos 

que suministran información genotípica y fenotípica complementaria. 

 

Tradicionalmente, el aislamiento y selección de cepas salvajes ha recaído siempre 

en la experiencia de los microbiólogos para reconocer, según los caracteres morfológicos, 

la singularidad de las nuevas cepas obtenidas a partir de diversas muestras ambientales 

(Miyadoh, 1997; Horan, 1999) y en la comparación de datos procedentes de técnicas 

quimiotaxonómicas y de fingerprinting de ADN. Entre las técnicas de caracterización 

quimiotaxonómicas más utilizadas cabe destacar el análisis de la composición celular de 

ácidos grasos (FAMEs) (Vauterin et al., 1996). Por otro lado, las técnicas moleculares se 
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fundamentan en el análisis de la variación genética de los organismos mediante la 

observación de sus polimorfismos genéticos. Estas técnicas genotípicas, conocidas en su 

conjunto como fingerprinting de ADN, se basan en general en la amplificación de 

fragmentos de ADN, bien en la amplificación al azar de ADN polimórfico (RAPD) (Mehling 

et al., 1995b) como de secuencias repetitivas (REP-PCR) (Bull et al., 2000), de fragmentos 

amplificados con diferentes longitudes (AFLP) (Savelkoul et al., 1999) o en la amplificación 

de secuencias o genes específicos como los espaciadores intergénicos de los genes 

ribosomales (IGS-PCR) (Jensen et al., 1993), de los genes ARNt (Loughney et al., 1982; 

Welsh y McClelland, 1991; Welsh y McClelland, 1992) en la amplificación y digestión de 

los fragmentos amplificados (RFLP), como el análisis de restricción de las secuencias de 

ADNr amplificadas (ARDRA) (Maukonen et al., 2003) o la amplificación, digestión e 

hibridación, con sondas específicas, de genes ribosomales (Ribotyping) (Ritacco et al., 

2003). Los métodos quimiométricos de caracterización de los organismos totales, tales 

como la espectrometría de masas en el punto de pirólisis (PyMS), (Brandao et al., 2002), 

la espectroscopía por infrarrojos (FT-IR) (Magee et al., 1994), la espectroscopía Raman y 

de transformada de Fourier y espectrometría de masas por MALDI (MALDI-MS) (Hitzeroth 

et al., 2005) y por electrospray (ESI-MS) (Higgs et al., 2001; Zahn et al., 2001; Kell et al., 

2005) o el análisis de los perfiles de proteínas mediante PAGE-SDS (Pot et al., 1994) son 

muy empleados para discriminar entre cepas (Goodfellow et al., 1997; Goodacre et al., 

1998; Tindall et al., 2000) y para su identificación (van Baar, 2000). Además, se ha 

observado que estas técnicas son congruentes con resultados obtenidos previamente por 

otros métodos. Por ejemplo, existe una excelente correlación entre la taxonomía numérica 

y PyMS y una alta congruencia entre PyMS y el fingerprinting molecular (PCR-RFLP, 

SSCP). La utilización de estos métodos de desreplicación permite asegurar la singularidad 

de las cepas ensayadas aunque ninguno de ellos aporta información acerca del potencial 

genético para producir metabolitos secundarios bioactivos. 

 

 

1.2. Los actinomicetos. 

 

Los actinomicetos son un grupo extremadamente diverso de bacterias filamentosas, 

ampliamente distribuidas en suelos así como en otros entornos, con un complejo ciclo 

biológico desde la formación inicial de micelio vegetativo a la posterior diferenciación con 

formación de micelio aéreo y esporulación. Son bacterias Gram-positivas y forman un 

grupo taxonómicamente complejo que se ha definido filogenéticamente como una serie de 

taxones de alto contenido en G+C, pertenecientes al Phylum ñActinobacteriaò, dentro de la 

Clase ñActinobacteriaò, integrada por 15 órdenes, 43 familias y 224 géneros (Bergeyôs, 

2012). Fenotípicamente, las dos características principales que los distinguen de la 

mayoría de las demás bacterias son su crecimiento micelial, su complejo ciclo de 

formación y su capacidad para producir una amplia variedad de metabolitos secundarios. 

 

Los actinomicetos están ampliamente distribuidos en suelos y otros hábitats 

terrestres y marinos donde han demostrado jugar un importante papel ecológico en el 

reciclaje de los nutrientes existentes en el nicho. La mayoría de las especies descritas son 

saprófitas y tienen la capacidad de usar casi cualquier fuente de nutrientes disponible para 

su desarrollo, pero también hay algunos pueden formar asociaciones parasíticas o 

simbióticas con plantas o animales. Aunque la mayoría de los estudios ecológicos sobre 

los actinomicetos se han enfocado principalmente en su distribución en suelos, 
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mayoritariamente en rizosferas, los actinomicetos colonizan todo tipo de sustratos en los 

ecosistemas más diversos incluyendo desde ambientes marinos (Mincer et al., 2002) o 

desérticos (Dewedar et al., 1979; Takahashi y Omura, 2003) a ecosistemas extremófilos 

(Mevs et al., 2000; Basilio et al., 2003). Comparten  su hábitat con otras bacterias y 

hongos, con los que compiten por la escasez de nutrientes y producen una gran diversidad 

de compuestos, en muchos casos como respuesta a diferentes tipos de estímulos y estrés 

(Williams, et al., 1972; Williams, et al., 1983a; Jensen, et al., 1991; Hopwood, 2003; Davies 

y Ryan, 2011). Su metabolismo es extraordinariamente rico y está frecuentemente 

acompañado de la producción de metabolitos secundarios de una gran diversidad química 

que se ha postulado juegan un importante papel en el mantenimiento, señalización y 

colonización del hábitat microbiano (McCarthy y Williams, 1992; Sanglier, et al., 1996; 

Horan, 1999). Ha sido uno de los grupos más intensamente utilizados por la industria 

farmacéutica al ser una rica fuente de metabolitos secundarios. 

 

El desarrollo de la morfología de las colonias de actinomicetos distingue a estos 

microorganismos de la mayoría de las demás bacterias. Se trata de un proceso 

multicelular que conduce a la diferenciación con formación de estructuras organizadas. La 

mayoría de las colonias de actinomicetos se originan a partir de esporas u otros 

propágulos asociados a partículas de tierra. El crecimiento comienza con la elongación y 

ramificación de las hifas vegetativas sobre la superficie y dentro del medio sólido y 

continúa con el desarrollo del micelio aéreo que normalmente coincide con el inicio de la 

producción de metabolitos secundarios que se prolonga durante la maduración del cultivo. 

Existe una serie de factores que influyen sobre la producción del micelio aéreo como son 

la composición del medio y la temperatura de incubación (Williams el al., 1983a).  La 

distinción entre el micelio vegetativo y el aéreo no se basa únicamente en su localización 

sino que se debe a que ambos son diferentes morfológica, estructural y fisiológicamente. 

El crecimiento en forma de micelio aéreo es poco frecuente en organismos procariotas y 

puede representar una adaptación al medio terrestre. Durante el desarrollo del micelio 

aéreo, el micelio vegetativo sufre una fragmentación y lisis que coincide con el desarrollo 

de las hifas aéreas, de forma que no se produce un cambio neto en el peso seco de la 

colonia, pues los compuestos presentes en el micelio vegetativo son utilizados como 

nutrientes por el micelio aéreo. A medida que este último se desarrolla, los compuestos del 

micelio vegetativo migran desde la base de la colonia hacia la región superior. Se ha 

propuesto que la producción de antibióticos por los actinomicetos sirve para prevenir la 

invasión del micelio vegetativo lisado por bacterias (Chater y Merrick, 1979). Hay que 

señalar que, a nivel molecular, tanto la expresión de metabolitos secundarios como el 

desarrollo morfológico, están altamente regulados por complejas cascadas de señalización 

controladas por diferentes familias de proteínas reguladoras, que se encuentran en 

muchos casos exclusivamente en actinomicetos (Bibb, 2005; Bush el al., 2013) 

 

 

1.2.1. Importancia de los actinomicetos: su metabolismo secundario. 

 

La alta variabilidad morfológica y metabólica de los actinomicetos puede 

considerarse como una estrategia de adaptación a un entorno que cambia continuamente 

(Gräfe, 1988). El polimorfismo de los actinomicetos se correlaciona normalmente con la 

formación de una gran variedad de metabolitos secundarios. Dos tercios de los metabolitos 

secundarios activos aislados de microorganismos proceden de actinomicetos (Bérdy, 1995 
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y 2005), siendo los estreptomicetos los responsables de más del 80% de estos. Su 

formación es una característica inherente al desarrollo del cultivo productor y se inicia, o es 

más eficiente, durante algunas etapas concretas del desarrollo. La expresión de los genes 

implicados en la producción de metabolitos secundarios está muy regulada durante el ciclo 

celular. La conservación de unas rutas metabólicas tan largas y costosas sólo se justifica si 

los compuestos producidos juegan algún papel esencial o beneficioso para la célula 

(Gräfe, 1988). La idea generalmente más aceptada es que el metabolismo secundario 

podría conferir una ventaja selectiva a la cepa productora, a pesar de que hasta la fecha 

sólo se ha podido atribuir una función definida a unos pocos metabolitos secundarios. 

 

La importancia de los actinomicetos como productores de metabolitos secundarios 

se debe a su capacidad de sintetizar una gran variedad de compuestos con aplicación 

terapéutica como agentes antitumorales, antagonistas de receptores e 

inmunomoduladores. Esta amplia variedad de moléculas se puede clasificar en grandes 

familias estructurales como son las actinomicinas, los compuestos relacionados con 

aminoácidos, las ansamicinas, los antibióticos aminoglicosídicos, los ɓ-lactámicos, las 

lactonas, los macrólidos, los antibióticos nucleosídicos, los antibióticos peptídicos, los 

polienos, los poliéteres, las quinonas, las tetraciclinas y otros compuestos naturales (Tabla 

1) (Sanglier et al., 1993; Demain, 1999; Walsh et al., 2003; Bérdy, 2005; Newman y Cragg, 

2007 y 2012; Peláez, F. y Genilloud, O., 2009; Singh et al., 2010; Blunt et al., 2014). 

 

La búsqueda de nuevos antibióticos a partir de los metabolitos secundarios ha sido 

la investigación que más auge tuvo en el último siglo. Desde el descubrimiento de la 

actinomicina en 1940 se ha demostrado que los antibióticos se biosintetizan a través de 

rutas relacionadas con el metabolismo de azúcares, siquimato, acetato/malonato, 

nucleósidos, mevalonato, aminoácidos, péptidos ribosomales y no-ribosomales, a la vez 

que otras rutas compuestas (Walsh, 2003). Entre ellos se encuentran los aminoglicósidos 

que incluyen sustancias tan conocidas como la estreptomicina, la neomicina, y la 

gentamicina. A su vez, las ansamicinas (rifamicinas, estreptovaricinas y maitanisinoides) 

constituyen una familia de antibióticos bactericidas y citotóxicos de entre los cuales la 

rifampicina constituye el tratamiento más efectivo que se conoce contra la tuberculosis. 

Las mitomicinas y en particular la mitomicina C, también tienen importancia clínica por su 

capacidad para tratar ciertos carcinomas y para prevenir la recurrencia del cáncer. 

Respecto a los antibióticos ɓ-lactámicos, desde que en 1962 se descubrió la producción 

de penicilina N (sinematina B) por un estreptomiceto, se han descrito muchos tipos de 

compuestos ɓ-lactámicos y derivados (penams, cefems, carbapenems, clavams y ɓ-

lactámicos monocíclicos) tanto en cultivos de actinomicetos como en otros procariotas. Del 

mismo modo se pueden citar antibióticos de amplio espectro como el cloranfenicol 

(cloromicetina) o los antibióticos macrólidos (Strohl, 1999; Clardy et al., 2006; Walsh y 

Wencewicz, 2014). 

 

Aunque los metabolitos secundarios pueden agruparse en distintas familias 

estructurales, se ha observado que no hay una correlación entre éstas y los datos 

filogenéticos, sino que cepas de la misma especie pueden no compartir la síntesis y a su 

vez, cepas muy distantes filogenéticamente son capaces de producir el mismo metabolito 

(Genilloud et al., 2011). 
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La necesidad de definir un sistema taxonómico estable para los actinomicetos, que 

permita la identificación eficiente de nuevas especies y de las cepas productoras, ha 

determinado una rápida evolución de la taxonomía, desde el sistema taxonómico clásico, 

basado en caracteres fenotípicos, hasta la taxonomía polifásica actual, basada en gran 

medida en la taxonomía molecular. 
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Tabla 1: Productos naturales producidos por actinomicetos, comercializados o en desarrollo para su uso en medicina o veterinaria. 

    PK, poliquétido; NRP, péptido de síntesis no ribosomal; AG, aminoglicósido. 

Clase estructural Subclase Compuesto Clase terapéutica Diana / Mecanismo de acción 
Estructura 
principal Organismo productor 

ß-Lactámicos 

Cefalosporinas Cefoxitina Antibacteriano síntesis de péptidoglicano NRP Amycolatopsis lactamdurans NRRL 3802 

 
Ácido clavulánico Antibacteriano síntesis de péptidoglicano NRP Streptomyces clavuligerus 

Carbapenems Tienamicina Antibacteriano síntesis de péptidoglicano NRP Streptomyces cattleya 

Monobactamas Nocardicinas Antibacteriano síntesis de péptidoglicano NRP Nocardia uniformis ATCC 21806 

Aminoglicósidos 

 
Gentamicina Antibacteriano Síntesis de proteínas AG Micromonospora purpurea ATCC 15835 

 
Estreptomicina Antibacteriano Síntesis de proteínas AG Streptomyces griseus ATCC 23345 

 
Neomicina Antibacteriano Síntesis de proteínas AG Streptomyces fradiae 

 
Kanamicina Antibacteriano Síntesis de proteínas AG Streptomyces kanamycetius DSM 40500 

  Tobramicina Antibacteriano Síntesis de proteínas AG Streptomyces tenebrarius DSM 40477 

Macrólidos 

 
Eritromicina Antibacteriano Síntesis de proteínas PK Saccharopolyspora erythraea NRRL 2338 

Estreptograminas A 
(macrolactonas) 

Virginiamicina-M Antibacteriano Síntesis de proteínas PK Streptomyces virginiae MAFF10-06014 

Estreptograminas A 
(macrolactonas) 

Pristinamicina II Antibacteriano Síntesis de proteínas PK Streptomyces pristinaespiralis DSM 40338 

Estreptograminas A 
(macrolactonas) 

Madumicina Antibacteriano Síntesis de proteínas PK Streptomyces parvulus 

Estreptograminas A 
(macrolactonas) 

Griseoviridina Antibacteriano Síntesis de proteínas PK Strptomyces griseoviridis 

 
Rapamicina 

Inmunosupresor / 
Antitumoral 

Inhibición de IL-2 / FKBP PK Streptomyces hygroscopicus NRRL 5491 

 
FK506 (Tacrolimus) Inmunosupresor Inhibición de IL-2 / FKBP PK Streptomyces tsukubaensis ATCC 53770 

 
Avermectina Antiparasitario 

Hiperpolarización de la membrana 
de neuronas 

PK Streptomyces avermitilis NRRL 8165 

Efomicinas Elaiofilinas 
Antiparasitario /  
Antiinflamatorio 

PK Streptomyces violaceoniger DSM4137 

 
Fluvirucinas Antiparasitario 

  
Nonomuraea turkmeniaca MA7364 

Polienos Anfotericina B Antifúngico 
Ionóforo / Unión a esteroles de la 
membrana plasmática 

PK Streptomyces nodosus ATCC 14899 

Polienos Nistatina Antifúngico 
Ionóforo / Unión a esteroles de la 
membrana plasmática 

PK Streptomyces noursei ATCC 11455 
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Clase estructural Subclase Compuesto Clase terapéutica Diana / Mecanismo de acción 
Estructura 
principal Organismo productor 

Aromáticos 

 
Tetraciclina Antibacteriano Síntesis de proteínas PK Streptomyces aureofaciens DSM 40127 

 
Oxitetraciclina Antibacteriano Síntesis de proteínas PK Streptomyces rimosus 

Antraciclina Daunorubicina Antitumoral 
Replicación del ADN / 
Topoisomerasa II 

PK Streptomyces peucetius ATCC 27952 

Antraciclina Doxorubicina Antitumoral 
Replicación del ADN / 
Topoisomerasa II 

PK Streptomyces peucetius ATCC 27952 

 
Mitomicina Antitumoral Inhibición de la síntesis de ADN PK Streptomyces caespitous 

  
  Mitramicina Antitumoral 

Inhibición de la síntesis de ARN y de 
proteínas 

PK Streptomyces argillaceus ATCC 12956 

Oligosacáridos  
Everninomicinas Antibacteriano Síntesis de proteínas 

 
Micromonospora carbonacea subsp. 
africana ATCC 27115 

  Lincomicina Antibacteriano Síntesis de proteínas   Streptomyces linconlensis 

Glicopéptidos 

 
Vancomicina Antibacteriano síntesis de péptidoglicano NRP Amycolatopsis orientalis ATCC 43491 

 
Teicoplanina Antibacteriano síntesis de péptidoglicano NRP Actinoplanes teichomyceticus ATCC 31121 

 
A-40926 Antibacteriano síntesis de péptidoglicano NRP Nonomurea sp. 

 
Balhimicina Antibacteriano síntesis de péptidoglicano NRP Amycolatopsis balhimycina 

Glico-lipo-depsipéptido Ramoplanina Antibacteriano síntesis de péptidoglicano NRP Actinoplanes sp. ATCC 33076 

 
Enduracidinas Antibacteriano síntesis de péptidoglicano NRP Streptomyces fungicidicus 

 
Janiemicinas Antibacteriano síntesis de péptidoglicano NRP Streptomyces macrosporeus 

 
Cloroeremomicina Antibacteriano síntesis de péptidoglicano NRP Amycolatopsis orientalis NRRL 18098 

 
Mannopeptimicinas Antibacteriano síntesis de péptidoglicano NRP Streptomyces hygroscopicus LL-AC98 

  Bleomicinas Antitumoral Degradación del ADN NRP/PK Streptomyces verticillus ATCC 15003 

Lipopéptidos 

 
Daptomicina Antibacteriano 

Membrana plamática / síntesis de 
péptidoglicano 

NRP Streptomyces roseosporus 

 
Friulimicina Antibacteriano síntesis de péptidoglicano NRP Actinoplanes friuliensis DSM 7358 

  Arilomicinas Antibacteriano 
Bloqueo de la secreción de 
proteínas / Spasa I 

NRP Streptomyces sp. Tü 6075 

Tiopéptidos 

Tiazolilpéptido GE2270A Antibacteriano Síntesis de proteínas 
 

Planobispora rosea ATCC 53773 

Tiazolilpéptido Nocatiacina Antibacteriano Síntesis de proteínas 
 

Amycolatopsis fastidiosa 

Tiazolilpéptido Tioestreptona Antibacteriano Síntesis de proteínas 
 

Streptomyces azureus 
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Clase estructural Subclase Compuesto Clase terapéutica Diana / Mecanismo de acción 
Estructura 
principal Organismo productor 

Tiazolilpéptido Tiazomicina Antibacteriano Síntesis de proteínas 
 

Amycolatopsis fastidiosa 

Tiazolilpéptido Philipimicina Antibacteriano Síntesis de proteínas 
 

Actinoplanes phillipinensis MA7347 

Tiazolilpéptido Kocurina Antibacteriano Síntesis de proteínas 
 

Kocuria sp. 

Tiazolilpéptido-poliquétido Leinamicina 
Antibacteriano / 
Antitumoral 

Replicación del ADN / Alquilante del 
ADN 

NRP/PK Streptomyces atroolivaceus S-140 

Otros péptidos 

Péptido cíclico Equinomicina Antitumoral 
Inhibidor de la transcripción / 
Intercalante del ADN  

Streptomyces equinatus 

Tripéptido Actinonina 
Antibacteriano / 
Antitumoral 

PDF (péptido deformilasa) 
 

Streptomyces sp. 

 
Tiocoralina Antitumoral Replicación del ADN NRP Micromonospora marina 

Fosfonopéptidos Fosfomicina Antibacteriano síntesis de péptidoglicano 
 

Streptomyces wedmorensis / Streptomyces 
fradiae / Streptomyces viridochromogenes 

Estreptograminas B 
(hexadepsipéptidos cíclicos) 

Virginiamicina-S Antibacteriano Síntesis de proteínas PK Streptomyces virginiae MAFF10-06014 

Estreptograminas B 
(hexadepsipéptidos cíclicos) 

Pristinamicina I Antibacteriano Síntesis de proteínas PK Streptomyces pristinaespiralis DSM 40338 

Uridil-péptidos Liposidomicinas Antibacteriano síntesis de péptidoglicano 
 

Streptomyces griseosporeus 

Uridil-péptidos Mureidomicinas Antibacteriano síntesis de péptidoglicano 
 

Streptomyces flavidovirens 

Uridil-péptidos Muraymicinas Antibacteriano síntesis de péptidoglicano 
 

Streptomyces sp. 

Acildepsipeptidolactonas 
 

Antibacteriano 
Procesos de degradación cellular / 
ClpP  

Streptomyces hawaiiensis NRRL 15010 

Péptido lactonas Actinomicina Antitumoral Inhibidor de la transcripción NRP Streptomyces antibioticus 

Derivados de la 
ruta del 
shikimato 

Ansamicinas 
(benzoquinonas) 

Ansatrienina Antitumoral Inhibe actividad ATPasa de la Hsp90 PK Streptomyces collinus Tu1892 

Ansamicinas 
(benzoquinonas) 

Geldanamicina Antitumoral Inhibe actividad ATPasa de la Hsp90 PK 
Streptomyces hygroscopicus subp. 
geldanus NRRL 3602 

Ansamicinas Rifamicinas Antibacteriano 
Síntesis de ARN (ARNm y ARNr) / 
ARN polimerasa 

PK Amycolatopsis rifamycinica 

Alcaloide Indolocarbazol Rebecamicina Antitumoral 
Replicación del ADN / Inhibidor de la 
Topoisomerasa I  

Lechevalieria aerocolonigenes 
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Clase estructural Subclase Compuesto Clase terapéutica Diana / Mecanismo de acción 
Estructura 
principal Organismo productor 

Indolocarbazol Staurosporina Antitumoral 
Replicación del ADN / Inhibidor de 
protein-quinasas 

  Nocardiopsis sp. 

Otros 

 
Kibdelomicina Antibacteriano 

Replicación del ADN / Inhibidor de la 
Topoisomerasa II  

Kibdelosporangium sp. MA7385 

 
Lucensimicinas Antibacteriano Síntesis de proteínas 

 
Streptomyces lucensis MA7349 

 
Okilactomicinas Antibacteriano Síntesis de proteínas 

 
Streptomyces scabrisporus 

 
Platencina Antibacteriano Síntesis de ácidos grasos 

 
Streptomyces platensis MA 7339 

 
Platensimicina Antibacteriano Síntesis de ácidos grasos 

 
Streptomyces platensis MA 7327 

Fenicoles Cloranfenicol Antibacteriano Síntesis de proteínas 
 

Streptomyces venezuelae 

Aminocumarinas Novobiocina Antibacteriano Inhibidor ADN girasa 
 

Streptomyces niveus 

Nucleósido Tunicamcina Antibacteriano 
síntesis de péptidoglicano / síntesis 
de glicoproteínas  

Streptomyces lysosuprificus / 
Streptomyces griseus subsp. griseus / 
Streptomyces chartreusis 

Nucleósido Nikkomicinas 
Antifúngico / 
Insecticida 

Inhibidor de la quitín sintasa 
 

Streptomyces tendae Tü 901 

Poliéteres Monensina Antiparasitario 
 

PK Streptomyces cinnamonensis 

Poliquétido policíclico Abyssomicinas Antibacteriano Inhibidor de la ruta de PABA PK Verrucosispora maris AB-18-032 

Enediinas Calicheamicinas Antitumoral 
Replicación del ADN / Intercalante 
del ADN 

PK Micromonospora echinospora 

Enediinas Esperamicinas Antitumoral 
Replicación del ADN / Intercalante 
del ADN 

PK Actinomadura verrucosospora 

Enediinas Maduropeptina Antitumoral 
Replicación del ADN / Intercalante 
del ADN 

PK Actinomadura madurae 

Ácidos hidroxámicos Tricostatina A Antitumoral Histona deacetilasa (HDAC) 
 

Streptomyces hygroscopicus 

Ciclopropilindoles Duocarmicinas Antitumoral 
Replicación del ADN / Intercalante 
del ADN  

Streptomyces spp. 

Dibenzodiazepinona ECO-4601 Antitumoral 
Unión a receptores periféricos de 
benzodiacepinas  

Micromonospora sp. 

Lipo ß-Lactona Lipstatina Antiobesidad Inhibición de las lipasas pancreáticas PK Streptomyces toxytricini 

Poliquétido glicosídico ECO-0501 Antibacteriano 
Actúa sobre la membrana o la pared 
celular 

PK Amycolatopsis orientalis ATCC 43491 

 
Ácido actinoplánico Antitumoral 

Prenilación de la proteína Ras / 
FPTase  

Actinoplanes sp. ATCC 55532 
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Clase estructural Subclase Compuesto Clase terapéutica Diana / Mecanismo de acción 
Estructura 
principal Organismo productor 

 
Ácido actinoplánico Antitumoral 

Prenilación de la proteína Ras / 
FPTase  

Streptomyces sp. ATCC 55550 

 
ECO-02301 Antifúngico 

 
PK Streptomyces aizunensis NRRL B-11277 

 
Elsamicina Antitumoral 

Replicación del ADN / 
Topoisomerasa II  

Actinomiceto no identificado 

 
Espinosinas Acaricida 

 
PK Saccharopolyspora spinosa 

  Tiacumicinas Antibacteriano Inhibición de la síntesis de ARN   
Dactylosporangium aurantiacum subsp. 
hamdenensis NRRL 18085 
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1.3. Biodiversidad microbiana y bioprospección. 

 

Uno de los principales factores en la búsqueda de nuevos metabolitos es aumentar la 

biodiversidad de las cepas estudiadas e identificar nuevos microorganismos que produzcan 

nuevos compuestos de interés, reorientando los esfuerzos de bioprospección a otros entornos 

y hábitats menos explorados. Los datos de análisis metagenómicos han demostrado que sólo 

el 0,5-1% de las especies de bacterias existentes y el 5% de las especies de hongos se han 

cultivado (Bull, 2004). En este sentido, son de gran interés el desarrollo de nuevos métodos 

que permitan el aislamiento de microorganismos no cultivados con anterioridad a partir de 

medios pobres en nutrientes unido a largos tiempos de incubación, dilución hasta la extinción, 

simulación del ecosistema y la comunicación célula-célula. (Demain, 2004). 

 

La necesidad de seguir explorando la biodiversidad plantea evaluar el procedimiento 

más adecuado para afrontar su búsqueda y la prospección de fuentes para el aislamiento de 

microorganismos. Existen diferentes aproximaciones al problema que proponen desde llevar a 

cabo un muestreo en un amplio número de diversos entornos en vez limitarse a un número de 

ellos (Kuo y Garrity, 2002). 

 

 Una idea muy extendida en ecología microbiana es que ñtodo est§ en todas partes y 

que el medioambiente seleccionaò (Beijerinck, 1913; Baas-Becking, 1934; Dykhuizen, 1998; 

Cho y Tiedje, 2000; De Wit y Bouvier, 2006; O'Malley, 2007), con lo que la mayoría de las 

especies de bacterias estarían ampliamente distribuidas y que los diferentes ecosistemas 

seleccionarían aquéllas mejor adaptadas. Sin embargo, otras evidencias apoyan que 

diferentes ecosistemas albergan poblaciones microbianas únicas (Eardly et al,. 1990; 

Castenholz, 1996; Garcia-Pichel et al., 1996; Fulthorpe et al,. 1998; Staley y Gosink, 1999; 

Cho y Tiedje, 2000; Finlay, 2002; Selje et al., 2004; Escobar-Páramo et al,. 2005; Boenigk et 

al,. 2006; Wawrik et al,. 2007). La distribución global de especies microbianas puede covariar 

en función de los parámetros físicos, tales como el clima y la luz. En algunos estudios se ha 

observado que no hay una relación directa entre la diversidad microbiana y algunas de las 

características físicas y químicas del entorno, tales como la temperatura, la latitud, la 

precipitación, la proporción carbono-nitrógeno o la humedad, aunque la riqueza de especies 

estaba mayoritariamente ligada al tipo de ecosistema y al pH del suelo, indicando que ciertos 

parámetros, tales como la química del suelo y el contexto ecológico, afectan drásticamente a 

la distribución de las bacterias en el ambiente (Fierer y Jackson, 2006). 

 

 En el contexto anterior, hay que reseñar el trabajo llevado a cabo por Wawrik y 

colaboradores (2007) que determinaron la composición de las comunidades microbianas 

presentes en suelos de Norteamérica y de Asia Central demostrando que existen diferencias 

entre las comunidades de actinomicetos presentes en suelos con distinta localización 

geográfica, indicando que existen poblaciones únicas tanto en Norteamérica como en Asia 

Central. Los datos de este estudio sugieren que sólo una pequeña proporción de las 

poblaciones de actinomicetos y de genes de metabolitos secundarios en el medioambiente 

son cosmopolitas y que distintas poblaciones de actinomicetos pueden encontrarse en suelos 

recogidos en diferentes regiones del mundo. Similares resultados han obtenido Edlund y 
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colaboradores, (2011) con distintas cepas de la especie Salinispora arenicola recolectada en 

diferentes localizaciones geográficas concluyendo que subpoblaciones de S. arenicola son 

endémicas según las localizaciones. En consecuencia, sería conveniente muestrear en áreas 

remotas del globo para mejorar los esfuerzos de bioprospección que tengan como objetivo la 

selección de nuevas especies de actinomicetos. 

 

 

1.3.1. Aislamiento de actinomicetos de muestras ambientales. 

 

El trabajo pionero de Waksman no sólo demostró que los actinomicetos eran capaces 

de producir antibióticos útiles en medicina, sino que estimuló la búsqueda de nuevas cepas 

activas. Desde entonces se han aislado y analizado millones de cepas de actinomicetos en los 

laboratorios de investigación, principalmente de las compañías farmacéuticas, a la vez que se 

han desarrollado una amplia gama de medios de aislamiento que permitieron identificar y 

estudiar gran parte de las especies conocidas (Nolan y Cross, 1988). La definición de la 

composición de los medios de aislamiento es determinante para conseguir recuperar en 

cultivo la mayor diversidad microbiana de una muestra, evitando que predominen unas pocas 

especies de rápido crecimiento. 

 

Los primeros métodos de aislamiento desarrollados hace décadas eran poco selectivos 

y favorecieron el aislamiento intensivo de cepas fácilmente cultivables de especies del género 

Streptomyces, el grupo mayoritario en cuanto al número de especies descritas entre los 

actinomicetos y uno de los taxones más prolíficos respecto a la producción de metabolitos 

secundarios. En décadas posteriores, se observó que otros géneros minoritarios también eran 

capaces de sintetizar nuevas moléculas y se desarrollaron otras estrategias de aislamiento 

para estas especies. De esta manera la aplicación de métodos específicos de aislamiento 

para otros géneros permitió comprobar que algunos de ellos, como los géneros 

Micromonospora, Nocardia, o Actinoplanes, antes considerados minoritarios, son en realidad 

muy numerosos y están muy extendidos en diferentes entornos (Nonomura y Ohara, 1971b). 

Posteriormente, se fueron desarrollando métodos específicos como pretratamientos de la 

muestra, medios de crecimiento especializados, largos tiempos de incubación que permiten el 

crecimiento de especies minoritarias como son los géneros Actinomadura, Microbispora, 

Microtetraspora, Streptosporangium, Thermomonospora o Thermoactinomyces entre muchos 

otros más (Nonomura y Ohara, 1971 a y b). 

 

También se ha conseguido aumentar la selectividad de los medios de aislamiento al 

añadir concentraciones subinhibitorias de una amplia variedad de antibióticos que permiten 

inhibir selectivamente el crecimiento de otro tipo de bacterias competidoras. La superficie de 

una placa de aislamiento es un ambiente altamente competitivo donde los actinomicetos de 

crecimiento lento, presentes normalmente en las muestras de tierra en cantidades 

relativamente pequeñas, están en clara desventaja. La reducción del número de 

competidores, utilizando diferentes agentes antimicrobianos, ha permitido la identificación de 

nuevos taxones que no eran cultivados previamente o eran aislados con muy poca frecuencia. 
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Además del simple sistema de dilución seriada y plaqueo de las muestras sobre 

distintos medios de cultivo selectivos se pueden aplicar diferentes pretratamientos a las 

muestras con el fin de enriquecer el aislamiento en ciertas especies, inducir la germinación de 

las esporas, dispersar mejor los agregados celulares en la muestra, etc. El pretratamiento con 

extracto de levadura está descrito como un activador de la germinación de esporas de 

actinomicetos (Hayakawa y Nonomura, 1989). El pretratamiento de las muestras con este 

compuesto y con un detergente como el SDS permite reducir el número de bacterias 

unicelulares en las placas de aislamiento y se ha aplicado con éxito para el aislamiento 

general de actinomicetos. 

 

Gran parte de las bacterias existentes en el suelo están adheridas a partículas de tierra 

(arcillas especialmente) mediante cargas iónicas a través de cationes polivalentes.  Muchos 

microorganismos se unen también a las partículas de la matriz del suelo mediante 

polisacáridos. Estas agregaciones de las esporas o propágulos de actinomicetos a las 

partículas de tierra puede evitarse por pretratamiento de las muestras con resinas como 

Chelex 100 y deoxicolato que permiten una mejor dispersión de la muestra y la  detección de 

organismos presentes en muy pequeño número tras concentración por centrifugación 

diferencial (Herron y Wellington, 1990).  

 

Se han desarrollado ciertos pretratamientos, descritos  por Hayakawa y colaboradores 

(1991a y b), que permiten el aislamiento selectivo de actinomicetos pertenecientes a la familia 

Streptosporangiaceae (principalmente de los géneros Streptosporangium y Microbispora) y 

que están basados en el diferente grado de resistencia de las esporas a agentes tóxicos para 

las células como el cloruro de bencetonio o el gluconato de clrohexidina.  

 

Otras estrategias de aislamiento están basadas en el conocimiento previo de la biología 

de los microorganismos que se quieren aislar y su comportamiento en el medioambiente. Este 

el caso de las cepas pertenecientes a la familia Micromonosporaceae (Actinoplanes, 

Dactylosporangium, Pilimelia, etc) que suelen encontrarse frecuentemente cerca de zonas 

húmedas de ríos y lagos con abundante vegetación. Las esporas de dichos actinomicetos que 

se forman dentro de esporangios, resisten largos periodos de desecación y son liberadas tras 

la hidratación de los esporangios.  Las esporas tienen la capacidad de desarrollar flagelos en 

presencia de agua y son fuertemente atraídas por gradientes de ciertas sustancias como KCl, 

aminoácidos, compuestos aromáticos y azúcares, siendo la g-colidina la que produce una 

mayor respuesta  quimiotáctica. Uno de los métodos de enriquecimiento en bacterias de estas 

especies está basado en esta propiedad y en la posibilidad de concentrar el número de 

esporas estableciendo gradientes de g-colidina respecto al medio acuático (Palleroni, 1980; 

Hayakawa, 1991c). Posteriormente otro método describe un enriquecimiento selectivo en 

esporas mótiles mediante una centrifugación selectiva  de dicha fracción enriquecida 

(Hayakawa et al., 2000). 

  

Todos estos pretratamientos se combinan normalmente con la utilización de un amplio 

número de medios de aislamiento muy pobres en nutrientes, sin fuentes de carbono, 

compuestos de extractos de tierra, sales, ácidos húmicos, de manera que los organismos de 

rápido crecimiento (Streptomyces en su mayoría) no agoten los pocos recursos existentes e 
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inhiban el crecimiento de los restantes microorganismos minoritarios en un ambiente 

altamente competitivo. La utilización combinada de diferentes métodos y medios de cultivo 

lleva a la generación de un promedio de 12 a 20 condiciones distintas para cada una de las 

muestras en estudio, lo que permite incrementar la explotación de la diversidad microbiológica 

que pueda contener. 

 

En la práctica, el número de colonias viables de actinomicetos que se seleccionan en el 

laboratorio a partir de una muestra varía en función de las características de la misma, como 

pueden ser sus propiedades físico-químicas así como las características de su hábitat, 

geografía, altitud, ecología, etc. Aunque una mayoría de cultivos corresponden al género 

Streptomyces, también se aislan muy frecuentemente cepas de los géneros Micromonospora, 

Actinoplanes y demás géneros relacionados, cepas de Nocardia, cepas de la familia 

Pseudonocardiaceae (Pseudonocardia, Amycolatopsis, Saccharopolyspora) y de las familias 

Thermomonosporaceae y Streptosporangiaceae (Actinomadura, Microbispora, 

Streptosporangium, Planobispora, Microtetraspora) (Embley, 1992; Lazzarini et al. 2000 y 

2001; González et al., 2005). Con menor frecuencia se identifican otros géneros minoritarios. 

Un gran número de cepas son estériles en cultivo o presentan micromorfologías no asociables 

a ningún género descrito, por lo que se tiene que utilizar herramientas alternativas 

quimiotaxonómicas y moleculares que permitan su identificación y distinción. 

 

Dado que los actinomicetos pueden colonizar casi cualquier sustrato, el interés se ha 

dirigido hacia la utilización de nuevas fuentes de aislamiento y de otros nichos ecológicos, 

incluyendo muestras de agua dulce, muestras marinas y sus sedimentos, invertebrados 

marinos como esponjas, artrópodos, raíces y líquenes, con el objetivo de aislar nuevas cepas 

y de estudiar su potencial para producir nuevos metabolitos secundarios (Goodfellow y 

Haynes, 1984; Goodfellow y Williams, 1986; Fenical, 1993; Fiedler et al., 2005; González et 

al., 2005) 

 

 

1.3.2. Los líquenes como fuente para el aislamiento de actinomicetos. 

 

Los líquenes son una simbiosis mutualista estable que está formada por un hongo (el 

micobionte, generalmente un ascomiceto) y una microalga y/o una cianobacteria (el 

fotobionte) que se comportan como un organismo compuesto (Crittenden y Porter, 1991; Miao 

et al., 2001). La mayoría de los hongos liquénicos forman una simbiosis en el liquen con un 

alga verde (Chlorophyta), solo un 10% con cianobacterias y un 3% con ambos tipos de 

organismos. Los líquenes se pueden considerar ecosistemas en miniatura donde la 

interacción entre las partes resulta en formas de vida y de comportamiento que no son las que 

tienen las partes por separado (Oksanen, 2006). Hasta la fecha, no se ha descrito ningún 

caso en el que un actinomiceto forme parte de la simbiosis de un liquen, aunque los 

actinomicetos, al igual que otras bacterias, son también capaces de formar asociaciones con 

varios organismos en ambientes naturales. Sin embargo, en condiciones de laboratorio se ha 

visto que el crecimiento mixto de cultivos de Streptomyces filamentosus y algas verdes 

produce la formación de una estructura parecida al talo de los líquenes (Zenova et al., 1983; 

Kalakoutskii et al., 1990; Kalakutskaya et al., 1993). 
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Los líquenes son los primeros colonizadores de los hábitats terrestres y pueden crecer 

bajo condiciones muy diversas y a veces ambientes extremos. Por esta razón, presentan una 

amplia distribución mundial desde las regiones árticas a las tropicales y desde las llanuras 

hasta las más altas montañas (hasta 7.400m) (Ahmadjian, 1993).  Son capaces de crecer 

como ñparchesò dispersos sobre piedras, rocas, afloramientos, suelos poco desarrollados 

como los de las tierras áridas, o como epifitos sobre troncos de árboles y arbustos. También 

son capaces de biodeteriorar las piedras en un relativamente corto espacio de tiempo 

(Crittenden y Porter, 1991; Muller, 2001). A pesar del enorme rango de ambientes donde se 

han adaptado, la mayoría de los líquenes son sensibles a cambios en sus condiciones del 

entorno y difícilmente pueden crecer fuera de su ambiente (Miao et al., 2001). Los hábitats 

son típicamente pobres de nutrientes y a menudo están sometidos a frecuentes sequías. 

Muchos de los organismos que viven en medioambientes extremos producen compuestos 

únicos que los protegen del estrés físico o de ataques biológicos durante su lento crecimiento.  

 

Los líquenes producen diferentes clases de metabolitos secundarios que pueden inhibir el 

crecimiento de microorganismos y plantas vasculares y les protegen de la radiación 

ultravioleta. (Lee y Kim, 2000). Hasta la fecha se han identificado más de 800 metabolitos 

producidos por líquenes. Algunos compuestos pueden ser sintetizados por el hongo o el alga 

per se, mientras que otros son exclusivamente producidos por la acción conjunta de ambos 

miembros del liquen (Muller, 2001), aunque en muchos casos no está claro quién es el 

organismo responsable de la síntesis del compuesto. Por ejemplo, se ha visto que extractos 

del liquen Umbilicaria esculenta presentan una actividad inhibitoria de la ɓ-glucosidasa. El 

compuesto responsable de la actividad es 1-dexinojirimicina, el cual también es producido por 

especies de Streptomyces y por especies de la planta Morus sp. (Lee y Kim, 2000). Los 

metabolitos sintetizados por los líquenes ejercen una amplia variedad de acciones biológicas 

y aunque su papel en la simbiosis del liquen es todavía incierta, las actividades biológicas de 

muchas de estas sustancias sugieren que funcionan como defensa frente al ataque de 

diversos patógenos. Por ejemplo, muchas clases de sustancias producidas por líquenes 

tienen actividades antimicrobianas, como el ácido lecanórico y el ácido vulpínico, que podrían 

prevenir a los líquenes de infecciones producidas por ciertos microorganismos durante su 

lento crecimiento y larga vida.  

 

 Además, los líquenes se han venido usando durante siglos en medicina tradicional por 

ser productores de numerosos compuestos con actividades antibióticas, antivirales, 

antitumorales, analgésicas y antipiréticas (Muller, 2001). Uno de los metabolitos más potentes 

es el ácido úsnico, un derivado fenólico que se encuentra ampliamente distribuido entre las 

especies de líquenes. El ácido úsnico extraído de las especies de líquenes Cladonia spp., y 

sus derivados sintéticos se han comercializado como agentes antifúngicos y antibacterianos, 

principalmente como uso tópico. Los compuestos producidos por los líquenes, entre los que 

destacan el ácido úsnico y otros compuestos fenólicos (dépsidos, depsidonas, xantonas, etc.) 

pueden ser determinantes o influir en la comunidad microbiana que habita en el liquen 

(Boustie y Grube, 2005). Debido a este último factor, se ha visto que en líquenes productores 

de ácido úsnico la abundancia de bacterias es menor (Cardinale et al., 2008). 
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Aunque tanto los integrantes de la simbiosis de los líquenes como la diversidad de 

metabolitos con actividad biológica que producen se han descrito extensamente (Huneck, 

1999; Muller, 2001; Kosanic y Rankovic, 2015), se sabe poco sin embargo sobre la diversidad 

de la comunidad microbiana que pueden albergar. Varios ejemplos de hongos habitantes de 

líquenes en especies fructicosas o la presencia de biofilms microbianos en líquenes saxícolas 

han demostrado la existencia de un microhábitat que aporta la humedad, los nutrientes y la 

protección adecuada para el desarrollo de otras poblaciones de microorganismos en 

ambientes extremos (Petrini, et al., 1990; de los Rios et al., 2002). Una de las asociaciones 

microbianas endolíticas más ampliamente estudiadas ha sido las comunidades criptolíticas de 

los desiertos antárticos dominados por líquenes. Su estudio mediante técnicas moleculares ha 

mostrado la gran diversidad de microorganismos presente en estos ecosistemas, donde varios 

filotipos de Actinobacteria han sido descritos, además de otros taxones (de la Torre, 2003), 

mientras que otros estudios han descrito el aislamiento de diferentes especies de 

actinomicetos del género Micromonospora de estos entornos ecológicos (Hirsch, et al., 2004).  

 

 Entre los factores que determinan la diversidad de la comunidad bacteriana que habita 

los líquenes está, en primer lugar, la especie de liquen. Grube y colaboradores (2009) 

demostraron que algunos grupos bacterianos asociados a los líquenes, como por ejemplo las 

Alphaproteobacteria, presentaban patrones específicos de la especie del liquen y que estas 

bacterias pueden ser parte fundamental de la simbiosis liquénica. Mushegian y colaboradores 

(2011) también observaron que las comunidades de bacterias asociadas al liquen eran 

claramente distintas de las que habitaban en los suelos cercanos, sugiriendo que los líquenes 

albergan comunidades de bacterias que no son una simple extensión de las que se 

encuentran en los suelos circundantes. Otros autores han observado que diferentes especies 

de líquenes localizadas espacialmente próximas en un mismo entorno, contienen distintas 

comunidades bacterianas y parece que la especie del liquen es por sí misma el factor más 

importante que determina la composición de la comunidad bacteriana aunque algunos grupos 

de bacterias están ampliamente presentes en diferentes especies de líquenes incluso aunque 

estén muy alejados geográficamente (Bates et al., 2010 y 2011). Aunque las 

Alphaproteobacteria son el grupo dominante asociado a los líquenes, especialmente en los 

líquenes que tienen algas verdes como fotobiontes (Hodkinson et al., 2012), también se han 

aislado otros muchos grupos de bacterias asociados a los líquenes, como Actinobacteria y 

Acidobacteria, detectándose incluso otros taxones no aislados todavía (Selbmann et al., 2010; 

Bates et al., 2011; Pankratov, 2012). Hodkinson y colaboradores (2012) concluyeron que la 

composición de las comunidades bacterianas mayoritarias está significativamente 

correlacionada con el tipo del fotobionte y del micobionte ya que observaron que líquenes con 

diferentes micobiontes albergan diferentes comunidades microbianas y que el tipo de 

fotobionte que forma parte de la asociación liquénica, bien sean cianobacterias (ciano-

líquenes) o algas verdes (cloro-líquenes), da lugar a ecologías diferentes en base a las 

diferencias en la composición y concentración de carbono y nitrógeno, lo cual puede dar 

lugar, presumiblemente, a comunidades microbianas diferentes. Estos autores también 

observaron que otros factores que determinan las comunidades bacterianas de los líquenes 

son las diferencias geográficas a gran escala y las diferencias climáticas. Así pues, los datos 

indican que incluso los líquenes de un mismo hábitat albergan comunidades bacterianas 

distintas, determinadas según la especie del liquen (Cardinale et al., 2006; Cardinale et al., 
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2008;  Grube y Berg, 2009; Grube et al., 2009; Selbmann et al., 2010; Bates et al., 2011; 

Mushegian et al., 2011; Cardinale et al., 2012a; Cardinale et al., 2012b; Printzen et al., 2012). 

 

 Como hemos mencionado, otro de los factores que más influyen en la composición de 

las comunidades bacterianas es la distancia geográfica y las diferencias climáticas (Cardinale 

et al., 2006; Grube y Berg, 2009; Grube et al., 2009; Bates et al., 2011;  Cardinale et al., 

2012a; Cardinale et al., 2012b; Hodkinson et al., 2012; Printzen et al., 2012). En el trabajo de 

Hodkinson y colaboradores (2012) comentado anteriormente, estos autores vieron que la 

diversidad de las comunidades bacterianas presentes en líquenes recolectados en Costa Rica 

y Alaska era diferente y que podía explicarse por la mayor abundancia de ciano-líquenes en 

las muestras de Costa Rica y de cloro-líquenes entre los de Alaska. Selbmann y 

colaboradores (2010) estudiaron la diversidad de las bacterias cultivables de líquenes 

antárticos, siendo Actinobacteria, Firmicutes, Pseudomonas y Deinococcus-Thermus los 

grupos más representados, en vez de las Alphaproteobacteria descritas en otros hábitats. 

Printzen y colaboradores (2012) han estudiado las comunidades de Alphaproteobacteria en 

poblaciones geográficamente distantes del liquen Cetraria aculeata, incluyendo regiones 

polares, alpinas y zonas templadas, concluyendo que influyen más las diferencias climáticas 

que la distancia geográfica por sí misma y que en particular,  las comunidades de ambos 

polos son más parecidas entre sí que con las de comunidades de zonas templadas. 

 

 Hasta la fecha, existen pocas publicaciones de actinomicetos aislados de líquenes que 

produzcan compuestos bioactivos (Boustie et al., 2011). Davies y colaboradores (2005) 

describieron la producción de uncialamicina, que reveló ser un nuevo compuesto tipo 

enediinas, por una cepa de Streptomyces aislada de un liquen (Cladonia uncialis) recolectado 

en la Columbia Británica (Canadá). También se han descrito otros compuestos producidos por 

otras cepas de Streptomyces aisladas de líquenes, como coumabiocinas A-F (nuevas 

aminocoumarinas) o nuevas anguciclinas y nuevas butenolidas (Cheenpracha et al., 2010; 

Motohashi et al., 2010). 

 

 Como vemos, los microorganismos que habitan o que forman parte de la asociación 

simbiótica del liquen, generan microambientes químicos únicos, y también participando en el 

reciclaje de nutrientes así como en prevenir la depredación del hospedador por medio de la 

producción de moléculas bioactivas (Genilloud et al., 2011). Por tanto, a la vista de estos 

resultados, vemos que los parámetros físicos y químicos del entorno del liquen son únicos y 

pueden conducir a la evolución de formas de vida que podrían también producir metabolitos 

con estructuras químicas novedosas. 

 

 Aunque la mayoría de los trabajos sobre las comunidades bacterianas que habitan los 

líquenes indican que las poblaciones más abundantes pertenecen al grupo de las 

Alphaproteobacteria (Cardinale et al., 2008; Grube y Berg, 2009; Grube et al., 2009; Bates et 

al., 2011; Cardinale et al., 2012b; Hodkinson et al., 2012; Pankratov, 2012; Printzen et al., 

2012), también se ha descrito la presencia de actinobacterias (Cardinale et al., 2006; 

Cardinale et al., 2008; Motohashi et al., 2010; Pankratov, 2012), especialmente en líquenes 

antárticos (Selbmann et al., 2010), aunque en proporciones inferiores al 10%. 
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1.3.3. Diversidad microbiana. 

 

El t®rmino ñdiversidad biológicaò fue acu¶ado por Elliot Norse y colaboradores (1986) y 

puede aplicarse para definir la diversidad según el nivel de complejidad, bien a nivel genético 

para definir la diversidad entre especies, a nivel de especie para determinar el número de 

especies, y a nivel ecológico para estudiar la diversidad de la comunidad. 

 

La medida más sencilla de la biodiversidad es la riqueza de especies, es decir, el 

número de especies presentes en un área o hábitat determinado. La riqueza de especies, 

también conocida como diversidad-Ŭ, define la riqueza de un conjunto de organismos que 

potencialmente interactúan; de forma parecida, la diversidad-ɔ mide la diversidad dentro de un 

área pero relacionada con un área mayor como un bioma o bioregión. La diversidad-ɓ es una 

medida de la diversidad entre áreas y puede expresarse como un índice de similitud. Otra 

medida de la biodiversidad, con mayor información ecológica, es la abundancia de especies. 

La rareza de una especie viene dada según el tamaño de la población local (grande o 

pequeña), especificidad del hábitat (amplio o estrecho) y por el tamaño geográfico (grande o 

pequeño). 

 

El concepto de ñespecieò es un tema de discusión recurrente en taxonomía. Las 

especies son entidades prácticas para las que los límites pueden variar dependiendo del 

concepto aplicado, bien sea éste biológico, fenético, filogenético o evolutivo (Hull, 1997). 

 

El t®rmino ñespecieò puede emplearse para referirse a una categor²a taxon·mica que se 

corresponde a un concepto abstracto desprovisto de cualquier localización espacio-temporal o 

bien a una entidad colectiva concreta formada por organismos reales localizados en el 

espacio y en el tiempo, es decir, un taxón (Van Regenmortel, 1997). Los taxones, nombrados 

como clases naturales de organismos, son el resultado de dos procesos: (i) los procesos 

evolutivos que han originado la diversidad biológica y (ii) la capacidad mental humana que 

reconoce y da nombre a los patrones recurrentes (Hey, 2001). La delimitación de las especies 

se ha optimizado por medio del desarrollo de métodos microbiológicos que revelan tanto las 

propiedades genómicas como fenotípicas de los procariotas. 

 

Las primeras definiciones de especies bacterianas se fundamentaban con frecuencia en 

grupos monotéticos que se reconocían por un conjunto único y exclusivo de características 

que son suficientes y necesarias para la definición del grupo y que son invariables 

(Goodfellow et al., 1997b). La rigidez de esta definición tuvo como consecuencia que algunas 

cepas que variaban en caracteres clave no podían identificarse como miembros de un taxón 

existente. Esto dio lugar a menudo a confusiones en la nomenclatura en donde una especie 

dada podía clasificarse simultáneamente bajo varios nombres diferentes, como es el caso de 

la sobreespeciación del género Streptomyces (Goodfellow et al., 1997b). Con el desarrollo de 

la taxonomía numérica (Sneath y Sokal, 1973) el concepto de especie evolucionó 

abandonando la aproximación monotética hacia una politética o fenética, en donde las 

especies estaban delimitadas en base a un gran conjunto de caracteres independientes, cada 

uno de los cuales puede ocurrir también fuera de una clase determinada y por tanto, no son 
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exclusivos de esa clase (Van Regenmortel, 1997). El éxito para delimitar una especie en tales 

términos es directamente dependiente de la cantidad de caracteres que se usen. 

Generalmente se acepta que una especie de procariotas es ñun grupo de cepas que tienen un 

alto grado de similitud global y que difieren considerablemente de los grupos de cepas 

emparentadas con respecto a muchas caracter²sticas independientesò o ñuna colecci·n de 

cepas que muestran un alto grado de similitud global, comparados con otros grupos de cepas 

relacionadosò (Colwell et al., 1995). La taxonomía numérica es un sistema fenético basado en 

similitudes fenotípicas globales que establece unidades taxonómicas operacionales (OTUs). 

 

Una mayoría de análisis fenéticos están basados en datos fenotípicos, en gran parte en 

propiedades bioquímicas. El fenotipo de las bacterias se estudia extensamente con frecuencia 

mediante el uso de marcadores quimiotaxonómicos tales como los perfiles de ácidos grasos, 

poliaminas y quinonas (Goodfellow y Minnikin, 1985). El objetivo de la clasificación fenética es 

crear conjuntos de cepas agrupadas, establecidas como una jerarquía de especies y géneros 

en base a sus similitudes globales (Young, 2001). Los datos fenotípicos incluyen tanto datos 

de un solo carácter como datos de caracteres múltiples. 

 

El estudio de Williams y colaboradores (1983b y 1983c) fue un hito de la taxonomía 

numérica y de la sistemática de Streptomyces. En dicho estudio, examinaron 162 caracteres 

que comprendían características morfológicas, pigmentación, actividad antimicrobiana, 

resistencia a antibióticos, la utilización de compuestos orgánicos como única fuente de 

carbono y de nitrógeno, y la realización de una serie de pruebas bioquímicas, degradativas y 

de crecimiento. Posteriormente, Kämpfer y Kroppenstedt (1991) actualizaron el sistema de 

clasificación de Williams y colaboradores ampliando a 329 el número de caracteres 

fisiológicos a identificar e incluyendo un mayor número de cepas de Streptomyces 

(Goodfellow et al. 1992) 

 

La inclusión de características genómicas al conjunto de caracteres usados para 

delimitar las especies ha impulsado importantes cambios y ha influido a la hora de definir una 

especie (Stackebrandt et al., 2002). En particular, la adopción de la hibridación del ADN 

genómico total, como un método estándar para la definición de una especie, permitió 

correlacionar los valores de hibridación del ADN y los datos quimiotaxonómicos y fenotípicos 

(Goodfellow et al., 1997b). Se estableció que los organismos que tienen valores de 

reasociación de ADN-ADN del 70% o menores, y/o un ȹTm de 5ºC o menos deben 

considerarse especies distintas, si además está corroborado por alguna característica 

fenotípica (Stackebrandt y Gobel, 1994). 

 

Un punto de inflexión en la sistemática bacteriana ocurrió al introducir la secuencia del 

gen 16S ARNr en los análisis cladísticos para delinear árboles genealógicos (filogenéticos) 

(Woese, 1987). En el caso de los microorganismos, las inferencias filogenéticas dependen 

casi por completo de la evidencia indirecta suministrada por el análisis de los datos de 

secuencia que se considera expresan tasas de cambio genético (mutación de las bases 

nucleotídicas) con el tiempo, usándose para inferir relaciones históricas fiables. Al contrario 

que la taxonomía numérica, la sistemática filogenética (cladística) revela, o intenta revelar, 

relaciones evolutivas dentro de un grupo de organismos y utiliza la composición en bases del 
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ADN, homología del ADN, fingerprinting genómico y secuenciación de genes para establecer 

tales relaciones. 

 

La secuencia del gen 16S ARNr carece de poder de resolución a nivel de especies de 

procariotas, tal y como se definen por la similitud del ADN-ADN, pero permite la identificación 

de la posición filogenética de nuevos organismos (Ludwig y Schleifer, 1994; Stackebrandt y 

Gobel, 1994; Mehling et al., 1995a). Uno de los parámetros indispensables que debe 

suministrarse en las descripciones de nuevas especies es el de la secuencia completa del 

gen 16S ARNr (Stackebrandt et al., 2002). 

 

La definición de especie en procariotas definida anteriormente puede lograrse por la 

aplicación simultánea de un conjunto de técnicas dirigidas al conocimiento de la diversidad de 

las cepas bajo estudio, siguiendo la denominada aproximación polifásica (Colwell, 1970; 

Vandamme et al., 1996). El camino más adecuado para definir una especie es la aplicación de 

los resultados de los análisis fenéticos, filogenéticos y genotípicos (Rosselló-Mora y Amann, 

2001; Staley, 2006; Tindall et al., 2010). Una especie es una categoría que delimita un grupo 

de cepas individuales genómicamente coherente que comparten un alto grado de similitud en 

muchos caracteres independientes, probadas comparativamente bajo altas condiciones 

estándar (Stackebrandt et al., 2002). 

 

La aproximación polifásica. 

 

Hoy en día, existe un gran número de técnicas para la identificación y clasificación de 

procariotas. La clase de información que cada técnica produce está directamente relacionada 

con su poder de resolución, y el uso correcto de la información es esencial para garantizar la 

adecuada clasificación de un taxón. Es por tanto de primordial importancia entender a qué 

nivel suministran información estos métodos y darse cuenta de su complejidad técnica, es 

decir, de la cantidad de trabajo, tiempo y coste económico que requieren. 

 

Los datos genómicos se obtienen de los ácidos nucleicos (ADN y ARN) mediante 

diversos métodos, algunos de ellos ya clásicos como la determinación del contenido en 

porcentaje de G+C, la hibridación ADN-ADN o el análisis de la secuencia del gen 16S ARNr, 

o por métodos de caracterización basados en el ADN tales como RFLP, LFRP (low-frequency 

restriction pattern analysis), RAPD, AFLP, Rep-PCR y ARDRA entre otros. 

 

La información del fenotipo se obtiene por el uso de análisis fenotípicos clásicos incluyendo 

los estudios quimiotaxonómicos. Entre los análisis fenotípicos clásicos tenemos la morfología 

(macro y micromorfología) y caracteres fisiológicos y bioquímicos. Los marcadores 

quimiotaxonómicos hacen referencia a aquellos constituyentes químicos de las células que 

son útiles para caracterizar a los procariotas, incluyendo componentes tales como la 

composición de la pared celular, ácidos grasos celulares, quinonas isoprenoides y poliaminas. 

En las Figuras 1 y 2 tenemos una representación esquemática de varias técnicas utilizadas 

en una aproximación polifásica así como el nivel de resolución taxonómica de las mismas 

(basado en Vandamme et al., 1996). 
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Por tanto, el término de especie debe usarse sólo cuando la caracterización se ha 

realizado con fundamentos polifásicos, mientras que términos como OTUs y filotipo deben 

usarse para entidades basadas en la fenética o en la secuencia de genes, respectivamente. 
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Figura 1. Representación esquemática de varios componentes celulares y técnicas con 

información fenotípica y genotípica utilizadas en una aproximación polifásica (basado en 

Vandamme et al., 1996). 
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Figura 2. Nivel de resolución taxonómica de diferentes técnicas de caracterización 

(Vandamme et al., 1996). 
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1.4. Clasificación e identificación de los actinomicetos. 

 

Como ya se ha expuesto anteriormente, la sistemática bacteriana ha sufrido una 

enorme evolución en los últimos 50 años, convirtiéndose en una disciplina que se 

desarrolla rápidamente, en parte en función del desarrollo de nuevas técnicas, lo que hace 

cambiar la perspectiva sobre la caracterización, identificación y, por tanto, clasificación de 

las bacterias. Esta evolución en la sistemática bacteriana se debe a la introducción de 

nuevas metodologías aplicadas a la taxonomía como son los métodos analíticos, la 

taxonomía numérica y posteriormente métodos moleculares (Lilburn y Garrity, 2004; Oren 

y Garrity, 2013) 

 

 

1.4.1. Quimiotaxonomía. 

 

La morfología fue originalmente la forma más rápida y sencilla de identificación de 

cepas aunque en función de este único criterio resultaba difícil una clasificación de los 

actinomicetos en grupos coherentes. Dichos caracteres incluyen no sólo características 

celulares (forma, tamaño, endosporas, flagelos, tinci·n de Gram,é) y de la colonia (la 

estructura del micelio, tanto aéreo como vegetativo, color, dimensiones, forma, textura,é), 

sino también otras estructuras diferenciales, el tipo de esporas y esporangios, así como la 

presencia de otras estructuras poco comunes como los synnemata, los esporangios 

multiloculares o los esclerocios (Lechevalier, 1989). 

 

Los métodos fenotípicos comprenden todos aquellos métodos que no están dirigidos 

hacia el ADN o el ARN y por lo tanto incluyen las técnicas quimiotaxonómicas. La 

introducción de la quimiotaxonomía se considera como uno de los hitos en el desarrollo de 

la moderna clasificación bacteriana. La quimiotaxonomía está basada en la determinación 

de distintos componentes químicos de la estructura de la célula que sirven para clasificar 

las bacterias, mediante la aplicación de métodos analíticos. Existen diversos métodos 

químicos para el análisis de estos componentes estructurales de las células que se 

desarrollan a la vez que lo hacen los métodos de análisis con técnicas más sofisticadas y 

precisas como es el caso de la espectrometría de masas. 

 

La determinación de la composición en lípidos y componentes de la pared celular 

son clave en la sistemática bacteriana ya que son sintetizados por sistemas enzimáticos 

altamente regulados y son suficientemente estables para utilizarse con criterios 

taxonómicos (Komagata y Suzuki, 1988). Dicha composición cambia en ciertas ocasiones 

como respuesta a las condiciones de cultivo y el periodo de incubación, por lo que siempre 

se refieren a condiciones de cultivo estandarizadas. Estos cambios deben tenerse en 

cuenta cuando se utilizan datos químicos en la sistemática bacteriana. 

 

 

1.4.1.1. Análisis de la composición de lípidos. 

 

La determinación de la composición de los lípidos estructurales de bacterias (ácidos 

grasos, ácidos micólicos, lípidos polares, y las quinonas isoprenoides) es ampliamente 

empleada y ha demostrado su utilidad en sistemática bacteriana. Entre ellos, los ácidos 

grasos y los lípidos polares de membrana son considerados los de mayor aplicación, dado 
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que, en condiciones estandarizadas, proporcionan parámetros comparables entre cepas. 

Estos compuestos son relativamente fáciles de determinar y presentan una variación 

cualitativa y cuantitativa con un gran poder de discriminación (Embley y Wait, 1994). 

           

a.- Ácidos grasos celulares. 

 

Los ácidos grasos celulares son los componentes lipídicos celulares con longitud de 

la cadena de carbonos entre 9 y 20 átomos. Los lípidos de las membranas celulares son la 

principal fuente de ácidos grasos de las células microbianas, es decir, los glicolípidos y 

fosfolípidos, así como los ácidos grasos constituyentes de los lipopolisacáridos pero no 

incluye los ácidos micólicos de cadena larga (entre 24 y 90 átomos de carbono) o las 

quinonas isoprenoides (Welch, 1991). 

 

Se han identificado más de 300 ácidos grasos diferentes. La variabilidad en la 

longitud de cadena, la presencia y posición de insaturaciones y de grupos sustituyentes 

han demostrado ser de una gran utilidad en la caracterización de los distintos grupos 

taxonómicos bacterianos. La composición de los ésteres metílicos de los ácidos grasos es 

un parámetro estable siempre y cuando se utilicen condiciones de cultivo altamente 

estandarizadas. 

 

El contenido en ácidos grasos de todos los lípidos está determinado por el tipo de 

ruta biosintética de una determinada especie. La mayoría de las bacterias sintetizan 

ácidos grasos con longitudes de cadena de 10 a 19 átomos de carbono y los ácidos 

grasos que prevalecen son aquéllos con 16 ó 18 átomos de carbono. En particular, el 

ácido graso saturado de 16 átomos de carbono, el ácido hexadecanoico, está altamente 

conservado en los procariotas. La variación de ácidos grasos que hace que un 

microorganismo tenga una composición de ácidos grasos distintiva incluye diferencias 

cuantitativas así como diferencias cualitativas, dependiendo la misma según las 

condiciones de cultivo. 

 

El perfil habitual presenta entre 5 y 15 ácidos grasos en cantidades significativas, 

aunque hay géneros que presentan pocos ácidos grasos como Rochalimaea o por el 

contrario tienen más de 20 ácidos grasos como es el caso del género Xanthomonas. Las 

bacterias contienen ácidos grasos que son únicos, es decir, que no se encuentran 

normalmente en los eucariotas. Por ejemplo, ácidos grasos ramificados o que contienen 

ciclopropano son característicos, respectivamente de muchas bacterias gram-positivas y 

gram-negativas, pero sin embargo no están presentes en los hongos. Por el contrario, los 

ácidos grasos poliinsaturados que se encuentran en organismos superiores tienden a estar 

ausentes en bacterias aerobias. Generalmente, las bacterias gram-negativas tienen una 

proporción más alta de ácidos grasos saturados y monoinsaturados con una cadena con 

un número par de átomos de carbono que las bacterias gram-positivas. Sin embargo, 

éstas últimas tienden a tener ácidos grasos saturados y ramificados con una cadena con 

un número impar de átomos de carbono y cantidades más bajas de ácidos grasos 

saturados y lineales. 

 

Como se ha mencionado antes, los patrones de ácidos grasos presentes en un 

microorganismo están determinados por rutas biosintéticas específicas. En concreto, en la 

clase ñActinobacteriaò, los ácidos grasos están definidos claramente por dos tipos de rutas 
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(Tabla 2). Los productos de una de estas rutas incluyen ácidos grasos saturados e 

insaturados (tipo 1a), así como los ácidos grasos con ciclopropano (tipo 1c) y los ácidos 

grasos ramificados del tipo 10-metil (tipo 1b) derivados de los compuestos insaturados. La 

segunda ruta da lugar a ácidos grasos con ramificaciones terminales (tipo 2), como por 

ejemplo, los ácidos grasos ramificados tipo iso- y anteiso-. Por último, existen miembros de 

un grupo de organismos (tipo 3) que son capaces de sintetizar ambos tipos de ácidos 

grasos con cadenas ramificadas, tanto con ramificaciones terminales como del tipo 10-

metil. Además de esto, existen también diferencias en la longitud de cadena de los ácidos 

grasos sintetizados. Por otro lado, la mayoría de los actinomicetos carecen de ácidos 

grasos hidroxilados aunque existen algunas excepciones a esta regla como puede verse 

en la Tabla 2. (Kroppenstedt, 1985)  En la mayoría de los casos en los que se han 

detectado ácidos grasos hidroxilados en actinomicetos, se ha visto con posterioridad que 

la cepa estaba mal clasificada o que su status taxonómico no era claro (OôDonnell et al. 

1982; Collins et al., 1983). 

 

El valor del análisis de los ácidos grasos ha quedado demostrado en numerosas 

ocasiones por su aplicación a diversos grupos taxonómicos de bacterias como rizobios 

(Tighe et al., 2000), cianobacterias (Caudales et al., 2000), Xanthomonas (Vauterin et al., 

1992; Yang et al., 1993a; Vauterin et al., 1996) o en la clasificación de miembros de la 

clase ñActinobacteriaò como Streptomyces (Bowers et al., 1996; Ndowora et al., 1996), 

Micromonospora sp. (Goodfellow et al., 1990; Kroppenstedt et al., 2005; Trujillo et al., 

2005; Trujillo et al., 2006; Trujillo et al., 2007; Carro-Garcia et al., 2010; Carro et al., 

2012), Actinoplanes (Goodfellow et al., 1990; Garrity et al., 1996) y la familia 

Thermomonosporaceae (Zhang et al., 2001), entre otros, lo que ha permitido distinguir 

organismos con morfologías similares. 
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Tabla 2: Patrones de ácidos grasos entre los miembros de la clase ñActinobacteriaò (adaptada de Kroppenstedt, 1985). 

  

    iso anteiso 10-metil 
 

  

Géneros Tipo1 Saturados Insaturados 14/16/18 15/17 15/17 17 18 (TBSA) 2-OH ciclopropano 

Corynebacterium2 1a +++ +++ - - - - - - - 

Nocardia3 1b +++ +++ - - - - ++ - - 

Actinomyces4 1c +++ +++ - - - - - - ++ 

                  
 

  

Saccharomonospora 2a ++ + +++ + (+) - - ++ - 

Thermoactinomyces 2b (+) + ++ +++ + - - - - 

Streptomyces5 2c + (v) +++ + +++ - - + - 

Actinoplanes6 2d + + +++ +++ +++ - - - - 
                  

 
  

Actinomadura 3a +++ ++ +++ (+) (+) (+) +++ - - 
Micromonospora 3b + + +++ +++ ++ ++ (+) - - 
Microtetraspora, Nonomuraea 3c + + ++ + + +++ (+) ++ - 
Nocardiopsis 3d + + +++ ++ +++ (+) +++ - - 
Amycolata 3e + + +++ 

 
+ + - - - 

Amycolatopsis 3f + ++ +++ 
 

+ + - + - 
Saccharothrix 3g + + +++   + + - + - 
 

Notas:  

+++ 15-25%, ++ 5-15%, + 1-5%, (v), variable 

1
 Tipos de ácidos grasos según Kroppenstedt (1985). 

2
 Excluyendo Corynebacterium bovis. 

3 
Incluyendo a Gordonia, Mycobacterium, Rhodococcus y Tsukamurella. 

4
 Contiene ácidos grasos tipo ciclopropano. 

5
 La presencia de ácidos grasos hidroxilados es específica de especie entre los Streptomyces. 

6
 Sólo aquellos géneros de Actinoplanes que contienen xilosa en su pared celular.
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Aplicación de los ácidos grasos en quimiotaxonomía. 

 

La determinación de la composición de los ácidos grasos mediante cromatografía de 

gases ha demostrado ser un procedimiento de gran valor para una rápida identificación y 

clasificación de una amplia gama de bacterias. La aplicación de esta técnica fue empleada por 

primera vez por Abel y colaboradores (1963) quienes postularon que tanto las similitudes 

como las diferencias en la composición química proporcionan una base para la clasificación 

de los microorganismos dado que las diferencias de composición química están dirigidas por 

relaciones naturales o evolutivas. En particular, los ésteres metílicos de los ácidos grasos 

analizados mediante la cromatografía de gases proporcionan unos patrones cromatográficos 

característicos (Abel et al., 1963). Desde entonces, el método se ha ido utilizando cada vez 

más a la vez que se iban introduciendo nuevas mejoras técnicas en el mismo. Por ejemplo, la 

introducción por Moss de las columnas capilares de sílice fundida (Moss et al., 1980; Moss 

1981; Moss y Núñez-Montiel, 1982) permitió un aumento en la resolución y en la eficiencia de 

separación de los componentes pobremente resueltos como son los isómeros posicionales de 

ácidos con la misma longitud de cadena de carbonos. Muchas especies de bacterias 

contienen ácidos grasos ramificados, los cuales generalmente son de dos tipos: la forma iso, 

en la que un grupo metilo se localiza en el penúltimo átomo de carbono, y la forma anteiso, en 

la que el grupo metilo se sitúa en el antepenúltimo átomo de carbono. Con una columna 

capilar, las formas iso y anteiso se resuelven completamente. Otra mejora adicional en el 

protocolo de extracción de los ácidos grasos fue el lavado con hidróxido sódico para mejorar 

la detección de los hidroxiácidos, introducido por Miller (Miller, 1982). Por último, el protocolo 

de Sasser introduce algunas modificaciones en el proceso de derivatización y extracción de 

los ácidos grasos, siendo este método el más utilizado hoy en día (Sasser et al., 1984; 

Sasser, 1990a; Sasser, 1990b; Sasser, 1993; Yang et al., 1993a). 

 

El análisis de los ácidos grasos celulares totales se utiliza con mucha frecuencia en la 

caracterización de poblaciones de bacterias ya que es un método rápido y altamente 

automatizado que permite analizar muchas cepas en un primer cribado. Es importante 

determinar el nivel resolutivo de la técnica según el taxón que se investigue. Para algunos 

géneros, el análisis de ácidos grasos permite la diferenciación e identificación de especies 

individuales e incluso de subespecies, mientras que en otros casos hay especies diferentes 

que presentan perfiles de ácidos grasos idénticos. Las especies de un mismo género suelen 

tener los mismos ácidos grasos sencillos, aunque puede haber diferencias significativas en 

cuanto a las cantidades relativas de componentes individuales. Es importante reseñar 

nuevamente que la extracción de los ácidos grasos debe realizarse a partir de cepas 

cultivadas en condiciones estandarizadas para obtener resultados reproducibles, ya que 

dependiendo del taxón estudiado, la composición de los ácidos grasos puede ser muy 

sensible a la edad del cultivo. Por ejemplo, se ha visto en muchos casos que la fase 

logarítmica temprana de crecimiento es la fase menos recomendable para obtener unos 

perfiles reproducibles (Vauterin et al., 1996) 

 

Además del valor taxonómico que tiene por sí mismo el análisis de ácidos grasos, 

números estudios han demostrado que existe una gran correlación entre el análisis de ácidos 
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grasos y otros métodos de análisis muy utilizados para la identificación y caracterización de 

cepas. Por ejemplo, algunos estudios han demostrado que existe un claro paralelismo entre 

las relaciones de los microorganismos según sus patrones de ácidos grasos y las relaciones 

filogenéticas basadas en la similitud de secuencia del gen ribosomal 16S, siendo muy 

congruentes los resultados obtenidos de los análisis de clusters (Guckert et al., 1991; Kohring 

et al., 1994; Tighe et al., 2000). En el caso del género Streptomyces, los estudios de Lanoot y 

colaboradores, (2002) han demostrado que los resultados de FAMEs correlacionan bien con 

los obtenidos para el análisis de proteínas celulares totales mediante SDS-PAGE y que 

ambos métodos son coherentes con los agrupamientos basados en la homología de sus ADN. 

 

b.- Otros lípidos con aplicaciones taxonómicas. 

 

Los ácidos micólicos, 3- hidroxi ácidos grasos de alto peso molecular de cadena larga 

(20-90 carbonos), con una ramificación alquilo en la posición 2 (2-alquil-3-hidroxi ácidos 

grasos) están ampliamente distribuidos en miembros de los géneros Corynebacterium, 

Gordonia, Mycobacterium, Nocardia, Rhodococcus y Tsukamurella y pueden usarse con fines 

taxonómicos 

 

Los fosfolípidos están ampliamente distribuidos en actinomicetos y su presencia es útil en 

sistemática bacteriana. Lechevalier y colaboradores (1977), examinaron los fosfolípidos de los 

actinomicetos y los clasificaron en cinco grupos (PI, PII, PIII, PIV y PV), dependiendo de la 

presencia o ausencia de fosfatidilglicerol (PG), fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), 

fosfatidilmetiletanolamina (PME) y otros lípidos con glucosamina (GLU). 

 

Las quinonas isoprenoides están presentes en las membranas citoplasmáticas de la 

mayoría de procariotas jugando un papel importante en el transporte electrónico, la 

fosforilación oxidativa y, posiblemente, en el transporte activo. Se pueden distinguir dos 

grupos estructurales, las naftoquinonas y las benzoquinonas. Las primeras, a su vez, se 

pueden subdividir en filoquinonas y en menaquinonas. La gran variabilidad de las cadenas 

laterales puede utilizarse para caracterizar las bacterias a distintos niveles taxonómicos. Los 

actinomicetos contienen únicamente menaquinonas, con una gran variación entre taxones. La 

composición en quinonas isoprenoides es típica para cada género y por ello se utiliza como 

criterio de clasificación bacteriana. 

 

 

1.4.1.2. Análisis de los constituyentes de la pared celular. 

 

La determinación de la composición de la pared celular es un elemento esencial en la 

clasificación quimiotaxonómica de las bacterias gram-positivas al contener distintos tipos de 

péptidoglicano que puede ser específico de género o de especie. Entre los componentes de la 

pared celular se estudian los isómeros del ácido diaminopimélico, la composición de azúcares 

y los ácidos teicoicos. 
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a.- Isómeros del ácido diaminopimélico. 

 

En quimiotaxonomía existen dos parámetros claves en la identificación de los 

actinomicetos: el isómero del ácido diaminopimélico presente en la pared celular (Becker et 

al., 1965), y los azúcares de diagnóstico presentes en el hidrolizado de la célula entera 

(Lechevalier y Lechevalier, 1970). 

 

El péptidoglicano está formado por glicano, un polímero en el que se alternan unidades 

de N-acetilglucosamina y N-acetilmurámico y por un péptido que une la cadena de glicano. La 

variación del péptido proporciona una información taxonómica, especialmente en los 

actinomicetos. Por el contrario, el glicano del peptidoglicano no presenta tanta variación. El 

ácido 2,6-diaminopimélico (DAP) está ampliamente distribuido y las bacterias contienen 

generalmente sólo uno de los isómeros, la forma LL o la forma meso (DL). La determinación 

del tipo de isómero del DAP, a partir de células enteras, constituye una de las 

determinaciones clave en el análisis de la pared celular de bacterias gram positivas, ya que 

permite distinguir entre géneros que presentan meso-DAP y otros géneros, como 

Streptomyces, que contienen LL-DAP. 

 

b.- Composición de azúcares de células enteras. 

 

La composición en azúcares suele proporcionar una información útil para la clasificación 

e identificación de actinomicetos. La pared celular bacteriana contiene otros tipos de 

azúcares, además de la glucosamina y el ácido murámico del péptidoglicano. El patrón de 

azúcares obtenido a partir de células enteras divide a los actinomicetos que contienen meso-

DAP en cuatro tipos. El tipo A se caracteriza por la presencia de arabinosa y galactosa sin 

xilosa. El tipo B tiene madurosa y no presenta arabinosa ni xilosa. El tipo C no tiene azúcares 

característicos, mientras que en las cepas de tipo D se encuentran xilosa y arabinosa. La 

presencia de madurosa es un marcador importante para algunos géneros de actinomicetos, 

como por ejemplo los géneros Actinomadura, Streptosporangium y Microbispora (Lechevalier 

y Lechevalier, 1970) 

 

 

1.4.1.3. Análisis de proteínas celulares totales.  

 

Numerosos estudios han demostrado que una alta similitud del perfil de proteínas suele 

generalmente corresponder y ser indicativo de una alta homología de hibridación del ADN. 

Por tanto, una gran ventaja de esta técnica es que, una vez que dicha correlación se ha 

establecido para un determinado taxón, puede reemplazar, al menos en parte, a los 

experimentos de hibridación del ADN (Vauterin et al., 1992; Lanoot et al.,  2002). Como en el 

caso de los ácidos grasos, las cepas deben crecerse en condiciones altamente 

estandarizadas, permitiendo de este modo la comparación de los perfiles normalizados de 

proteínas y como consecuencia la creación de bases de datos para la identificación de cepas 

(Pot et al., 1994). Tradicionalmente, la comparación de los patrones de proteínas celulares 
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totales se ha realizado mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato 

sódico (SDS-PAGE) en condiciones altamente estandarizadas. 

 

Análisis mediante MALDI-TOF 

 

 Entre los análisis quimiotaxonómicos para la identificación de microorganismos está 

cobrando cada vez más importancia el análisis de los perfiles de proteínas mediante MALDI-

TOF, debido a la especificidad y el rápido análisis. Al contrario que los métodos basados en el 

ADN, la detección de los espectros de masas no requiere secuencias genómicas o de 

proteínas de referencia. Además, la espectrometría de masas MALDI-TOF aplicada en 

microbiología permite analizar diferentes biomarcadores en microorganismos intactos, 

convirtiéndose en una importante herramienta aplicada a las ciencias biológicas y al 

diagnóstico y sustituyendo muchos de los métodos convencionales para la clasificación e 

identificación de especies de bacterias (Claydon et al., 1996; Fenselau y Demirev, 2001; 

Bright et al., 2002). 

 

 La espectrometría de masas MALDI-TOF permite registrar iones biomarcadores en un 

amplio rango de m/z (lípidos, proteínas, ADN, ARN). Sin embargo, las proteínas proporcionan 

los biomarcadores más característicos de los microorganismos, utilizándose los de un rango 

de 4000-20000 Da para realizar el fingerprinting de microorganismos. En E.coli todas las 

proteínas proceden del interior de la célula y el 50% son proteínas ribosomales (Pineda et al., 

2003). 

  

 La técnica del MALDI-TOF requiere una pequeña muestra (<1 ul, una única colonia 

con un límite de detección de 103 células) depositada sobre una placa de análisis antes de la 

adición de la matriz y el análisis. Además, el láser asegura la desorción/ionización de sólo las 

proteínas intactas protonadas. La separación de las masas se realiza mediante el análisis de 

TOF que es un método rápido y el espectro de masas se realiza en su mayoría por la 

detección de iones positivos (Maier y Kostrzewa, 2007). 

 

 Los patrones de masas de proteínas (la señal y la intensidad de las masas) detectados 

por espectrometría de masas mediante MALDI-TOF pueden analizarse eficazmente en 

grandes n¼meros y alto procesamiento usando m®todos de ñclusteringò jer§rquicos en poco 

tiempo (Sauer et al., 2008; Petersen et al., 2009). En los espectros de masas obtenidos 

usando células enteras, lo habitual es detectar hasta 30 picos, predominantemente en el 

rango de masas moleculares de 4.000 a 13.000 Da. Se ha visto que este número de picos es 

suficiente para la identificación de bacterias a nivel de género y especie para muchos 

patógenos bacterianos presentes en alimentos u otros patógenos de importancia clínica, tales 

como Escherichia coli, Campylobacter, Salmonella, Pseudomonas, Yersinia, y Listeria (Smole 

et al., 2002; McElvania et al., 2013; Bal§ģov§ et al., 2014), así como cepas de Actinobacterias 

(Verroken et al., 2010; Hsueh et al., 2014) y para evaluar la diversidad de cepas ambientales 

(Dieckmann et al., 2005). 

  

Una plataforma comercial para la clasificación e identificación de microorganismos 

basada en el análisis de perfiles de proteínas por medio de la espectrometría de masas 
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MALDI-TOF es la desarrollada por Bruker Daltonics (MALDI-TOF/BiotyperTM). Esta plataforma 

analiza las muestras de forma automática e identifica los microorganismos por comparación 

de los perfiles de proteínas obtenidos con los de una base de datos que contiene más de 

5600 cepas con perfiles de referencia (Maier y Kostrzewa, 2007; Mellmann et al., 2008). 

 

 

1.4.2. Caracterización molecular. 

 

La taxonomía numérica ha sido el método más efectivo a la hora de establecer 

relaciones dentro de un mismo género. Sin embargo, la taxonomía basada en las propiedades 

químicas, morfológicas y fisiológicas dio como resultado la asignación de bacterias a grupos 

supragenéricos de los cuales se demostró posteriormente una composición heterogénea 

(Goodfellow, 1989). De hecho, fue sólo a partir de la introducción del análisis de ácidos 

nucleicos cuando la clasificación supragenérica fue posible. 

 

Los métodos moleculares están basados en el análisis de las moléculas de ADN o ARN. 

La clasificación basada en relaciones entre genes presenta una serie de ventajas como son la 

estabilidad del sistema de clasificación, su eficacia como sistema de identificación y la 

obtención de información útil que permite evaluar cómo han evolucionado varios grupos de 

bacterias y establecer sus relaciones filogenéticas. 

 

Las técnicas basadas en el genotipo, incluyen los experimentos de reasociación ADN-

ADN, esencial para establecer el grado de relación entre las distintas cepas, y la 

determinación de la similitud entre las secuencias de ARNr y ADNr 16S, que revelan el grado 

de variación de las secuencias entre cepas a todos los niveles taxonómicos. Estas dos 

técnicas son fundamentales para caracterizar una nueva especie. Además, la determinación 

de la proporción de las bases del ADN (porcentaje de moles de G+C) es otra de las técnicas 

genotípicas utilizadas más ampliamente. Una de las aproximaciones que ha adquirido más 

relevancia en la taxonomía procariota es el Multilocus Sequence Analysis (MLSA), técnica 

derivada del Multilocus Sequence Typing (MLST) (Maiden et al., 1998) utilizada primeramente 

para la caracterización de cepas en estudios epidemiológicos. 

 

 

1.4.2.1. Reasociación de los ácidos nucleicos. 

 

La hibridación de ADN, que estima la similitud de secuencias entre dos genomas 

completos diferentes, está reconocida como el método de referencia para establecer las 

relaciones  ñintra e interespec²ficasò. En general, de acuerdo con la definición de Wayne y 

colaboradores (1987) se asume que las bacterias que pertenecen a una misma especie 

presentan valores de homología superiores al 70%, aunque el nivel exacto por debajo del cual 

se considera que los organismos pertenecen a distintas especies es variable teniendo que ser 

concordantes con esta definición los caracteres fenotípicos. Los experimentos de 

reasociación de ADN han permitido aclarar las relaciones entre varios géneros bacterianos 

(Schleifer y Stackebrandt, 1983; Labeda, 1992). 
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Las técnicas de hibridación presentan importantes desventajas y limitaciones porque 

son laboriosas y requieren grandes cantidades de ADN. Además, los datos de hibridación del 

ADN obtenidos en diferentes laboratorios no siempre correlacionan bien, debido en parte a la 

utilización de diferentes métodos con distintos resultados, con lo que no se puede establecer 

una base de datos en la que se puedan ir acumulando los datos de DDH (Stackebrandt y 

Ebers, 2006; Rosselló-Móra, 2006). Además, la experiencia ha demostrado que existen serias 

dificultades a la hora de aplicar la regla del 70% de hibridación del ADN (Ursing et al., 1995; 

Ramasamy et al., 2014). 

 

En consecuencia, debido a las limitaciones y problemas que presenta la DDH, y 

teniendo en cuenta los avances en la secuenciación de genomas, se están evaluando otros 

métodos más sencillos y fiables que puedan utilizarse alternativamente (Stackebrandt et al., 

2002; Gevers et al., 2005; Ramasamy et al., 2014). 

 

Se han propuesto numerosas alternativas que sustituyan a la DDH como el ñpatr·n de 

oroò para delimitar las especies de procariotas, muchas de ellas basadas en los datos de la 

secuenciación completa de genomas. Entre éstas, se incluyen la identidad nucleotídica media 

(ANI) (Konstantinidis y Tiedje, 2005; Konstantinidis et al., 2006), la distancia filogenética del 

genoma BLAST (GBDP) (Henz et al., 2005) y el máximo índice de coincidencia única (MUMi) 

(Deloger et al., 2009). De estos, ANI es el que se ha utilizado más frecuentemente en lugar de 

la DDH para delimitar las especies ya que ANI representa una media de los valores de 

identidad/similitud entre regiones genómicas homólogas compartidas por dos genomas. En 

general, se acepta que valores de ANI del 95ï96% equivalen al punto de corte del 70% de la 

DDH y que puede, por tanto, utilizarse para delimitar las especies (Konstantinidis y Tiedje, 

2005; Konstantinidis et al., 2006; Rosselló-Móra, 2006; Goris et al., 2007; Konstantinidis y 

Tiedje, 2007; Richter y Rosselló-Móra, 2009; Chun y Rainey, 2014; Kim et al., 2014; 

Ramasamy et al., 2014).  

 

 

1.4.2.2. Análisis del ARN ribosomal. 

 

El principal punto de inflexión en la determinación de la evolución y filogenia de los 

procariotas llegó con la introducción de las técnicas de secuenciación del ARN ribosomal 

(ARNr). La utilización de las subunidades grandes del ARNr como fuentes tanto para la 

delineación de relaciones filogenéticas como para la identificación de taxones supuso una 

revolución dentro de la microbiología. El gen 16S ARNr es un marcador molecular eficaz con 

fines taxonómicos al ser universal, funcionalmente estable, altamente conservado y sujeto con 

poca frecuencia a tranferencia génica horizontal  (TGH) (Fox et al., 1980; Woese et al., 1985; 

Fox y Stackebrandt, 1987; Embley y Stackebrandt, 1994). Todas estas características hacen 

que este gen se haya utilizado en el análisis comparativo de especies bacterianas haciendo 

que la filogenia basada en el ARNr sea representativa de la verdadera filogenia del organismo 

puesto que los cambios ñno cronom®tricosò de secuencia, es decir, aquellos que son 

seleccionados y distorsionan el análisis filogenético, ocurren muy rara vez. Esto hace del 

ARNr un cronómetro molecular particularmente preciso (Woese et al., 1985 y 1987; Hillis y 

Dixon, 1991) 
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Sin embargo, el gen 16S ARNr también presenta algunas limitaciones como marcador 

taxonómico como son: (i) su alto grado de conservación en algunos géneros; (ii) la presencia 

de variaciones nucleotídicas entre las distintos operones presentes en un mismo genoma 

(Rainey et al., 1996; Acinas et al., 2004) y (iii) la posibilidad de que los genes 16S rRNA se 

hayan adquirido por TGH que puedan distorsionar las relaciones entre taxones en los árboles 

filogenéticos (Jain et al., 1999). 

 

A pesar de que se trata de moléculas altamente conservadas, la secuencia del gen 16S 

ADNr contiene seis regiones variables en las posiciones nucleotídicas 170-230, 430-580, 560-

640, 790-830, 960-1020 y 1090-1130 del gen 16S ADNr de Streptomyces ambofaciens 

(Pernodet et al., 1989). Tres de estas secuencias corresponden a las regiones Ŭ, ɓ y ɔ 

descritas para el género Streptomyces (posiciones 170-230, 960-1020 y 1090-1120, 

respectivamente) (Stackebrandt et al., 1991; Stackebrandt et al., 1992). Estas regiones 

variables son útiles para el diseño de sondas específicas que pueden ser utilizadas para 

diferenciar géneros, especies e incluso subespecies. Debido a estas propiedades y al hecho 

de ser el gen que ha evolucionado más lentamente, el gen del ARNr 16S se ha establecido 

como elemento de referencia para identificar especies, géneros y familias de bacterias (Fox et 

al., 1977; Amman et al., 1995; Mehling et al., 1995a). 

 

No obtante, la igualdad de las secuencias del ARNr 16S puede no implicar 

necesariamente la igualdad de las especies. Por lo tanto, si bien las secuencias del ARNr 16S 

pueden ser utilizadas rutinariamente para distinguir y establecer relaciones entre géneros y 

especies bien definidas, en el caso de especies cuya divergencia es muy reciente estas 

diferencias puede que no sean reconocidas (Fox et al., 1992). 

 

 

1.4.2.3. Secuenciación del gen ribosomal 16S. 

 

Los genes ARNr desempeñan una función vital para la célula y se considera que la 

evolución de esta región puede reflejar la evolución del organismo (Fox et al., 1977; Woese, 

1992). Por otra parte, está perfectamente documentado que las relaciones filogenéticas entre 

los organismos pueden inferirse a partir de la comparación de las secuencias de las 

moléculas de ARNr y de algunas de sus características firma. El hecho de que existan 

secuencias universales en la molécula de ARNr bacteriana nos permite clasificar organismos 

no-cultivados y realizar identificaciones filogenéticas y la detección in situ de células 

individuales sin ser cultivadas. 

 

Stackebrandt y Goebel (1994) demostraron que, en general, aquellos organismos que 

tienen más del 97% de similitud del gen 16S ARNr pueden pertenecer a la misma especie y 

que la resolución del análisis de secuencia del 16S ARNr entre organismos muy cercanos es 

generalmente baja. Aunque no hay un punto de corte para identificar una especie según su 

valor de similitud del 16S ARNr, hay que decir que los organismos que presentan una similitud 

de secuencia menor del 97% 16S ARNr no tendrán una hibridación del ADN de más del 60%, 

independientemente del método de hibridación que se use. Así pues, el análisis de secuencia 
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del ARNr puede reemplazar a los estudios de hibridación de ADN como parte de la 

descripción de nuevas especies, siempre y cuando la similitud de secuencia sea menor del 

97%. De hecho, cuando se propone una nueva especie, está generalmente aceptado que 

sólo es preciso realizar la DDH en aquellas parejas de cepas que tengan más de un 97% de 

similitud en la secuencia del gen 16S ARNr (Tindall et al., 2010). 

 

El valor de similitud de secuencia del gen 16S ARNr del 97% se ha usado como punto 

de corte para establecer nuevas especies (Stackebrandt y Goebel, 1994). Sin embargo, en 

muchos casos es difícil diferenciar dos species usando sólo las secuencias del gen 16S 

ARNr, puesto que muchas especies presentan un alto grado de similitud, a veces mayor del 

99%, aunque están claramente separadas por los valores de hibridación (Rosselló-Móra y 

Amann, 2001). Por este motivo, Stackebrandt y Ebers (2006) propusieron elevar este valor al 

98,7-99,0% de similitud de secuencia como nuevo punto de corte. En un trabajo más reciente, 

Meier-Kolthoff y colaboradores (2014), han propuesto un rango similar como punto de corte 

del 98,2ï99,0%. Recientemente, Kim y colaboradores (2014) han propuesto un nuevo punto 

de corte del 98,65% como valor de similitud de secuencia del gen 16S ARNr para reconocer 

nuevas especies, basándose en un amplio estudio entre valores de ANI y de similitud del gen 

16S ARNr. 

 

 

1.4.2.4. Análisis filogenético. 

 

La filogenia basada en el análisis de los genes 16S y 23S ARNr ha llevado a la 

construcción de árboles filogenéticos que ilustran la relación evolutiva entre diferentes 

organismos, dando como resultando la división de todas las formas de vida en tres dominios 

principales: Arquea, Bacteria y Eucaria (Fox et al., 1980; Woese et al., 1985; Fox y 

Stackebrandt, 1987; Woese, 1987; Woese et al., 1990; Embley y Stackebrandt, 1994; 

Stackebrandt y Goebel, 1994; Stackebrandt y Ebers, 2006). Las cepas que muestran valores 

por encima del punto de corte del 70% de hibridación ADN-ADN se considera que pertenecen 

a la misma especie (Wayne et al., 1987) y este punto de corte es equivalente a un valor de 

similitud del gen 16S ARNr (Stackebrandt y Goebel, 1994) del 97%. Este punto de corte 

puede usarse para determinar si dos cepas no pertenecen a la misma especie, pero no puede 

usarse como la única característica para definir una especie. En cualquier caso, para tener 

una identificación fiable son necesarios tanto el análisis filogenético como los análisis 

fisiológicos. 

 

Actualmente la definición de un nuevo género o especie requiere la obtención de la 

secuencia del ADNr 16S completa, el alineamiento de dicha secuencia con secuencias de 

referencia obtenidas de bases de datos con especies válidamente descritas, como son 

EzTaxon (Kim et al., 2012) o la de Ribosomal Database Project (Cole et al., 2009) y la 

determinación de las relaciones filogenéticas (Tindall et al., 2010). 

 

En este sentido, es muy importante saber que el orden de ramificación en los árboles 

filogenéticos depende no solo de diferencias en la composición de las bases, el tiempo de 

evolución, distintas tasas de evolución en diferentes regiones de los genes ARNr, sino 
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también en el número de organismos y en la selección de las cepas de referencia usadas. Por 

tanto, lo mejor es incluir una amplia selección de organismos de referencia tanto 

aparentemente relacionados como no relacionados. También es necesario determinar el 

grado de significación de las ramificaciones en un árbol filogenético mediante el análisis de 

bootstrap. Adicionalmente a todas las variables consideradas anteriormente, hay que tener en 

cuenta que los árboles filogenéticos pueden ser sensibles a los algoritmos elegidos para 

construir el árbol, y que las cepas pueden recolocarse en el árbol en función del algoritmo 

empleado, según se base en matrices de distancias (Jukes y Cantor, 1969; Kimura, 1980; 

Tajima y Nei, 1984) o en datos de caracteres discretos, como Máxima parsimonia (Edwards y 

Cavalli-Sforza, 1965) o Máxima verosimilitud (Felsenstein, 1973 y 1981). 

 

 

1.4.2.5. Análisis multigénico (MLSA). 

 

Con el fin de compensar el bajo poder de resolución que presenta el gen 16S ARNr para 

distinguir cepas de la misma especie o incluso entre especies del mismo género, se ha 

examinado de forma complementaria, el potencial de otras secuencias génicas conservadas 

que codifican proteínas como relojes microbiológicos y su utilidad en estudios filogenéticos. 

Se ha visto que los denominados genes housekeeping también pueden ser utilizados para 

establecer las relaciones filogenéticas de los microorganismos. Algunos de los genes más 

utilizados son la subunidad beta de la ADN girasa (gyrB), el factor ů70 de la ARN polimerasa 

(rpoD), la subunidad beta de la ATP sintetasa (atpD), proteínas de recombinación (recA y 

recN), los factores de elongación EF-G (fusA), etc. (Ludwig et al., 1998; Ludwig y Schleifer, 

1999; Zeigler, 2003). Estos genes alternativos deben cumplir también que estén 

universalmente distribuidos entre las bacterias, que sus genes no se transmitan 

horizontalmente y que su tasa de evolución molecular sea comparable o algo superior a la del 

16S ADNr. La tasa de evolución de estos genes en el genoma está relacionada con la función 

celular que presentan sus productos génicos, de manera que según el nivel de resolución al 

que se quiere llegar se debe utilizar un gen u otro. 

 

En la actualidad se están imponiendo los estudios multigénicos o MLSA que consisten 

en el análisis de secuencia de dos o más genes concatenados. Este análisis se está 

proponiendo como la herramienta alternativa que permite delimitar una especie procariota 

desde un punto de vista genómico y filogenético dado que tiene un alto poder de resolución 

para distinguir entre cepas estrechamente relacionadas. Las ventajas con respecto al análisis 

de un único gen son: (i) al incluir varios genes, la cantidad de nucleótidos analizados es 

mayor y en principio el poder de resolución aumenta; (ii) se pueden seleccionar genes con 

una determinada tasa de evolución en base al poder de resolución al que se quiere llegar; (iii) 

en caso de que algún gen seleccionado haya sufrido transferencia génica horizontal, el efecto 

de éste en el cladograma resultante puede quedar amortiguado por el resto de genes 

concatenados, mostrándose por tanto las relaciones filogenéticas de los microorganismos 

(Pascual, 2010). No obstante, para poder validar esta aproximación es necesario realizar 

estudios de correlación entre la similitud de las secuencias génicas concatenadas y los 

valores de similitud genómica obtenidos mediante hibridación DNA-DNA o genomas 

secuenciados. 
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Otras ventajas que tiene el MLSA respecto a otras técnicas como la hibridación DNA-

DNA, es su bajo coste, reproducibilidad intra- e interlaboratorio, la capacidad de establecer las 

relaciones filogenéticas de una manera más precisa y el poder almacenar la información en 

bases de datos. La tecnología de la secuenciación es rápida y reproducible. No obstante, el 

principal problema que existe hasta la fecha a la hora de aplicar el MLSA en la definición de 

especie procariota es encontrar la combinación de genes que se pueda aplicar en todos los 

grupos taxonómicos, pues los genes que correlacionan bien la información genómica en unos 

grupos taxonómicos pueden no hacerlo en otros. Por ello, los genes que deben ser utilizados 

en los estudios de MLSA nunca serán los mismos para todos los taxones. Son muchos los 

estudios que se han realizado en grupos taxonómicos concretos, pero escasos aquellos que 

han incluido una gran diversidad de grupos taxonómicos diferentes (Whitaker et al., 2003; 

Rademaker et al., 2007; Lang et al., 2013). En el caso de actinomicetos, los trabajos de 

Huang y colaboradores, han demostrado que el análisis filogenético basado en MLSA, 

utilizando 6 genes housekeeping (atpD, gyrB, recA, rpoB, trpB y 16S rRNA) es más preciso y 

consistente para delimitar las especies dentro del género Streptomyces (Guo et al., 2008; 

Rong, X. y Huang, Y., 2010 y 2012; Rong et al., 2010). 

 

 

1.4.2.6. Secuenciación de genomas. 

 

En la actualidad, están disponibles más de 6000 genomas de procariotas en bases 

de datos públicas (National Center for Biotechnology Information 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome), European Molecular Biology Laboratory 

(http://www.ebi.ac.uk/genomes/) and Genomes Online Database 

(http://www.genomesonline.org)) (Ramasamy et al., 2014). 

 

Los avances tecnológicos de secuenciación han dado lugar a una nueva generación 

denominada Next-Generation Sequencing (NGS) que ha aportado una aproximación rápida y 

con una relación coste/beneficio elevada para obtener secuencias de todo el genoma de 

cepas de microorganismos. Las plataformas de NGS se basan en distintas tecnologías como 

pirosecuenciación (sistema de secuenciación de Roche 454) o la secuenciación por síntesis 

basada en amplificación cruzada y terminadores reversibles (Illumina) (Bentley, 2006). En la 

actualidad, existe una tercera generación de tecnologías de secuenciación como son la de 

Pacific Biosciences, que permite la secuenciación de una única molécula en la que no se 

precisa una amplificación previa o la tecnología de Ion Torrents (Life Technologies). En 

general, la precisión de secuenciación de las plataformas NGS es superior al 99% aunque 

para ello se precisan al menos 30 lecturas de cada región para poder ensamblar los contigs 

individuales (Chun y Rainey, 2014) 

 

La secuenciación de genomas, permite además tener información precisa del contenido 

en G+C del microorganismo. A partir de la información generada por la secuencia completa 

del genoma, se han desarrollado diversos pará metros que permitan discriminar entre 

especies. Entre otros, están el máximo índice de coincidencia única (MUMi) que es un índice 

de distancia genómica basodo en la parte conservada del ADN y la proporción del ADN que 

comparten dos genomas  (Deloger et al., 2009), la regresión tetranucleotídica, que cuantifica 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome
http://www.ebi.ac.uk/genomes/
http://www.genomesonline.org)/
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las diferencias entre los valores de frecuencia observados y esperados de todas las 256 

combinaciones de tetranucleótidos posibles (Richter y Rosselló-Móra, 2009), la comparación 

completa entre genomas mediante la identificación por BLAST de todos los emparejamientos 

con mayor índice (Auch et al., 2010), la distancia filogenética del genoma BLAST (GBDP) 

(Henz et al., 2005). Algunos de estos parámetros, como hemos comentado anteriormente, se 

han postulado como sustitutos del análisis de DDH. 

 

 

1.5. Estimación de la diversidad de las cepas aisladas: índices de diversidad. 

 

Como ya hemos comentado con anterioridad, los criterios taxonómicos más 

ampliamente aceptados para delimitar el nivel al cual podemos definir una especie bacteriana 

son el valor de más del 70% de homología en la reasociación ADN-ADN y el valor de más del 

97% de homología en la secuencia del gen ribosomal 16S. Sin embargo, ya que los métodos 

de reasociación ADN-ADN son complejos y muy laboriosos, el número de cepas a las que se 

puede aplicar en la práctica es muy limitado, lo cual condiciona enormemente los estudios 

sobre la diversidad de una población microbiana, en donde debe analizarse un gran número 

de cepas. Debido a ello, se han desarrollado numerosas técnicas basadas en patrones de 

amplificación mediante PCR que, si bien no reemplazan los métodos de reasociación ADN-

ADN, sí que pueden proporcionar información equivalente y resultados comparables a los de 

esta técnica. Algunas de las técnicas que han demostrado ser altamente discriminatorias para 

determinar la diversidad taxonómica y las relaciones filogenéticas de las poblaciones 

bacterianas son los métodos de rep-PCR, aunque estas técnicas discriminan a distinto nivel 

taxonómico y proporcionan distinta información dependiendo del grupo taxonómico que se 

trate. Por esta razón, y con el fin de asegurar que cualquier método que se emplee para 

caracterizar una población bacteriana es suficientemente eficaz, éste debe cumplir las 

siguientes características: 1) que permita caracterizar el mayor número posible de cepas 

dentro de una población, 2) que sea reproducible y consistente y 3) que tenga un alto poder 

de discriminación. Las dos primeras características son relativamente fáciles de cuantificar y a 

menudo se expresan simplemente como porcentajes. La tercera característica, el poder de 

discriminación, es la capacidad de un método de caracterización para distinguir entre cepas 

no relacionadas y viene determinado por el número de diferentes tipos definidos por el 

método empleado y las frecuencias relativas de dichos tipos.  

 

Una forma sencilla de medir o estimar la diversidad de un conjunto de cepas como 

resultado de la aplicación de un método de caracterización determinado es calculando en 

primer lugar la riqueza (S) que es el número total de OTUs en una muestra y luego ver si 

existen diferencias significativas en el número de cepas presentes en cada categoría, cluster 

u OTU. De esta forma, podemos calcular la cantidad media esperada para cada categoría 

(Ne) estimada como el número total de cepas dividido por el número de categorías, Ne= N/n 

siendo N el número total de cepas y n el número de categorías. 

 

En general, para estudiar la diversidad de cepas presente en una población, hay que 

tener en cuenta que en la mayoría de las poblaciones muestreadas, unas pocas especies 

(OTUs) son abundantes, mientras que la mayoría son raras y están representadas por una o 
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dos cepas, generando una larga cola en las gráficas en las que se representan las especies 

(OTUs) ordenadas por su abundancia (Hughes et al., 2001) 

 

Con el fin de poder estimar y comparar la riqueza de especies presentes en una 

población, así como la comparación entre los métodos de caracterización de cepas, se han 

desarrollado numerosas aproximaciones estadísticas como las curvas de rarefacción o los 

estimadores de la riqueza. Entre estos últimos tenemos la extrapolación a partir de curvas de 

acumulación de especies, los estimadores paramétricos y los estimadores no-paramétricos. 

Estos últimos están siendo muy empleados en estudios de diversidad microbiana y se basan 

en la proporción de especies que se han observado con anterioridad en una población frente 

a aquéllas que sólo se han observado una sola vez, ya que en una comunidad muy diversa, la 

probabilidad de que una especie se observe más de una vez es muy baja, dado que la 

mayoría de las especies estarán representadas por un único individuo dentro de la muestra 

(Tom et al., 2003). 

 

Cualquiera que sea el método que se emplee para definir una OTU, se requieren 

medidas apropiadas para describir y comparar las comunidades microbianas con elevada 

diversidad (Hill et al., 2003). Hunter y Gaston (1988) propusieron emplear un único índice 

numérico de discriminación (D) basado en la probabilidad de que dos cepas no relacionadas 

tomadas de la población estudiada se situaran en diferentes grupos de los tipos definidos. 

Esta probabilidad puede calcularse mediante el índice de diversidad de Simpson, desarrollado 

para la descripción de la diversidad de especies dentro de un hábitat ecológico (Simpson, 

1949). Así pues, este índice puede aplicarse para comparar directamente el poder de 

discriminación de diferentes métodos de caracterización. Además, es muy recomendable que 

cuando se desarrolla un método de caracterización o cuando se aplica por primera vez a otros 

grupos taxonómicos, debe tratarse de que el poder de discriminación sea lo más alto posible. 

El nivel de discriminación que se puede considerar aceptable dependerá de diversos factores, 

pero en cualquier caso es deseable que este índice sea mayor de 0,90 si queremos que los 

resultados de la caracterización se puedan interpretar con confianza. El índice de 

discriminación empleado por Hunter y Gaston se ha usado ampliamente para comparar el 

poder de discriminación de los métodos de caracterización y la determinación del mismo se 

recomienda actualmente para la evaluación de los métodos de caracterización (Burucoa et al., 

1999).  

 

Además del índice de diversidad de Simpson, existen otros muchos índices de 

diversidad descritos en la bibliografía. Los índices de diversidad están formados por dos 

componentes: el número o riqueza de especies, y el equilibrio o uniformidad en la distribución 

de las cepas entre las distintas categorías, es decir, la abundancia de cada especie (Ludwig y 

Reynolds, 1988; Krebs, 1989).  

 

Otro de los índices más ampliamente utilizado es el índice de diversidad de Shannon 

(Hô) o de Shannon-Weiner que tiene en cuenta dos aspectos de la diversidad, la riqueza de 

las especies y la uniformidad de la distribución del número de individuos de cada especie. 

Este ²ndice Hô tiene un valor de 0 si solo hay una especie, y alcanza su valor máximo si todas 
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la especies del conjunto están representadas por un número igual de individuos (Zak y Willig, 

2004). En la mayor²a de los ecosistemas naturales Hô var²a entre 1 y 5.  

 

El índice de Shannon da un peso moderado a las especies raras e intermedias en 

comparación con las especies dominantes, haciendo este índice más sensible a cambios en 

la abundancia de especies raras que otros índices de diversidad. Conviene recordar que Hô es 

una medida y no la probabilidad de predecir la identidad de la siguiente cepa bacteriana. 

Además, el valor de Hô depende del grado de resolución utilizado para definir una OTU, 

obteniéndose generalmente los valores más altos cuando se emplea la secuenciación. 

 

Hô está en una situación intermedia entre S (riqueza) y D (índice de Simpson) en cuanto 

al peso dado a las OTUs raras o abundantes. S da mucho peso a las OTUs raras mientras 

que D da mucho peso a las OTUs abundantes. Sin embargo, Hô da un peso más moderado y 

amplio a OTUs raras y con abundancia intermedia con respecto a las dominantes. De esta 

forma Hô es un índice que es más sensible a los cambios en la abundancia de los grupos 

raros. 

 

 

1.6. Técnicas moleculares y fenotípicas aplicadas al estudio de la diversidad de las 

       cepas aisladas. 

 

 

1.6.1. Caracterización basada en perfiles de amplificación por PCR: 

 ADN fingerprinting. 

 

El fingerprinting o caracterización de cepas en base a la obtención de diversos perfiles 

de amplificación y/o restricción puede llevarse a cabo mediante diferentes herramientas con 

alto poder discriminatorio y que puedan ser capaces de diferenciar claramente entre cepas no 

relacionadas y al mismo tiempo estimar la relación entre los organismos. El poder 

discriminatorio se expresa cuantitativamente con el índice de diversidad de Simpson 

(Simpson, 1949; Hunter y Gaston, 1988). Este índice es una medida de la probabilidad de que 

un método asigne un tipo diferente a dos cepas no relacionadas muestreadas al azar y debe 

generar un valor mayor de 0,95 (Blanc et al., 1998). En este sentido los métodos moleculares 

pueden diferir ampliamente en su capacidad para diferenciar cepas. Otro de los requisitos que 

deben cumplir estos métodos de caracterización de cepas es la reproducibilidad, que permite 

la construcción de bases de datos de referencia (Olive y Bean, 1999). Un tercer requisito que 

deben tener los métodos de fingerprinting es la capacidad de caracterización o de tipado que 

mide el número de microorganismos que pueden caracterizarse con un método determinado y 

se expresa cuantitativamente mediante el porcentaje de cepas caracterizables. Un buen 

método de caracterización genómica debe ser capaz de caracterizar todas las cepas 

estudiadas (Burucoa et al., 1999). 

 

Muchas de las técnicas moleculares de caracterización se basan en la separación 

electroforética de fragmentos de ADN de diferente longitud, dando como resultado un patrón 

de bandas en un gel. Aunque un método de caracterización determinado pueda tener un alto 
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poder de discriminación y una buena reproducibilidad, la complejidad del proceso y la 

interpretación de los resultados así como el coste que conlleva el implementar y luego realizar 

el análisis puede estar alejado de las posibilidades reales de un laboratorio. Por tanto, la 

elección de un método de caracterización molecular depende de las necesidades, del nivel de 

capacidad técnica y de los recursos del laboratorio. Métodos tales como la PCR específica de 

locus, el análisis de RAPD y la rep-PCR son parecidos en sus procedimientos y son 

generalmente los más fáciles de implementar. Otro criterio que hay que considerar es la 

capacidad de un método para permitir el análisis de un gran número de muestras. Si se 

requiere un alto procesamiento de muestras, lo más adecuado es utilizar técnicas sencillas 

con un alto poder de discriminación y un bajo coste tales como la rep-PCR. 

 

Los métodos de caracterización del ADN basados en la PCR (Mullis y Faloona, 1987) 

son de gran interés porque son universalmente aplicables, son sencillos y rápidos. Diferentes 

aplicaciones de esta técnica permiten la observación de polimorfismos genéticos entre 

organismos y dependiendo de las condiciones de cada experimento se puede obtener la 

amplificación específica o inespecífica de fragmentos de ADN (Giovannoni, 1991, Anzai et al., 

1994; Hirsch y Sigmund, 1995; Novella et al., 1996). Dentro de la metodología de la PCR se 

han diseñado varias técnicas que bien hacen uso de cebadores específicos de secuencia o 

bien cebadores con secuencias arbitrarias. Entre estas últimas técnicas cabe destacar la 

(Arbitrary Primed PCR) (Welsh y McClelland, 1990) y RAPD (Williams et al., 1990). 

Alternativamente, pueden usarse cebadores que son secuencias consenso complementarias 

a fragmentos de elementos repetitivos dispersos a lo largo de todo el genoma tanto de 

bacterias gram-positivas como de gram-negativas (Versalovic et al., 1991; Lupski y 

Weinstock, 1992) o bien de fragmentos de genes codificantes de los ARNt (Welsh y 

McClelland, 1991; Welsh y McClelland, 1992). Este último método de PCR permite diferenciar 

tanto a nivel de especie como de intraespecie según lo restrictivas que sean las condiciones 

de la PCR. También se han descrito métodos que permiten amplificar los genes ADNr 

empleando cebadores universales para estos genes, basándose esta técnica en el hecho de 

que los polimorfismos exitentes entre los diversos operones de los ARNr generan una 

colección de fragmentos de ADN con diferentes longitudes (Jensen et al., 1993).  

 

 

Tabla 3: Métodos de caracterización genotípica según su capacidad para distinguir 

 géneros/especies o subespecies/cepas (Versalovic et al., 1998a) 

 

 

GÉNEROS/ESPECIES   SUBESPECIES/CEPAS 

Ribotipado     ARDRA 

ARNt-PCR     RFLP del cromosoma 

IGS-PCR     Secuenciación de la región IGS 

Secuenciación del gen 16S ARNr  RFLP de los plásmidos 

       PFGE 

       RAPD 

       Rep-PCR 
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1.6.1.1.   Polimorfismos de longitud de las regiones espaciadoras de los genes 16S-23S: 

     IGS-PCR. 

 

En procariotas, las regiones espaciadoras que separan los loci de los ARNr 16S, 23S y 

5S tienen un alto grado de variación tanto en su secuencia como en su longitud entre los 

distintos géneros y especies. Dentro de un mismo genoma hay con frecuencia múltiples 

operones de ARNr (de 1 a 14 copias) y a su vez, las regiones espaciadoras dentro de estos 

loci también presentan un significativo grado de variación en longitud y en secuencia. Gracias 

a esto, Jensen y colaboradores (1993) diseñaron una pareja de cebadores (G1/L1) y 

condiciones de PCR para amplificar las regiones espaciadoras de los genes 16S y 23S en los 

loci de ARNr de procariotas, dando lugar al análisis de IGS-PCR. Las regiones IGS entre los 

genes 16S y 23S ARNr pueden incluir varios genes ARNt y regiones no codificantes que al 

estar bajo una menor presión selectiva y por tanto son más variables que los propios genes 

16S y 23S ARNr. Al utilizar la pareja de cebadores universales G1/L1, la caracterización de 

bacterias basada en el IGS se debe al número y longitud de los productos de amplificación de 

la PCR. La presencia de más de una banda en una única cepa bacteriana es el resultado de 

la amplificación de las distintas regiones de longitud variable dentro de cada operón 

ribosomal. De hecho, la variabilidad entre operones dentro de un genoma con múltiples 

operones de ADNr puede ser tan grande como la variabilidad entre cepas estrechamente 

relacionadas (Louws et al., 1999). Esta técnica se ha utilizado ampliamente con éxito para 

distinguir entre cepas de una misma especie en numerosos grupos bacterianos, incluidos los 

actinomicetos (Hirsch y Sigmund, 1995; Nagpal et al., 1998; Roth et al., 1998; Boyer et al., 

2001). La región espaciadora IGS también se ha utilizado para diseñar sondas específicas 

para la detección de determinados grupos de eubacterias (Barry et al., 1991) 

 

 

1.6.1.2.  Amplificación de los espacios intergénicos de los genes para tRNA  

   (tADN-PCR). 

 

Esta técnica fue descrita por Welsh y McClelland (Welsh y McClelland, 1991; Welsh y 

McClelland, 1992) como otro método de fingerprinting basado en PCR para la detección de 

polimorfismos genéticos. La metodología de ADNt-PCR se basa en la conservación de los 

genes del ARN de transferencia (ARNt), los cuales frecuentemente se localizan en la región 

IGS entre los genes 16S y 23S ARNr, o en el extremo distal del gen 5S ARNr de las bacterias 

y en el análisis por PCR de los polimorfismos de longitud de los espaciadores intergénicos 

que se sitúan entre los genes ARNt (Maes et al., 1997). La pareja de cebadores T5A/T3B son 

complementarias a las secuencias de los ARNt y permiten la amplificación de la región 

existente entre dos genes ARNt adyacentes, generando así unos perfiles de productos de 

amplificación de diferente tamaño que son específicos de género o de especie (Louws et al., 

1999). 

 

La técnica de ADNt-PCR se ha aplicado para la diferenciación de especies de 

estreptococos, especies de Acinetobacter, estafilococos y especies de Listeria (Wiedmann-al-
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ahmad et al., 1994; Ehrenstein et al., 1996; Maes et al., 1997; Baele, et al., 2000) o de 

actinomicetos (Hirsch y Sigmund, 1995). 

 

 

1.6.1.3.  Amplificación de secuencias genómicas repetidas (rep-PCR). 

 

Entre los métodos basados en la generación de perfiles de amplificación mediante PCR, 

el denominado rep-PCR ha demostrado ser extremadamente reproducible, rápido y altamente 

discriminatorio (Versalovic et al., 1991; Woods et al., 1993; Versalovic et al., 1994; Louws et 

al., 1995; Versalovic et al., 1998; Versalovic y Lupski, 1998). El fundamento de la técnica de 

rep-PCR se basa en que existen varias familias de secuencias repetitivas repartidas a lo largo 

de todo el genoma en diversas especies de bacterias que separan secuencias de copia única 

más largas (Lupski y Weinstock, 1992). La función de tales secuencias no es bien conocida 

aunque se ha postulado que pueden ser importantes en la organización cromosómica, la 

expresión génica, la estabilidad del ARNm o en interacciones ADN-proteína. Estas 

secuencias son muy útiles para caracterizar la estructura del genoma mediante un 

fingerprinting genómico (Louws et al., 1995). Estos elementos son no-codificantes y están 

presentes en un alto número de copias en relación con los elementos repetidos de mayor 

tamaño que contienen secuencias codificantes. Tales elementos se han detectado tanto en 

bacterias Gram-negativas como en Gram-positivas, incluyendo varios géneros diferentes.  

 

Se ha visto que estas secuencias repetitivas pueden usarse como sitios de unión de 

cebadores oligonucleotídicos para producir perfiles de amplificación del genoma epecíficos 

mediante la reacción en cadena de la polimerasa. Esta técnica, denominada en general rep-

PCR (Woods et al., 1993), se basa en la observación de que estos cebadores, 

complementarios a dichas secuencias repetitivas y orientados de forma enfrentada, permiten 

la amplificación de fragmentos de ADN de diferente tamaño que contienen las secuencias 

existentes entre estos elementos repetitivos. Estos múltiples amplicones de diferente tamaño 

son separados mediante electroforesis y permiten así establecer perfiles de ADN específicos 

de cepas bacterianas individuales. Varios de estos elementos repetitivos están conservados 

en diversos géneros de bacterias y como consecuencia, permiten que una sola pareja de 

cebadores se pueda usar para obtener perfiles de amplificación de muchos microorganismos 

diferentes permitiendo la discriminación entre diversas cepas y especies de bacterias 

(Versalovic et al., 1994). 

 

Dado que la mayoría de los elementos repetitivos usados para el análisis de rep-PCR 

son secuencias palindrómicas, los cebadores deben corresponder a alguna de las mitades del 

palíndromo de tal forma que la estructura secundaria interna no imposibilite una amplificación 

efectiva. Los cebadores deben estar orientados hacia el exterior del elemento repetitivo y 

amplificar el ADN que existe entre elementos repetitivos consecutivos. Si los elementos son 

unidades perfectamente palindrómicas, entonces una única pareja de cebadores orientada 

hacia el exterior del centro del palíndromo puede generar los perfiles de amplificación. Si las 

repeticiones se distribuyen en el genoma en orientación invertida, entonces un único cebador 

puede ser suficiente para producir los patrones de amplificación. (Versalovic et al., 1994). 
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Algunas de las ventajas clave de la rep-PCR son su rapidez y reproducibilidad. En 

cuanto a su sensibilidad, se ha visto que la rep-PCR es más útil cuando se quiere distinguir 

entre cepas o subespecies (Versalovic et al., 1998). Además, es importante resaltar que los 

resultados del análisis de clusters generados por rep-PCR son coincidentes con datos 

generados por otras aproximaciones, incluyendo el biotipado, el análisis de RFLP, la 

hibridación ADN-ADN (Rademaker et al., 2000), la electroforesis de enzimas multilocus 

(MLEE), el tipado de fagos, el perfil de plásmidos, la electroforesis de campo pulsado (PFGE) 

o el ribotipado, siendo claramente la rep-PCR el método más útil para diferenciar bacterias 

estrechamente relacionadas permitiendo distinguir las bacterias a nivel de especie, 

subespecie y cepa (Nick et al., 1999). Otra ventaja adicional del método es que genera 

perfiles de amplificación de todo el genoma, contrariamente al análisis del gen 16S ARNr que 

está basado en las características de un solo gen. Además, la experiencia ha demostrado que 

la técnica de rep-PCR, especialmente con los cebadores de ERIC y BOX, es bastante robusta 

y no está sujeta a tanta variabilidad como la encontrada con otros protocolos de amplificación 

mediante PCR, tales como la técnica de RAPD (Louws et al., 1995). 

 

Como ya se ha comentado en varias ocasiones, el cálculo de los valores de homología 

ADN-ADN sigue siendo un elemento fundamental en los estudios taxonómicos, pero las 

aproximaciones basadas en homología de ADN-ADN son claramente inviables cuando se 

analizan grandes colecciones de cepas medioambientales, debido a las limitaciones 

experimentales de analizar grandes números de cepas mediante métodos de reasociación de 

ADN-ADN dos a dos. Sin embargo, dada la correlación que se ha observado entre los datos 

de  homología de ADN-ADN y la rep-PCR, junto con el gran poder de resolución de la rep-

PCR, especialmente a nivel de especie, subespecie o cepa, ha llevado a que diversos autores 

hayan propuesto que esta aproximación sea una alternativa o al menos, un cribado previo 

para seleccionar aquellas cepas que deban someterse a posteriores estudios de homología de 

ADN-ADN (Rademaker et al., 2000). 

 

a.- REP-PCR. 

 

Gilson y colaboradores (Gilson et al., 1984; Gilson et al., 1986; Gilson et al., 1987) 

describieron una familia de secuencias de unos 20 a 40 nucleótidos que están dispersas en el 

ADN bacteriano y que son altamente repetitivas, palindrómicas y extragénicas, es decir, están 

siempre situadas en regiones no codificantes del ADN bacteriano. Stern y colaboradores 

(Stern et al., 1984) las definieron como secuencias REP (Repetitive Extragenic Palindromic-

secuencia repetitiva extragénica palindrómica) y observaron que son secuencias altamente 

conservadas, presentes en varias copias (más de 500), las cuales en total pueden ocupar 

entre un 0,5% y un 1% de todo el genoma de E. coli y S. typhimurium. 

 

Versalovic y colaboradores (1991) diseñaron unos cebadores complementarios a dichas 

secuencias REP y establecieron unas condiciones de amplificación por PCR para caracterizar 

las cepas bacterianas mediante ADN fingerprinting dando lugar a la técnica de REP-PCR. 
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b.- ERIC-PCR. 

 

Sharples y Lloyd (1990) y posteriormente Hulton y colaboradores (1991) describieron 

otras secuencias repetitivas altamente conservadas y localizadas dentro de las regiones 

intergénicas de los cromosomas de E. coli, S. typhimurium y otras enterobacterias. Las 

denominadas secuencias ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus sequence-

secuencia repetitiva consenso intergénica de enterobacterias) tienen entre 124 y 127 pares de 

bases y aunque están altamente conservadas, su localización en el cromosoma difiere según 

las especies. 

 

La pareja de cebadores ERIC ha demostrado su utilidad para estudiar la diversidad de 

numerosos grupos taxonómicos, incluso aunque no estén dirigidos necesariamente a 

elementos ERIC (Gillings y Holley, 1997). Estos cebadores son más sensibles a condiciones 

de amplificación subóptimas, tales como la presencia de contaminantes en las preparaciones 

de ADN pero también genera perfiles altamente discriminatorios (Rademaker y De Bruijn, 

1997). 

 

c.- BOX-PCR. 

 

El método de BOX-PCR se basa la utilización de un cebador que es complementario a 

secuencias repetitivas repartidas a lo largo del genoma que permite la amplificación de 

fragmentos de ADN de diferente tamaño provenientes de las secuencias existentes entre 

estos elementos. Estas secuencias repetitivas fueron localizadas por primera vez en el 

cromosoma de Streptococcus pneumoniae por Martin y colaboradores (Martin et al., 1992) 

siendo, por tanto, el primer elemento repetitivo altamente conservado localizado en un Gram-

positivo. Originalmente se identificaron tres subunidades diferentes dentro de los elementos 

BOX, denominadas boxA (57pb), boxB (43pb) y boxC (50pb) (Koeuth et al., 1995), aunque 

posteriormente se ha demostrado que sólo las secuencias del tipo de la subunidad boxA 

están altamente conservadas entre diversas bacterias, tanto Gram-positivas como Gram-

negativas (Versalovic et al., 1994). Dado que las secuencias del tipo boxA están ampliamente 

conservadas en el reino bacteria, se ha visto que es muy útil emplear el cebador BOXA1R 

para obtener perfiles de amplificación en muchos microorganismos. 

 

En cualquier caso, si el fin es diferenciar entre cepas o identificar rápidamente una cepa 

desconocida por comparación con un control conocido, se ha visto que BOX-PCR es una de 

las técnicas más útiles de ADN fingerprinting, ya que genera unos perfiles de amplificación 

sólidos, reproducibles y suficientemente complejos para poder distinguir entre organismos no 

emparentados entre sí. (Rademaker y De Bruijn, 1997), siendo además la técnica menos 

sensible a la presencia de contaminantes en el ADN y por tanto generando perfiles de 

amplificación incluso bajo condiciones subóptimas (Louws et al., 1995). 

 

En el caso de los actinomicetos, numerosos autores han utilizado la técnica de BOX-

PCR para distinguir entre cepas, por ejemplo, de Streptomyces (Sadowsky et al., 1996; 

Davelos et al., 2004a). Otro estudio llevado a cabo con especies de Streptomyces fue el 

realizado por Lanoot y colaboradores (2004) cuyo objetivo era evaluar cuál era el mejor 
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método de fingerprinting para poder diferenciar diversas especies de Streptomyces. Para ello 

utilizaron varios cebadores usando diferentes protocolos de PCR, como son BOXA1R (BOX-

PCR), (GTG)5 (46), ERIC1R y ERIC2 (ERIC-PCR) y la pareja REP1R-I y REP2-I (REP-PCR). 

Además, compararon estos resultados con los generados por hibridación de ADN-ADN. 

Usando el método de BOX-PCR se obtuvieron unos patrones de bandas más robustos y 

reproducibles y con una alta correlación entre los perfiles de amplificación y los datos de 

homología ADN-ADN. 

 

d.- (GTG)5. 

 

Un último ejemplo de secuencias altamente repetitivas en los genomas de los 

procariotas son las secuencias de politrinucleótidos. Por ejemplo, los politrinucleótidos (GTG)5 

o (GCC)5 son muy frecuentes en los genomas de E. coli y de Salmonella typhimurium (Doll et 

al., 1993). Tales elementos se han detectado tanto en bacterias Gram-negativas como en 

Gram-positivas, incluyendo varios géneros diferentes. 

 

El politrinucleótido (GTG)5 se ha aplicado para distinguir diversos grupos taxonómicos 

como bacterias ácido lácticas (Gevers et al., 2001), cepas del género Thioalkalivibrio (Foti et 

al., 2006), Bifidobacterium (Masco et al., 2003) o rizobios (Nick et al., 1999), aunque su uso 

en general es menos frecuente que otras técnicas de rep-PCR. 

 

 

1.6.2. Caracterización basada en la detección de secuencias específicas de rutas 

 biosintéticas: sistemas PKS-I, PKS-II, NRPS, APH y HMG CoA reductasa. 

 

Los métodos de desreplicación basados en criterios morfológicos, quimio-taxonómicos y 

moleculares, han demostrado ser de incalculable valor. Sin embargo, también presentan sus 

limitaciones al no poder predecir el potencial metabólico de los microorganismos. Por este 

motivo, el desarrollo y aplicación de herramientas alternativas que permitan conocer, en cierta 

medida, su potencial y asegurar la inclusión de organismos productores en los programas de 

screening es de gran interés.  

 

Parece claro que algunos grupos taxonómicos concretos son prolíficos productores de 

productos naturales. Los genomas de muchos Streptomyces contienen más de 20 clusters de 

genes de productos naturales pero la mayoría de los genomas de procariotas carece de 

ningún cluster de genes de productos naturales (Bentley et al., 2002). Los poliquétidos son 

excelentes ejemplos de metabolitos secundarios bioactivos. Las sintasas modulares de 

poliquétidos (PKS-I) (Hopwood, 1997), las sintasas iterativas de poliquétidos (PKS-II) 

(Hopwood, 1997; Shen, 2003) y las sintetasas de péptidos no-ribosomales (NRPS) 

(Schwarzer et al., 2003) son responsables de la síntesis en los actinomicetos de un amplio 

rango de metabolitos secundarios estructuralmente diversos. Una aproximación alternativa a 

los métodos descritos anteriormente es la caracterización de las cepas basada en su 

potencial metabólico, detectando genes implicados en la producción de compuestos 

bioactivos principalmente de rutas biosintéticas PKS-I, PKS-II y NRPS (Metsä-Ketelä et al., 

2002; Ayuso, 2003; Ayuso-Sacido y Genilloud, 2005). En menor medida, los actinomicetos 
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son también productores de aminoglicósidos y compuestos isoprenoides con diferentes 

actividades biológicas (Walsh, 2003). 

 

 La organización genética de los genes que codifican los complejos biosintéticos tipo 

PKS-I consiste en uno o varios ORFs agrupados dentro del mismo cluster, cada uno de los 

cuales codifica para un polipéptido que contiene uno o varios módulos. Estos módulos 

contienen dominios funcionales semiautónomos con actividades para reconocer, activar, 

incorporar y modificar diferentes sustratos en la cadena poliquetídica naciente. Se han 

descrito seis dominios funcionales en actinomicetos: cetosintasa (KS), que lleva a cabo una 

condensación descarboxilativa de dos unidades de extensión; aciltransferasa (AT), que lleva a 

cabo el reconocimiento espec²fico del sustrato y su uni·n al grupo prost®tico 4ô-

fosfopanteteína unido a la proteína portadora de grupos acilos (ACP) y dehidratasa (DH), 

enoilreductasa (ER) y cetoreductasa (KR), que llevan a cabo diferentes etapas de reducción 

del Cb. Los tres primeros son necesarios en cada ciclo de extensión de la cadena 

poliquetídica y constituyen la unidad funcional mínima. Cada módulo es responsable de un 

ciclo de incorporación y modificación del sustrato en el proceso de extensión de la cadena 

poliquetídica. Es un proceso no reiterativo, donde el número de módulos, generalmente, se 

corresponde con el número de sustratos incorporados (Khosla et al., 1999) 

 

Los genes que codifican los sistemas PKS-II aparecen en número y orientación variable 

dentro del mismo cluster biosintético y, a diferencia de los sistemas PKS-I, cada gen codifica 

un polipéptido monofuncional (ocasionalmente bifuncional). La unidad funcional mínima  

responsable de la síntesis de la cadena poliquetídica está constituida por tres polipéptidos: 

KSŬ, KSɓ y ACP. Estas tres subunidades controlan la incorporaci·n de la subunidad inicial y 

el número de ciclos de extensión, hasta completar la síntesis de la cadena poliquetídica, en 

un proceso iterativo en el que las mismas unidades son utilizadas en cada ciclo de extensión. 

 

Los genes que codifican los complejos biosintéticos NRPS responsables de la síntesis 

de péptidos no ribosomales, aparecen agrupados dentro del mismo cluster. Consisten en uno 

o varios ORFs, cada uno de los cuales codifica para una proteína multifuncional con uno o 

varios módulos, que a su vez presentan diferentes actividades responsables de la activación, 

incorporación y modificación del sustrato aminoacídico a la cadena peptídica, a través de un 

mecanismo de síntesis similar al utilizado por las PKS-I y FAS-I, dando lugar a estructuras 

lineales, cíclicas o ramificadas  de entre 2 y 48 residuos que pueden, además, sufrir otras 

modificaciones posteriores (Mootz et al., 2002; Schwarzer et al., 2003). Tres actividades son 

necesarias para completar cada ciclo de elongación: condensación (C), adenilación (A) y 

tiolación (PCP) (Arnez et al., 1997). 

 

Con el objetivo de detectar estas rutas biosintéticas, se han diseñado y validado 

oligonucleótidos degenerados para PCR complementarios de secuencias de PKS-I, PKS-II y 

NRPS de actinomicetos, facilitando de este modo la rápida detección de estas rutas 

biosintéticas (Ayuso, 2003; Ayuso-Sacido y Genilloud, 2005). De igual manera, se han usado 

oligonucleótidos para PCR dirigidos a genes de la fosfotranferasa de aminoglicósidos (APH) 

para detectar genes de resistencia asociados a estas rutas de biosíntesis (Huddleston et al., 

1997; Anderson et al., 2002). También se ha estudiado la presencia de rutas de biosíntesis de 
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compuestos isoprenoides en actinomicetos mediante oligonucleótidos para PCR diseñados 

para detectar la presencia de la reductasa 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG CoA) 

(Sigmund et al., 2003). 

 

Así pues, la posibilidad de estudiar la presencia y distribución de sistemas NRPS, PKS-I 

y PKS-II en los diferentes grupos de actinomicetos, así como la presencia de tales sistemas 

en poblaciones de cepas salvajes de actinomicetos, permite seleccionar aquellas poblaciones 

con mayor potencial para sintetizar compuestos derivados de sistemas NRPS, PKS-I y PKS-II, 

aumentando de esta forma, la probabilidad de encontrar metabolitos secundarios bioactivos 

(Ayuso et al., 2005; Zhang et al., 2009b; Gontang et al., 2010; Schneemann et al., 2010). 

 

 

1.6.3. Caracterización basada en perfiles de restricción: RFLP. 

 

La primera generación de métodos de caracterización basados en el ADN fue el análisis 

de fragmentos de restricción del genoma completo (RFLPs) (Vaneechoutte, 1996) y el análisis 

de plásmidos. El número de fragmentos de ADN puede reducirse seleccionando enzimas de 

restricción que reconozcan pocos sitios de corte del ADN y su resolución mediante 

electroforesis de campo pulsado. Esta técnica es a menudo considerada como el método más 

discriminatorio de caracterización del ADN. 

 

Otro método es la técnica del ribotipado que consiste en transferir a una membrana los 

fragmentos de restricción del ADN total y su hibridación con una sonda marcada (Laurent et 

al., 1996). 

 

La caracterización del ADN basado en la PCR se ha combinado también con el uso de 

enzimas de restricción dando lugar al llamado análisis de ARDRA (Heyndrickx et al., 1996). 

En este método, el producto de PCR es el gen 16S o el 23S ADNr o bien fragmentos de 

ambos genes con o sin la región espaciadora, amplificados mediante cebadores universales 

que se localizan en las regiones conservadas de los genes ARNr. Este amplicón se digiere 

posteriormente con una combinación seleccionada de enzimas de restricción. La técnica de 

ARDRA es útil para identificar las cepas a nivel de especie o por debajo de especie aunque 

en algunos casos el análisis de los patrones generados con varias enzimas de restricción 

suministra también información por encima de especie.  

 

Otra técnica que combina la PCR y el uso de enzimas de restricción es la técnica de 

AFLP (Vos et al., 1995) basada en la amplificación selectiva de fragmentos de restricción. 

Esta metodología ha demostrado su utilidad para diferenciar entre especies y subespecies así 

como una caracterización más fina de cepas individuales. 
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1.6.4. Caracterización química: perfiles de metabolitos secundarios mediante HPLC o 

  HPLC-MS. 

 

La singularidad en la taxonomía de los cultivos no garantiza la identificación de nuevos 

metabolitos secundarios producidos por los mismos. Es bien sabido que microorganismos que 

no están relacionados taxonómicamente pueden producir los mismos compuestos, de la 

misma forma que cepas muy próximas taxonómicamente pueden no compartir sus perfiles de 

metabolitos secundarios.  

 

La separación cromatográfica de los metabolitos secundarios presentes en un extracto 

se obtiene mediante técnicas rápidas, reproducibles y con altos niveles de resolución. Entre 

las técnicas más aplicadas están la cromatografía en capa fina (TLC), la cromatografía de alta 

resolución (HPLC) o el HPLC acoplado a espectrometría de masas (HPLC-MS) (Dunn et al., 

2005; Dunn y Ellis, 2005). Los perfiles HPLC o HPLC-MS de los extractos, permiten 

establecer relaciones entre diferentes cepas. Al resolver una mezcla de metabolitos 

secundarios por medio de estas técnicas, los compuestos quedan definidos por diversos 

parámetros como el tiempo de retención, el área y la altura de los picos o por los valores de 

m/z detectados. En el caso del HPLC, la detección de los metabolitos puede realizarse 

mediante un detector UV-DAD (Diode Array Detection), que permite la medida de varias 

longitudes de onda de forma simultánea (Fiedler, 1984). El HPLC posee un poder de 

resolución muy elevado y es un importante método quimiotaxonómico que permite observar la 

diversidad de los metabolitos producidos. La aplicación de estas técnicas químicas para la 

caracterización de las cepas como una estrategia inicial de preselección de las mismas, es 

una herramienta muy adecuada que permite mejorar la calidad y la diversidad estructural de 

los extractos microbianos generados (Frisvad y Thrane, 1987; Julian et al., 1998; Janso y 

Carter, 2010; Schneemann et al., 2010). 

 

 

1.6.5. Determinación de la actividad biológica antibacteriana y antifúngica. 

 

Hoy en día, hay un renovado interés en el potencial biotecnológico de los metabolitos 

secundarios producidos por microorganismos, debido a que las colecciones de moléculas 

obtenidas por química combinatoria han fracasado o no han obtenido el resultado esperado 

en diversas áreas, no sólo en salud humana sino en otras áreas como salud animal, 

aplicaciones agrícolas y biotecnológicas. 

 

El amplio espectro taxonómico y de diversidad genética y metabólica que muestran 

hongos y bacterias, los hacen especialmente interesantes para los programas de screening 

de productos naturales pero se requieren procedimientos que permitan evaluar la producción 

de compuestos con actividad biológica en estos organismos. Una forma de medir la 

capacidad de producción de metabolitos secundarios bioactivos con un potencial interés 

terapéutico es examinar las actividades antimicrobianas de los extractos de fermentación 

generados a partir de los microorganismos, bien mediante ensayos de difusión en agar frente 

a un conjunto de microorganismos diana, como bacterias patógenas y hongos de interés 
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clínico, entre los que se incluyen bacterias tanto Gram-positivas (Bacillus subtilis, 

Staphylococcus aureus) como Gram-negativas (Escherichia coli), y levaduras potencialmente 

patógenas (Candida albicans) (Suay et al., 2000; Basilio et al., 2003) o bien mediante técnicas 

de absorbancia o luminiscencia (Vesterlund et al., 2004). En este contexto, se asume que 

existe una relación directa entre elevados números de actividades antimicrobianas y un 

metabolismo secundario prolífico (Davies, 1990 y 2014). 

 

 

1.7. Herramientas de análisis de datos. 

 

La comparación y la agrupación visual de múltiples perfiles, bien sean estos de 

caracteres fenotípicos como de complejos perfiles electroforéticos, es extremadamente difícil 

y por tanto, el análisis de los mismos depende del cálculo de algoritmos que precisan el uso 

de ordenadores y sistemas informáticos (Dijkshoorn et al.,  2001). El método estadístico de 

análisis de datos más comúnmente usado es el análisis de patrones o análisis de clusters que 

implica la comparación por pares de las cepas u objetos, seguido de su agrupamiento en 

base a la similitud y la consiguiente representación en una estructura tipo árbol denominada 

dendrograma. La idea de agrupar los organismos en base a su similitud global según un gran 

número de caracteres, aproximación denominada taxonomía numérica, fue desarrollada y 

aplicada a la microbiología por los estudios pioneros de Sneath y Sokal (1973). La 

clasificación automática de microorganismos en base a los perfiles electroforéticos de 

proteínas fue descrito por primera vez por Kersters y De Ley (1975). El programa informático 

originalmente desarrollado por el grupo de Kersters y De Ley evolucionó a lo largo de los años 

en los paquetes informáticos comerciales GelCompar y BioNumerics (Applied Maths NV, Sint 

Martens-Latem, Bélgica). Como ya se ha mencionado con anterioridad, el análisis de clusters 

puede aplicarse tanto a datos genotípicos como fenotípicos, incluyendo patrones 

electroforéticos de fragmentos de ADN, perfiles generados por espectrometría de masas o 

cromatografía de gases, o perfiles bioquímicos. 

 

Cada día es mayor el número disponible de sistemas automáticos que generan datos 

fenotípicos complejos pero la comparación de los organismos en base a estos caracteres no 

puede realizarse sin el análisis de clusters o de componentes principales. Estos sistemas 

tienen un alto rendimiento y los datos generados, a veces, necesitan analizarse en 

combinación con otros conjuntos de datos, como por ejemplo, perfiles genómicos. En este 

sentido, el programa informático BioNumerics permite la combinación de todos los tipos 

posibles de caracteres a analizar. 

 

 

1.7.1. Aspectos generales. 

 

El propósito de la mayoría de los métodos de detección de patrones es representar la 

variación en un conjunto de datos de una forma más manejable mediante el reconocimiento 

de clases o grupos. Los datos, generalmente, están formados por un conjunto de objetos 

(cepas) descritos por un número de caracteres. Existen, principalmente, tres aproximaciones 

que permiten manejar conjuntos de datos grandes. El primero conlleva reducir el número de 
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caracteres encontrando dos o tres nuevos caracteres que son combinaciones de los 

caracteres originales. Al usar estos nuevos caracteres, los datos pueden de nuevo 

representarse en dos o tres dimensiones y los grupos se pueden distinguir mediante una 

inspección visual. Esta es la aproximación realizada por el análisis de componentes 

principales (PCA: Principal Component Analysis). La segunda aproximación para manejar 

grandes conjuntos de datos, no reduce el número de caracteres, pero implica una reducción 

paso a paso en el número de objetos al situarlos en grupos. Esta es la aproximación realizada 

con el análisis de clusters (van Ooyen, 2001). Una tercera aproximación que se ha utilizado 

en estudios de ecología microbiana es el análisis multivariante (Ramette, 2007). 

 

Análisis de componentes principales (PCA). 

 

El análisis de componentes principales es un procedimiento estadístico que estudia 

grandes conjuntos de datos por reducción del número de caracteres empleando una 

transformación lineal para convertir un conjunto de observaciones de posibles variables 

correlacionadas en un conjunto de valores de variables no correlacionadas denominadas 

componentes principales. El número de componentes principales es menor o igual que el 

número de variables originales. Esta transformación se define de tal forma que el primer 

componente principal tiene la mayor varianza posible, conteniendo por tanto, la mayor 

variabilidad de los datos, y cada componente principal sucesivo tiene a su vez la mayor 

varianza posible con la limitación de que es ortogonal, o lo que es lo mismo, que no está 

correlacionada con los componentes precedentes. Los componentes principales son 

ortogonales porque son los vectores de la matriz de covarianza, que es simétrica. De esta 

forma se asegura que se va a conservar tanta información como sea posible del conjunto de 

datos originales (Hope, 1968; Cooley y Lohnes, 1971). El análisis de componentes principales 

se emplea mayoritariamente en el análisis exploratorio de datos y para construir modelos 

predictivos. 

 

En Bionumerics, el PCA puede realizase directamente a partir de las curvas 

densitométricas, sin necesidad de aplicar ningún coeficiente de similitud, sino usando en su 

lugar la colección original de datos de los valores densitométricos. La base para calcular los 

tres ejes discriminantes principales en un espacio multidimensional es un conjunto de 

vectores de Eigen obtenidos a partir de la curvas. Con este método se pueden representar 

grupos de entidades (unidades taxonómicas, cepas) como nubes de puntos en una 

conformación espacial. Desde un punto de vista matemático, el PCA es el método de 

agrupamiento más auténtico y es un método excelente para discriminar entre dos a cinco 

grupos. Sin embargo, es menos apropiado para discriminar más de cinco grupos ya que las 

tres primeras dimensiones de un sistema multidimensional no permiten una representación 

satisfactoria de tales estructuras complejas (Versalovic et al. 1994; Rademaker y De Bruijn, 

1997). 

 

Análisis de clusters. 

 

En contraste con el análisis de componentes principales, el análisis de clusters no 

reduce el número de caracteres sino que conlleva una reducción paso a paso del número de 
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objetos al integrarlos en grupos. El objetivo del proceso de clustering es agrupar los objetos 

en clusters o grupos de objetos similares. Dos objetos serán similares si están cerca en el 

espacio de caracteres. Un método de clustering comienza con tantos clusters como objetos 

haya (cada cluster contiene un solo objeto) y luego, secuencialmente, va uniendo objetos (o 

clusters) según su similitud, para formar nuevos clusters. Este proceso continúa 

iterativamente hasta que se obtiene un gran cluster que contiene todos los objetos. El 

resultado de este proceso se representa, generalmente, como un dendrograma, en el que se 

dibuja la unión secuencial de los clusters junto con el valor de similitud que lleva a esta unión. 

Por tanto, el primer paso en cualquier proceso de clustering es determinar la similitud entre 

cada par de objetos, comenzando por agrupar los objetos más parecidos entre sí. Para ello se 

requiere una medida de la similitud, existiendo un gran número de diferentes medidas que se 

pueden utilizar. También puede utilizarse como una medida de similitud la disimilitud o 

distancia entre dos objetos en el espacio de caracteres. Las distintas aproximaciones que 

existen para definir la similitud entre objetos y clusters de objetos y el algoritmo usado para 

calcular la nueva similitud es lo que se denomina el criterio de clustering o método de 

clustering. 

 

El esquema general para el análisis de clusters requiere, en primer lugar, de una Matriz 

de datos experimentales que se tranforma en una Matriz de similitud (o matriz de distancias) 

al aplicar algún algoritmo de similitud (o de distancias). Las medidas de similitud son 

generalmente medidas de distancia pero también pueden derivarse de coeficientes de 

correlación. En el caso de datos electroforéticos, la similitud entre dos objetos puede 

expresarse como la correlación entre sus patrones de bandas. Posteriormente, se lleva a 

cabo el Clustering propiamente dicho en donde la matriz de similitud (o de distancias) se 

utiliza para construir el Dendrograma. El dendrograma por sí mismo no define particiones o 

agrupamientos sino que estos se establecen al determinar un punto de corte (cut-off value) en 

algún valor óptimo para formar los clusters. 

 

El resultado de un estudio de análisis de clusters puede depender de la medida de 

similitud usada y del método de clustering empleado, del conjunto de objetos estudiados, de 

los caracteres usados para describir los objetos y del peso relativo que se da a diferentes 

caracteres al calcular la similitud entre los objetos. 

 

 

1.7.2. Análisis de clusters de datos de FAMEs. 

 

 Según la mayoría de los autores (Sasser, 1990a; Sasser, 1990b; Welch, 1991; 

Vauterin et al., 1992; Sasser, 1993; Bowers et al., 1996; Ndowora et al., 1996; Vauterin et al., 

1996; Mergaert et al., 2001), en el análisis de clusters de perfiles de ácidos grasos la medida 

más aplicada para calcular la matriz de distancias es la distancia euclidiana, seguido del 

método de UPGMA para construir el dendrograma. Sin embargo, la elección de la medida de 

distancia puede variar en función de los organismos estudiados ya que, como se ha 

comentado antes, dependiendo del método de clustering utilizado pueden variar los 

resultados y estos pueden ajustarse mejor a nuestros organismos objeto de estudio si 
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tenemos otra información adicional que lo apoye. Así, por ejemplo, otros autores han utilizado 

el coeficiente métrico Canberra y UPGMA (Heyrman et al., 1999).  

 

La utilización del método de UPGMA permite mostrar las similitudes a nivel de género, 

especie o subespecie. Sin embargo, algunos autores han criticado el uso de distancias 

euclidianas para la comparación y agrupamiento de cepas según sus perfiles de ácidos 

grasos, ya que su uso implica que el perfil global determina las similitudes que se establecen, 

y por tanto los ácidos grasos que se encuentran en mayor cantidad dan cuenta de la mayoría 

de la similitud o distancia, mientras que los ácidos grasos minoritarios, que pueden ser igual 

de útiles para la diferenciación, tienen un impacto pequeño o limitado en la similitud global. 

Además, algunos ácidos grasos son informativos como marcadores taxonómicos, mientras 

que otros varían de cepa a cepa. De esta forma, los datos sobre ácidos grasos que aportan 

información taxonómica relevante pueden estar enmascarados en un análisis de clusters 

basado en la similitud global. Por estas razones, solamente los taxones altamente 

característicos, es decir, aquellos taxones que tienen ácidos grasos que están presentes en 

grandes cantidades y que los diferencian de los otros grupos, podrían distinguirse claramente 

en un dendrograma (Vauterin et al., 1996). 

 

Por lo general, si se emplean distancias euclidianas, se establece como punto de corte 

para distinguir entre especies distancias menores de 10 (Sasser et al., 1984; Ndowora et al., 

1996) y distancias de 6 unidades para las subespecies (Sasser, 1990b; Sasser, 1993). 

 

 

1.7.3. Análisis de clusters de perfiles de amplificación o de restricción. 

 

La matriz de semejanza o de distancia puede calcularse mediante un amplio abanico de 

coeficientes que comparan una o más de las características de los perfiles de amplificación y 

que dan como resultado unidades de similitud o de distancia. Los perfiles, en general, pueden 

analizarse según patrones basados en bandas o en curvas. Las bandas pueden usarse para 

caracterizar perfiles de amplificación bien definidos de poca complejidad bien como un 

conjunto de posiciones de picos solamente o bien añadiendo la altura o el área de cada pico. 

Cuando se usan métodos basados en bandas discretas, el conjunto de los perfiles de 

amplificación se puede describir como una matriz de variables binarias, banda presente=1, 

banda ausente=0. La información contenida en perfiles de amplificación de gran complejidad, 

como son los generados por rep-PCR, se obtiene por el número y la posición de los picos y 

por diferentes ratios en la altura de los picos y las áreas. De esta forma, un sistema binario no 

es suficiente para describir estos perfiles tan complejos. Preferiblemente, estos perfiles de 

amplificación se analizan usando un protocolo basado en la diferencia de las áreas bajo las 

curvas. Para poder analizar toda la información contenida en patrones de amplificación 

complejos, el método elegido debe basarse en las curvas densitométricas, descritas como un 

conjunto de valores de intensidad. En este caso, el coeficiente utilizado es el momento-

producto o coeficiente de correlación de Pearson que permite la comparación directa de toda 

la curva densitométrica. 
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Coeficientes de proximidad. 

 

El análisis de perfiles de amplificación complejos, generalmente requiere de una 

simplificación de los datos originales que pueden usarse para calcular la matriz de 

proximidad. Este cálculo puede basarse en criterios de similitud o de distancia, las cuales 

pueden calcularse con un amplio número de coeficientes. 

 

El coeficiente de similitud definido por Jaccard (1908) se basa sólamente en la 

presencia de una banda en una posición como una variable binaria, ignorando las negativas. 

Un coeficiente derivado del anterior y definido por Dice (1945) también utiliza la posición de la 

banda pero le da mayor peso a las bandas coincidentes. Al contrario que el  coeficiente de 

Jaccard, el coeficiente de simple matching tiene en cuenta las coincidencias de bandas tanto 

positivas como negativas. En Bionumerics existe un coeficiente de similitud más sofisticado 

que es ñsensible a las §reasò que tiene en cuenta la correspondencia de bandas expresada 

como en el coeficiente de Jaccard, así como las diferencias de las áreas relativas bajo cada 

una de las bandas correspondientes. 

 

El momento-producto o correlación de Pearson es un coeficiente basado en curvas que 

se aplica al conjunto de valores densitométricos formado por el perfil de amplificación. El 

momento-producto es un coeficiente más robusto y objetivo ya que se compara la totalidad de 

la curva y se omite así la subjetividad de las bandas. Además, el momento-producto es 

independiente de las concentraciones relativas de los perfiles de amplificación y es bastante 

insensible a las diferencias en el fondo del gel. Los patrones tan complejos como los 

generados en muchos casos de ADN fingerprinting, como puede ser la rep-PCR, se 

benefician especialmente de estas propiedades del coeficiente de Pearson. Por todas estas 

razones, el coeficiente de correlación momento-producto de Pearson es más adecuado para 

la identificación de perfiles de amplificación de ADN que los algoritmos basados en la 

coincidencia de bandas. Hane y colaboradores (1993), al comparar las identificaciones 

obtenidas sobre los perfiles de amplificación cuando se aplicaba el coeficiente de correlación 

momento-producto de Pearson o cuando se utilizaban los algoritmos basados en la 

coincidencia de bandas vieron que el coeficiente de Pearson daba mejores resultados que los 

algoritmos basados en bandas y concluyeron que es más fiable que estos últimos porque se 

fija en el contorno completo de las curvas densitométricas y porque da mucho peso a las 

características mayores de las curvas como pueden ser los picos grandes o los grandes 

espacios sin picos. 

 

Métodos de clustering. 

 

El objetivo del análisis de clusters es encontrar grupos que contengan perfiles de 

amplificación similares de tal forma que los perfiles de amplificación incluidos en diferentes 

grupos sean lo menos similares como sea posible. Cuando el número de perfiles de 

amplificación a comparar es alto, la complejidad es mayor y por tanto son necesarios 

algoritmos matemáticos para poder realizar los análisis de clusters. 
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La elección de un método de clustering no es siempre obvia y depende de la naturaleza 

de los datos originales y del propósito del análisis. El análisis de clusters, así como el análisis 

de componentes principales (PCA), se utilizan mayoritariamente para describir, presentar y 

explicar los datos y no es un método estadístico para aprobar o desaprobar una hipótesis 

preconcebida. Existen diversos algoritmos en el análisis de clusters para generar 

dendrogramas (Jardine y Sibson, 1971). Un método frecuentemente usado es el descrito por 

Sneath y Sokal en 1973 denominado método no ponderado de agrupamiento por pares 

usando medias aritméticas (UPGMA). Este método es el más utilizado en el análisis de 

perfiles de amplificación (Versalovic et al. 1994; Versalovic y Lupski, 1998; Koeuth et al., 

1995; Louws et al. 1995; van Belkum et al. 1996). 

Una descripción más detallada de los coeficientes de proximidad y de distancia se 

incluye en el Anexo 6. 

 

Existen en el mercado diversos paquetes informáticos para analizar los datos de los 

perfiles de amplificación generados por los métodos de fingerprinting (Rementeria et al., 2001) 

como Bionumerics (Applied Maths). En general, estos programas permiten la normalización 

de los perfiles de amplificación según patrones de tamaño en cada uno de los geles 

analizados (Versalovic et al., 1994; Rossbach et al., 1995; de Bruijn et al., 1996a y 1996b; 

Schneider y de Bruijn, 1996). Otra de las ventajas de Bionumerics es que permite de forma 

sencilla construir dendrogramas resultantes de la combinación de diversos perfiles de 

amplificación, según la forma descrita por Rademaker y De Bruijn (1997) y Rademaker y 

colaboradores (1998). De esta forma, se consigue maximizar la especificidad de los patrones 

de amplificación, al generar una matriz combinada de varios métodos de fingerprinting para 

luego construir el dendrograma combinado (Louws et al., 1995; Nick et al., 1999). 

 

 

1.7.4. Análisis de secuencias del gen 16S ARNr. 

 

El análisis de secuencia se usa para dar información sobre la secuencia de nucleótidos 

de un fragmento de ADN. Existen varios programas para determinar el pariente más cercano 

según la secuencia de ADN. La mayoría de estos programas utilizan búsquedas de 

homología suministradas por BLAST (Altschul et al., 1990 y 1997; 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) o FASTA (Pearson y Lipman, 1988). Estos programas 

permiten una búsqueda de similitud rápida y fiable y además se pueden usar varias bases de 

datos para la comparación. 

 

Construcción de árboles. 

 

Es difícil visualizar las relaciones filogenéticas entre especies a partir de los valores 

numéricos basadas en múltiple comparaciones dos a dos, especialmente cuando se 

comparan muchas secuencias diferentes. Una forma alternativa de visualizar las relaciones 

filogenéticas es mediante la construcción de un árbol filogenético basado en los valores de 

identidad. Los cálculos para la construcción de árboles filogenéticos puede realizarse de dos 

maneras: mediante la matriz de distancias o mediante los datos de caracteres discretos. En la 

primera aproximación, los datos basados en las distancias evolutivas se disponen en una 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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matriz de distancias. La mayoría de los métodos de cálculo no ponderan cada mutación 

nucleotídica de la misma forma, sino que la estructura del ADN juega un papel importante en 

el cálculo. Se ha postulado que las transversiones son reconocidas con más facilidad por el 

sistema de reparación del ADN que las transiciones y por tanto, se considera que estos 

cambios son menos frecuentes y tienen una tasa de sustitución menor, lo que tiene que 

tenerse en cuenta a la hora de calcular los valores de distancia (Kimura, 1980). Otro ejemplo 

de diferencias en las tasas de sustitución se postula para los genes codificantes de proteínas. 

Las tasas de sustitución de la tercera posición nucleotídica en un triplete codificante de un 

aminoácido son generalmente más altas que en las otras dos posiciones nucleotídicas 

(Shoemaker y Fitch, 1989). Una característica más compleja es la formación de huecos 

(gaps). El coste de introducir un hueco en un alineamiento es generalmente mayor que la 

introducción de una sustitución de una base. Los modelos de cálculo de distancias utilizados 

con más frecuencia son los desarrollados por Jukes y Cantor (1969), Kimura (1980) y Tajima 

y Nei (1984). El modelo de Jukes y Cantor no discrimina entre diferentes sustituciones 

nucleotídicas, al contrario que el de Tajima y Nei, el cual, sin embargo, no hace correcciones 

para las transiciones o transversiones de nucleótidos, como sí lo hace el modelo de Kimura. 

El modelo de Jukes y Cantor ha sido probablemente el que se ha aplicado con más 

frecuencia en estudios evolutivos ya que se comporta bien en la mayoría de estudios que 

simulan la evolución de las secuencias de ácidos nucleicos. 

 

Los árboles filogenéticos se pueden representar a partir de las matrices de distancias. 

Los modelos que calculan los árboles de distancias más comúnmente usados son el de 

UPGMA (Sokal y Michener, 1958) y el método de neighbour joining (unión al vecino) (Saitou y 

Nei, 1987). UPGMA es un método de clustering que empareja las secuencias con una menor 

distancia en un nodo y posteriormente empareja dos nodos en un nuevo nodo. El método de 

neighbour joining utiliza un algoritmo simplificado para calcular la longitud de las ramas y la 

topología del árbol. 

 

Los cálculos de los datos de caracteres discretos no se basan en distancias evolutivas, 

pero consideran separadamente cada estado del carácter de una posición nucleotídica en una 

secuencia. Estos datos pueden procesarse de dos formas: la primera se basa en el principio 

de máxima parsimonia que considera que el árbol verdadero es el que requiere el menor 

número de cambios mutacionales para explicar las diferencias observadas entre las 

secuencias de los genes (Edwards y Cavalli-Sforza, 1965). La segunda forma de manejar los 

datos de caracteres discretos es la denominada filogenia de máxima probabilidad (maximum 

likelihood). Este método utiliza modelos estadísticos para calcular la probabilidad de que una 

secuencia se convierta en otra secuencia por mutaciones a lo largo del tiempo (Felsenstein, 

1973 y 1981). 
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Tabla 4: Resumen de los diferentes métodos para calcular las relaciones filogenéticas y para 

la construcción de árboles filogenéticos. 

 

Construcción del árbol Base del cálculo Referencia 

Matriz de distancias Cada nucleótido cambia por igual Jukes y Cantor (1969) 

 Diferentes tasas de sustitución Tajima y Nei (1984) 

 
Diferentes tasas de sustitución y 

corrección para transversiones/transiciones 
Kimura (1980) 

Datos de caracteres discretos Máxima parsimonia Edwards y Cavalli-Sforza (1965) 

 Máxima verosimilitud Felsenstein (1973 y 1981) 
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1. Antecedentes. 

 

  El análisis empírico de grandes poblaciones bacterianas empleado para el 

descubrimiento de nuevos metabolitos secundarios, apoyada hoy en día por los estudios 

genómicos, indica que el potencial genético para producir metabolitos secundarios no está 

uniformemente distribuido a lo largo de los diversos taxones bacterianos, ni siquiera es una 

característica uniforme dentro del Philum ñActinobacteriaò. La producción de metabolitos 

secundarios parece estar asociada mayoritariamente a determinadas familias, obteniéndose 

los productores más prolíficos de metabolitos secundarios dentro del Philum ñActinobacteriaò 

en cepas con micelio filamentoso y con un tamaño de genoma grande (Busti et al., 2006). Una 

aproximación para la búsqueda de nuevos compuestos bioactivos producidos por 

microorganismos puede enfocarse en el aislamiento de microorganismos minoritarios o de 

difícil cultivo, asociados filogenéticamente con grupos taxonómicos productores de 

metabolitos secundarios (Donadio et al., 2005) a partir de entornos o nichos ecológicos poco 

explorados (líquenes, rizosferas, endofitos, piedras, sedimentos e invertebrados marinos, etc.) 

con el fin de obtener nuevas comunidades microbianas que produzcan nuevas estructuras 

químicas (Donadio et al., 2002b; Whitaker et al., 2003; Strobel y Daisy, 2003; Clardy et al., 

2006; Genilloud et al., 2011). Además, las nuevas aproximaciones genómicas han revelado la 

presencia de numerosos clusters de genes crípticos que codifican presumiblemente productos 

naturales (Busti et al., 2006; Davies y Ryan, 2011; Genilloud et al., 2011; Oves-Costales y 

Challis, 2012) y han demostrado que la capacidad de los actinomicetos para producir 

antibióticos y otros productos naturales bioactivos parece haber sido enormemente 

subestimada (Kaeberlein et al., 2002; Zazopoulos et al., 2003), hasta tal punto que diversos 

modelos matemáticos predicen que el número de antibióticos no descubiertos a partir de 

actinomicetos podría ser del orden de 107 (Watve et al., 2001). 

 

 Con estos planteamientos anteriores, nuestra estrategia para el trabajo realizado se ha 

basado en la hipótesis de que microhábitats poco estudiados en cuanto a las comunidades 

microbianas que los habitan, como son los líquenes, son una fuente de nuevos actinomicetos 

con diversidad metabólica que derive en la capacidad de producir nuevos metabolitos 

bioactivos (Okoro et al., 2009). 

 

 

2.2. Objetivo general. 

 

 El objetivo principal del proyecto es la evaluación de la diversidad de cepas aisladas 

de líquenes procedentes de diferentes entornos geográficos, empleando una  aproximación 

polifásica que permita estudiar el nivel de discriminación entre las cepas de grupos 

taxonómicos mayoritarios de actinomicetos. Los métodos de análisis se basan tanto en 

criterios morfológicos, quimiotaxonómicos y genómicos, como en técnicas moleculares que  
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puedan revelar la presencia y distribución de genes implicados o relacionados con la síntesis 

de compuestos bioactivos, principalmente NRPS, PKS-I y PKS-II que permitan conocer el 

potencial metabólico de los microorganismos. 

 

 

2.3. Objetivos específicos. 

  

 Con el fin de alcanzar el objetivo general, se plantean los siguiente objetivos 

específicos: 

 

1.- Aislamiento de las comunidades cultivables de actinomicetos que habitan en líquenes 

recolectados en Alaska, Hawai y Reunión mediante el empleo de métodos generales y 

específicos de aislamiento de actinomicetos. 

 

2.- Caracterización quimiotaxonómica de las cepas aisladas analizando la composición de sus 

ácidos grasos mediante cromatografía de gases. 

 

3.- Determinación de la diversidad y la posición taxonómica de una selección de cepas 

mediante secuenciación del gen ribosomal 16S ADNr. 

 

4.- Evaluación de la capacidad de resolución taxonómica que presentan distintos métodos de 

fingerprinting para poder evaluar la diversidad genotípica de los taxones estudiados. Las 

técnicas de fingerprinting empleadas son: IGS16S-23S-PCR, tADN-PCR, BOX-PCR, REP-

PCR, ERIC-PCR y (GTG)5-PCR. 

 

5.- Analizar el potencial biosintético mediante el estudio de la presencia y distribución de 

sistemas PKS-I, PKS-II, NRPS, APH y HMG CoA reductasa en los diferentes grupos de 

actinomicetos.  

 

6.- Estudiar la diversidad de las rutas biosintéticas mediante el análisis de los perfiles de 

restricción de los productos detectados (RFLP fingerprinting). 

 

7.- Determinar capacidad de las cepas para producir algún compuesto con actividad 

antimicrobiana frente a un panel de distintos microorganismos (bacterias Gram positivas y 

Gram negativas y hongos). 

 

8.- Estudiar la relación entre la presencia de los sistemas biosintéticos y la actividad 

antimicrobiana. 

 

9.- Estudiar la producción de metabolitos secundarios mediante LC-MS y la actividad 

antimicrobiana de las cepas de la familia Pseudonocardiaceae cultivadas en medios líquidos y 

medios sólidos. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

3.1. Origen de las muestras. 

 

Las muestras de líquenes se recolectaron en Alaska, en las islas de Sitka y Kodiak y 

zonas tropicales de las islas de Reunión y de Hawai (Figura 3 y Tabla 12 p. 102). 

 

Figura 3: Localización geográfica de las zonas de muestreo de los líquenes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hawai 

Reunión 

Sitka, Kodiak 
(Alaska) 
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3.2. Aislamiento de actinomicetos. 

 

 

3.2.1. Métodos de aislamiento. 

 

3.2.1.1. Método de Dilución (DIL). 

 

 La superficie de cada liquen (300-500 mg) se lavó dos veces con agua estéril y 

después se homogenizaron con 30 ml de agua estéril con una batidora. Diluciones seriadas 

de los homogenizados (0, 10-1, 10-2, 10-3 y 10-4) se sembraron (10 y 100 µl) en medios de 

aislamiento selectivos para actinomicetos, suplementados con cicloheximida (80 µl/ml) y, con 

ácido nalidíxico (20 µl/ml) o alternativamente con novobiocina (20 µl/ml) (Hayakawa y 

Nonomura, 1989). 

 

3.2.1.2. Pretratamiento con calor seco (HOT). 

 

Como método alternativo, los líquenes se desecaron tratándolos con calor seco a 100ºC 

durante una hora antes de homogenizarse y sembrarse como se ha descrito antes.  

 

3.2.1.3. Pretratamiento con  Cloruro de Bencetonio (BC) y Gluconato de Clorhexidina (GC). 

 

 El aislamiento selectivo de actinomicetos pertenecientes a los géneros 

Streptosporangium y Microbispora está basado en  el diferente grado de resistencia a agentes 

tóxicos y a antibióticos manifestados por estos géneros. Ambos métodos fueron descritos en 

1991 por Hayakawa y colaboradores (1991a y 1991b) y se han adaptado a las características 

de los diferentes sustratos utilizados en el aislamiento. 

 

Protocolo: 

 

1) Se homogenizaron 200-500 mg de muestra en 10 ml de agua, y tras sonicar 2 min., se dejó 

sedimentar y se  recogió el sobrenadante. 

 

2) Se preparó para cada uno de los tratamientos (BC o GC): 

 

solución BC: solución al 0.01% de cloruro de bencetonio en tampón fosfato 5 mM pH 7.0 

(para preparar 50 ml de cloruro de bencetonio al 0.01%, se disuelven 5 mg de cloruro de 

bencetonio en 50 ml de tampón fosfato 5 mM pH 7.0). 

 

solución GC: solución al 0.03% de gluconato de clorhexidina en tampón fosfato 5 mM pH 7.0 

(para preparar 50 ml de gluconato de clorhexidina al 0.03%, diluir 75 µl de gluconato de 

clorhexidina en 50 ml de tampón fosfato 5 mM pH 7.0). 

 

3) Se añadieron 0,5 ml del sobrenadante (conteniendo las esporas y propágulos en 

suspensión) a 4,5 ml de solución BC o de solución  GC en función del tratamiento, y se incubó 

a 28º C durante 30 min. 
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4) Se centrifugó 15 min. a 10.000 rpm y se resuspendió  el sedimento en 1 ml de agua  estéril. 

 

5) 10 y 100 µl de las diluciones (0, 10-1, 10-2, 10-3 y 10-4) se plaquearon en los medios de 

cultivo suplementados con antibióticos. 

 

 

3.2.2. Medios de aislamiento. 

 

 Todos los medios de aislamiento empleados se suplementaron con cicloheximida (80 

µg/ml) y adicionalmente, con ácido nalidíxico (20 µg/ml) o con novobiocina (20 µg/ml) 

(Hayakawa y Nonomura, 1989). 

 

Medio SE-2 (Hayakawa et al., 2000) 

 

 Se añadieron 200 g de tierra de jardín en 1000 ml de agua y se autoclavó. 

Después de autoclavar se filtró, se dejó reposar en nevera 2 días y se filtró con papel filtro 

Whatman Nº1 con ayuda de una bomba de vacío.         

Se ajustó a pH 7,0. Se añadieron 15 g de agar y 5ml de Benomil (500mg/125ml H2O) y se 

enrasó hasta 1 litro con agua destilada.  

Después de autoclavar, se añadieron: 

8 ml de cicloheximida 1% y 4 gotas de Dieldrin (stock 2g/100ml acetona) 

 

Medio HANOB 

 

 Es una modificación del medio Ágar ácido húmico-vitaminas (Hayakawa y Nonomura, 

1987a y 1987b) 

 

NaNO3                                                                   6,25 g 

K2HPO4                                                                  2,50 g 

MgSO4                                                                   0,65 g 

Ácido húmico, sal sódica (Aldrich 1415-93-6)       1,25 g 

Agar                                                                          15 g 

Benomil (500mg/125ml H2O)                                      5 ml (equiv 5 ppm) 

H2O destilada                                                        1000 ml 

pH 7,0 

Después de autoclavar, se añadió: 

8 ml de cicloheximida 1% y 4 gotas de Dieldrin (stock 2g/100ml acetona) 

 

Medio NZ 

 

NZ amine A                                                      0,2 g 

Agar Noble (Sigma A7002)                               15 g 

Agua del grifo                                                1000 ml 

Benomil (500mg/125ml H2O)                              5 ml (equiv 5 ppm) 

Después de autoclavar, se añadió: 

8 ml de cicloheximida 1% y 4 gotas de Dieldrin (stock 2g/100ml acetona) 
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3.2.3. Mantenimiento y preservación de cultivos. 

 

 Las placas de aislamiento se incubaron a 28ºC durante unas 3 semanas o hasta que 

se visualizaron las colonias de actinomicetos. Tras este período de tiempo se aislaron todas 

las colonias de actinomicetos que se transfieren a placas de YME agar (4 g/l de extracto de 

levadura, 10 g/l de extracto de malta, 4 g/l de glucosa, 20 g/l de agar). 

 

. Estas placas se incubaron durante aproximadamente una semana a 28ºC hasta que 

vimos que la colonia transferida había producido suficiente biomasa, momento en el que 

extendimos la colonia con ayuda de una torunda sobre la superficie de la placa. Las placas se 

volvieron a incubar a 28ºC durante una o dos semanas adicionales hasta que produjeron 

suficiente biomasa. 

 

 Los cultivos seleccionados se preservaron en forma de 2 viales con 5 tacos de agar 

cogidos con ayuda de un transfer tube que se transfieron a un criotubo de 2 ml que contenía 

1,2 ml de glicerol 10%. Estos criotubos se conservaron a -80ºC.  

 

 

3.3. Identificación morfológica. 

 

Los actinomicetos aislados se identificaron a nivel de género o de familia mediante 

observación al microscopio (aumentos de 400x y 1000x) de la morfología del micelio aéreo 

y/o vegetativo desarrollados al crecer en el medio agua-agar (Hunter-Cervera et al., 1986) 

durante 21 días a 28ºC (Tabla 13, p103). 

 

 

3.4. Análisis de ácidos grasos (FAMEs) mediante cromatografía de gases. 

 

Las cepas aisladas se crecieron formando un cultivo continuo en el medio TSBA (30 g/l 

de Trypticase Soy Broth BBL#11768 y 15 g/l de agar) durante 4 días a 28ºC. El micelio 

vegetativo (100-200 mg) se rascó de la placa con el borde afilado de una espátula procurando 

arrastrar la menor cantidad posible de agar. Los ésteres metílicos de los ácidos grasos 

(FAMEs) se prepararon usando el método recomendado por MIDI en su Nota Técnica 101 

(Sasser, 1990a) que es una modificación de los métodos descritos por Miller (1982), Sasser y 

colaboradores (1984) y Stead y colaboradores (1992). La preparación de las muestras para 

el análisis de los ácidos grasos consiste en la hidrólisis de los ácidos grasos celulares totales 

para formar las sales sódicas y luego en la metilación para formar los ésteres de los ácidos 

grasos para hacerlos más volátiles. Una vez recogido el micelio (unos 50 mg, peso húmedo) 

tras su incubación durante 4 días a 28ºC, se produce la saponificación mediante una solución 

de hidróxido sódico y metanol durante 30 min a 100ºC. Esto hace que se liberen los ácidos 

grasos de sus lípidos celulares. El segundo paso es la metilación con ácido clorhídrico en 

metanol durante 80ºC + 1ºC durante 10 min + 1 min. Tercero, extracción de los ésteres 

metílicos de los ácidos grasos con una mezcla de hexano y metil-tert-butil-éter (1:1) durante 

10 min, agitando con suavidad. Finalmente el extracto se lava con una solución acuosa de 

NaOH durante 5 min. El extracto se transfiere a un vial de cromatografía para su posterior 

análisis, o se conserva a -20ºC hasta su análisis (Welch, 1991). 
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El análisis de los FAMEs se llevó a cabo mediante cromatografía de gases capilar 

usando un cromatógrafo de gases Hewlett-Packard modelo 5890 con automuestreador. La 

separación se realizó con una columna capilar de 25 m de sílice fundida rellena de 5% metil-

fenil-silicona (Hewlett-Packard Ultra-2, 19091B-102) y la detección se hizo con un detector de 

ionización de llama (FID) usando hidrógeno como gas portador (con un flujo de 30 ml/min en 

el FID, 55 ml/min en el venteado del split y 5 ml/min en el purgado del septum), nitrógeno 

como gas auxiliar (con un flujo de 30 ml/min en el FID) y aire (con un flujo de 400 ml/min en el 

FID). La temperatura del inyector fue de 250ºC y la del detector 300ºC. La temperatura del 

horno se incrementó 5ºC/min desde 170ºC al inicio del análisis hasta llegar a los 270ºC. Dos 

µl de la muestra se inyectaron en la columna (con una relación 1:100 de split). La secuencia 

de las muestras, las condiciones cromatográficas, la secuencia del patrón de calibración, la 

integración de picos, la identificación y cuantificación de los mismos estuvieron controladas 

automáticamente por el software del Microbial Identification System (MIDI). El patrón de 

calibración contenía una mezcla conocida de ácidos grasos, incluyendo todos los ácidos 

grasos saturados y lineales entre 9 y 20 átomos de carbono de longitud  de cadena y 5 

FAMEs hidroxilados. Los FAMEs individuales fueron identificados usando el programa 

informático Microbial Identification Software (MIS) de MIDI (MIDI, Inc. Newark, DE, USA) 

 

 

3.5. Técnicas genotípicas basadas en los perfiles de amplificación mediante PCR. 

 

 

3.5.1. Extracción del ADN. 

 

El ADN molde se obtuvo de los cultivos de actinomicetos crecidos en el medio líquido 

ATCC-2 (5 g/l de extracto de levadura, 5 g/l de NZamina EKC, 3 g/l de extracto de carne, 5 g/l 

de peptona, 1 g/l de dextrosa, 2 g/l de almidón de patata y 1 g/l de CaCO3(añadido después 

de medir el pH)) y se purificó siguiendo una modificación del protocolo descrito por Innis y 

colaboradores (1990) y que se describe a continuación: 

 

 De los cultivos axénicos crecidos en el medio ATCC-2 se recogieron 1,2 ml de 

suspensión de micelio en un tubo Eppendorf de 1,5 ml. Estos se centrifugaron a 13.000 rpm 

(Biofuge-fresco, Heraeus), 15 minutos a 4ºC. Se descartó el sobrenadante, conservando el 

micelio sedimentado a -20ºC para la posterior extracción de ADN. El material celular recogido 

se resuspendió en 800 µl de buffer de extracción (50 mM EDTA pH 8,5; 0,2% SDS) y se 

incubó a 70oC durante 30 minutos en un termobloque (Multi-Block, Lab-Line). Después se 

centrifugó a 13.000 rpm, 4oC durante 15 minutos para eliminar restos celulares. El 

sobrenadante resultante se transfirió a un nuevo tubo de 1,5 ml (Eppendorf) con 60 µl de 

acetato potásico (CH3CO2K) 3 M, pH 5,2. Se incubó a -20oC durante 15-20 min. A 

continuación se centrifugó en las condiciones anteriores y se pasaron 500 µl de sobrenadante 

a un nuevo tubo con 1 ml de etanol al 96%. Se incubó a -20oC de 2-5 horas; se centrifugó y se 

descartó el sobrenadante. Se lavó de nuevo con etanol al 70%, se centrifugó y se dejó 

evaporar el etanol en el termobloque a 37oC. Una vez seco, el sedimento se resuspendió en 

50-100 µl de agua Milli-Q estéril según la cantidad visual de ADN. 
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3.5.2. Amplificación del ADN mediante PCR para la caracterización de cultivos (PCR 

fingerprinting). 

 

 Todas las amplificaciones se realizaron en un termociclador modelo MJ Research PT-

200, equipado con tapa caliente. Con el fin de obtener la mayor reproducibilidad se 

estandarizaron el mayor número posible de variables en cada una de las distintas técnicas 

analizadas (Taq polimerasa, dNTPs, buffer, condiciones electroforéticas, etc.). 

 

3.5.2.1. Amplificación de la región intergénica 16S-23S (IGS-PCR). 

 

 Esta técnica permite analizar el número y tamaño de las regiones intergénicas 

ubicadas entre los genes 16S y 23S rRNA de los distintos operones presentes en el genoma. 

La amplificación se realizó utilizando los oligonucleótidos: G1 (5´-GAAGTCGTAACAAGG-3´) y 

L1 (5´-CAAGGCATCCACCGT-3´) descritos por Jensen y colaboradores (1993). Las 

reacciones de amplificación se llevaron a cabo en un volumen final de 25 µl conteniendo cada 

una de ellas 0,2 mM de cada uno de los cuatro dNTPs (GeneAmp® dNTPs, Applied 

Biosystems N808-0007), 1 µM de cada oligonucleótido,  5 µl de una dilución 1/100 del 

extracto de ADN y 1 unidad de Taq polimerasa (MP-1000U 5 U/µl Cat EPTQA100) con su 

correspondiente tampón de reacción (10 mM Tris HCl, pH 9,0, 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2, 

0,1% Tritón X-100, 0,2 mg/ml BSA). En cada experimento de PCR, se incluyeron controles a 

los que no se les añadió ADN bacteriano. Las condiciones de amplificación fueron (i) 5 min a 

95ºC; seguido por (ii) 30 ciclos a 94oC durante 30 s, 30 s a 55oC y 2 min a 72oC; y (iii) seguido 

al final por un ciclo de 10 min a 72oC, (iv) para pasar finalmente a 4ºC. 

 

3.5.2.2. ADNt-PCR. 

 

Los oligonucle·tidos T5A (5ô-AGTCCGGTGCTCTAACCAACTGAG-3') y T3B (5´-

AGGTCGCGGGTTCGAATCC-3´) se utilizaron para la amplificación de las regiones situadas 

entre genes adyacentes de los ARNt (Welsh y McClelland, 1991 y 1992; Hirsch y Sigmund, 

1995). Las reacciones de amplificación fueron iguales a las descritas en el apartado anterior 

con la excepción de los oligonucleótidos empleados. Las condiciones de amplificación fueron 

(i) 5 min a 95ºC; seguido por (ii) 30 ciclos a 94oC durante 30 s, 30 s a 50oC y 2 min a 72oC; y 

(iii) seguido al final por un ciclo de 10 min a 72oC, (iv) para pasar finalmente a 4ºC. 

 

3.5.2.3. rep-PCR: REP-PCR, ERIC-PCR, BOX-PCR y (GTG)5-PCR.  

 

 Esta técnica consiste en la amplificación por PCR de fragmentos palindrómicos 

repetitivos extragénicos. Los protocolos de amplificación mediante PCR con los cebadores 

REP, ERIC, BOX y (GTG)5 se denominan respectivamente REP-PCR, ERIC-PCR, BOX-PCR 

y (GTG)5-PCR y en su conjunto como rep-PCR (Versalovic et al., 1991, 1994, 1998a y 1998b; 

Louws et al., 1995). 

 

Las secuencias de los cebadores correspondientes al elemento REP son las siguientes: 

 

- REP1R-I (5ô-IIIICGICGICATCIGGC-3ô) 

  REP2-I (5ô-ICGICTTATCIGGCCTAC-3ô) 
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Las secuencias de los cebadores correspondientes al elemento ERIC son las 

siguientes: 

 

- ERIC1R (5ô-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3ô)  

  ERIC2 (5ô-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3ô) 

 

La secuencia del cebador correspondiente al elemento BOX es la siguiente: 

 

- BOXA1R (5ô-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3ô) 

 

La secuencia del cebador correspondiente al politrinucleótido (GTG)5 es la siguiente: 

- (GTG)5 (5ô-GTGGTGGTGGTGGTG-3ô) 

 

 La mezcla de reacción de 20 µl para cada una de las muestras contiene 5 µl del 

tampón 5X Gitschier (Louws et al., 1995; Rademaker y De Bruijn, 1997), 0,2 µl de BSA (20 

mg/ml), 2,5 µl de DMSO 100% (v/v), 1,25 mM de cada uno de los cuatro dNTPs (dATP, dCTP, 

dGTP y dTTP) (Roche), 1 µM de cada oligonucleótido (1 µl de cada uno de los cebadores 

REP1RI y REP2-I o de ERIC1R y ERIC2 o 1 µl del cebador BOXA1R y del cebador (GTG)5, a 

una concentración cada uno de 0,3 µg/µl), 2 unidades de Taq polymerasa (0,4 µl de una 

concentración de 5 U/µl) (MP-1000U 5 U/µl Cat EPTQA100). A cada mezcla de reacción se le 

añaden 5 µl de una dilución 1/100 del extracto de ADN genómico de cada muestra. 

 

Los parámetros de amplificación fueron los siguientes: (i) un ciclo inicial de 

desnaturalización de 7 min a 95ºC seguido de (ii) 30 ciclos que constaban de una etapa de 

desnaturalización de 1 min a 94 ºC, seguido de la fase de apareamiento de 1 min a 40ºC para 

la pareja de cebadores REP y para el cebador (GTG)5, 52ºC para la pareja de cebadores 

ERIC y 53ºC para el cebador BOX, seguido de la fase de extensión de 8 min a 65ºC, (iii) 

seguido de una etapa final, al final de los ciclos, de 16 min a 65ºC, (iv) para pasar finalmente 

a 4ºC. 

 

Tabla 5: Secuencias de los oligonucleótidos empleados para el análisis de PCR-fingerprinting. 

 

 
Secuencia del Oligonucle·tido (5ËŸ 3Ë) 

IGS-PCR 
G1: 5´-GAA GTC GTA ACA AGG-3´ 

L1: 5´-CAA GGC ATC CAC CGT-3´ 

ADNt-PCR 
T5A: 5ô-AGT CCG GTG CTC TAA CCA ACT GAG-3' 

T3B: 5´-AGG TCG CGG GTT CGA ATC C-3´ 

REP-PCR 
REP1R-I: 5ô-III ICG ICG ICA TCI GGC-3ô 

REP2-I: 5ô-ICG ICT TAT CIG GCC TAC-3ô 

ERIC-PCR 
ERIC1R: 5ô-ATG TAA GCT CCT GGG GAT TCAC-3ô 

ERIC2: 5ô-AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G-3ô 

BOX-PCR BOXA1R: 5ô-CTA CGG CAA GGC GAC GCT GAC G-3ô 

(GTG)5-PCR (GTG)5 5ô-GTG GTG GTG GTG GTG-3ô 
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Tabla 6: Volúmenes empleados para cada análisis de PCR-fingerprinting (valores expresados 

en µl). 

 

IGS-PCR / ADNt-PCR 
  

REP-PCR / ERIC-PCR 
 

BOX-PCR / (GTG)5-PCR 

REACCION DE PCR 
 

REACCION DE PCR 
 

REACCION DE PCR 

10x tampón estándar 2,5 
 

5X tampón Gitschier  5 
 

5X tampón Gitschier  5 

dNTPs (10mM) 2 
 

DMSO puro 10% 2,5 
 

DMSO puro 10% 2,5 

Oligo 1 (100µM) 0,25 
 

BSA 20mg/ml 0,2 
 

BSA 20mg/ml 0,2 

Oligo 2 (100µM) 0,25 
 

dNTPs (10mM) 10,3 
 

dNTPs (10mM) 11,3 

Taq DNA Pol 0,2 
 

Oligo 1 (100µM) 1 
 

Oligo (100µM) 1 

H2O 15 
 

Oligo 2 (100µM) 1 
 

Taq DNA Pol 0,4 

Vol. Master mix 20 

 
Taq DNA Pol 0,4 

 
Vol. Master mix 20 

ADN 1/100 5 
 

Vol. Master mix 20 
 

ADN 1/100 5 

   
ADN 1/100 5 

    

 

Tabla 7: Parámetros de amplificación empleados para cada análisis de PCR-fingerprinting. 

 

IGS-PCR 
 

ADNt-PCR 
 

REP-PCR 

        5min - 95ºC 

  

5min - 95ºC 

  

7min - 95ºC 

 30s - 95ºC 
 

 

30s - 95ºC 
 

 

1min - 94ºC 
 

30s - 55ºC 30 ciclos 

 

30s - 50ºC 30 ciclos 

 

1min - 40ºC 30 ciclos 

2min - 72ºC 
 

 

2min - 72ºC 
 

 

8min - 65ºC 
 

10min - 72ºC 

  

10min - 72ºC 

  

16min - 65ºC 

  
 
 

       
ERIC-PCR 

 
BOX-PCR 

 
(GTG)5-PCR 

        7min - 95ºC 

  

7min - 95ºC 

  

7min - 95ºC 

 1min - 94ºC 
 

 

1min - 94ºC 
 

 

1min - 94ºC 
 

1min - 52ºC 30 ciclos 

 

1min - 53ºC 30 ciclos 

 

1min - 40ºC 30 ciclos 

8min - 65ºC 
 

 

8min - 65ºC 
 

 

8min - 65ºC 
 

16min - 65ºC 

  

16min - 65ºC 

  

16min - 65ºC 
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3.5.3. Detección de secuencias específicas de genes biosintéticos: sistemas PKS-I, 

PKS-II, NRPS, APH y HMG CoA reductasa. 

 

 Como en el caso de los análisis de PCR-fingerprinting, todas las amplificaciones se 

realizaron en un termociclador modelo MJ Research PT-200, equipado con tapa caliente, 

estandarizándose también en este caso el mayor número posible de variables (Taq 

polimerasa, dNTPs, buffer, condiciones electroforéticas,etc.). 

 

Para la detección de la presencia de los genes biosintéticos hemos utilizado 5 parejas 

distintas de oligonucleótidos para PCR: 

 

- A3F (5ô-GCSTACSYSATSTACACSTCSGG-3ô) y  

  A7R (5ô-SASGTCVCCSGTSCGGTAS-3ô) espec²ficos para secuencias NRPS (Ayuso-Sacido 

y Genilloud, 2005); 

 

- K1F (5ô-TSAAGTCSAACATCGGBCA-3ô) y  

  M6R (5ôCGCAGGTTSCSGTACCAGTA3ô) dirigidos a secuencias PKS-I (Ayuso-Sacido 

 y Genilloud, 2005); 

 

- KS  (5'-TSGRCTACRTCAACGGSCACGG-3ô) y  

  KSɓ (5ô-TACSAGTCSWTCGCCTGGTTC-3ô) dirigidos a secuencias PKS-II (Ayuso et  al., 

2005); 

 

- STR-F (5ô-CGGCTGCTCGACCACGAC-3ô) y  

  STR-R  (5ô-GTCCTCGATGTCCCACAG-3ô) dirigidos a secuencias APH (Anderson et al., 

2002) 

 

- HMGF (5ô-GGGCATCGCCGCGACCCTCGTCGACGAGCG-3ô) y  

  HMGR (5ô-GCGATGACGGCGAGGCGGCGGGCGTTCTC-3ô) dirigidos a secuencias de 

 la HMG CoA reductasa (Sigmund et al., 2003). 

 

Los ADN purificados se utilizaron como molde para la reacción de amplificación de la 

Taq polimerasa. Las reacciones de amplificaci·n se realizaron en un volumen de 50 ɛl que 

conten²a 0,4 ɛM de cada oligonucle·tido, 0,2 mM de cada dNTPs (Roche), 5 ɛl de cada 

extracto de ADN, 1 U de Taq polimerasa (MP-1000U 5 U/µl Cat EPTQA100) en tampón de 

reacción recomendado por el fabricante y 10% de DMSO.  

 

Los parámetros de amplificación fueron los siguientes: (i) un ciclo inicial de 

desnaturalización de 5 min a 95ºC seguido de (ii) 35 ciclos de 30 s a 95 ºC, 2 min a 55ºC para 

la pareja K1F/M6R, 58ÜC para la pareja KSŬ/KSɓ y 61ºC para la pareja A3F/A7R y 4 min a 

72ºC, (iii) seguido de 10 min a 72ºC al final de los ciclos, (iv) para pasar finalmente a 4ºC. Las 

amplificaciones con los oligonucleótidos STR-F/STR-R y HMGF/HMGR se realizaron según 

se ha descrito con anterioridad (Huddleston et al., 1997; Anderson et al., 2002; Sigmund et al., 

2003): (i) un ciclo inicial de desnaturalización de 5 min a 95ºC seguido de (ii) 35 ciclos que 

constaban de una etapa de desnaturalización de 1 min a 94 ºC, seguido de la fase de 

apareamiento de 1 min a 55ºC para la pareja de cebadores STR-F/STR-R, 62ºC para la 
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pareja de cebadores HMGF/HMGR seguido de la fase de extensión de 1 min a 72ºC, (iii) 

seguido de una etapa final, al final de los ciclos, de 10 min a 72ºC, (iv) para pasar finalmente 

a 4ºC. 

 

Tabla 8: Secuencias de los oligonucleótidos empleados para la detección de secuencias 

específicas de genes biosintéticos. 

 

 

Secuencia del Oligonucle·tido (5ËŸ 3Ë) 
Tamaño de 
banda (pb) 

PKS-I K1F: 5ô-TSA AGT CSA CAT CGG BCA-3ô 
1250-1400 

 

M6R: 5ô-CGC AGG TTS CSG TAC CAG TA-3 

PKS-II KSŬF: 5ô-TSG RCT ACR TCA ACG CSC ACG G-3ô 
800-900 

 

KSɓR: 5ô-TAC SAG TCS WTC GCC TGG TTC-3ô 

NRPS A3F: 5ô-GCS TAC SYS ATS TAC ACS TCS GG-3ô  
700 

 

A7R: 5ô-SAS GTC VCC SGT SCG GTA S-3ô 

STR STR-F: 5ô-CGG CTG CTC GAC CAC GAC-3ô 
600 

  STR-R:  5ô-GTC CTC GAT GTC CCA CAG-3ô 

HMG HMGF: 5ô-GGG CAT CGC CGC GAC CCT CGT CGA CGA GCG-3ô  
900 

 

HMGR: 5ô-GCG ATG ACG GCG AGG CGG CGG GCG TTC TC-3ô 

 

 

Tabla 9: Volúmenes empleados para la detección de secuencias específicas de genes 

biosintéticos (valores expresados en µl). 

 

PKS-I / PKS-II / NRPS 

 

STR / HMG 

REACCION DE PCR 
 

REACCION DE PCR 

10x tampón estándar 5 

 
10x tampón estándar 5 

DMSO puro 10% 5 

 
DMSO puro 10% 5 

dNTPs (10mM) 4 

 
dNTPs (10mM) 4 

Oligo directo (100µM) 0,25 

 
Oligo directo (100µM) 0,3 

Oligo reverso (100µM) 0,25 

 
Oligo reverso (100µM) 0,3 

Taq DNA Pol 0,2 

 
Taq DNA Pol 0,2 

H2O 30,3 

 
H2O 30,2 

Vol. Master mix 45 

 
Vol. Master mix 45 

ADN 1/100 5 

 
ADN 1/100 5 
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Tabla 10: Parámetros de amplificación empleados para la detección de secuencias 

específicas de genes biosintéticos. 

  

PKS-I 
 

PKS-II 
 

NRPS 

        5min - 95ºC 
 

 

5min - 95ºC 
 

 

5min - 95ºC 
 

30s - 95ºC 
 

 

30s - 95ºC 
 

 

30s - 95ºC 
 

2min - 55ºC 35 ciclos 

 

2min - 58ºC 35 ciclos 

 

2min - 61ºC 35 ciclos 

4min - 72ºC 
 

 

4min - 72ºC 
 

 

4min - 72ºC 
 

10min - 72ºC 
 

 

10min - 72ºC 
 

 

10min - 72ºC 
 

 

                            

STR 
 

HMG 

     5min - 95ºC 
 

 
5min - 95ºC 

 1min - 94ºC 
 

 
1min - 94ºC   

1min - 55ºC 35 ciclos 

 
1min - 62ºC 35 ciclos 

1min - 72ºC 
 

 
1min - 72ºC   

10min - 72ºC 
 

 
10min - 72ºC 

  

 

 

3.5.3.1. Digestión con la enzima Hin F1 de los productos de amplificación de los 

sistemas PKS-I, PKS-II y NRPS. 

 

 Los productos de amplificación se purificaron con el GFX PCR DNA and Gel Band 

Purification Kit (27-9602-01; Amersham Pharmacia Biotech) para su posterior digestión con la 

enzima HinF1 (Cat#  E1061V, 1000 unidades; Amersham Pharmacia Biotech). 

 

Las condiciones de digestión fueron las siguientes: 

 

1. En un eppendorf se añadió: 

     Agua milli-Q estéril           16 µl 

     10X Buffer                   2 µl 

     DNA      2 µl 

     HinF1                                0,2 µl 

 

2. Se incubó 1 hora a 37ºC. 

3. Se cargaron 15 µl en un gel de acrilamida en gradiente 4-20% 
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3.5.4. Análisis de los perfiles electroforéticos. 

 

3.5.4.1. Geles de poliacrilamida. 

 

Los productos de amplificación obtenidos en cada una de las técnicas de PCR-

fingerprinting descritas anteriormente se separaron mediante electroforesis en minigeles de 

poliacrilamida en gradiente del 4-20 % (TBE Criterion gels Bio-Rad 345-0060, Hercules, CA, 

USA) y se visualizaron después de ser teñidos durante 15 min con 0,5 mg/ml de bromuro de 

etidio. En cada gel se cargaron 3 carriles con 5 µl de un marcador de tamaño de 50-2000 pb 

(Amplisize Molecular Ruler, 170-8200B, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) para poder 

posteriormente normalizar las imágenes de los geles y comparar entre sí los perfiles 

electroforéticos obtenidos en diferentes geles. Las imágenes de los geles se obtuvieron y 

almacenaron usando el analizador de imágenes Image Master analyzer (Pharmacia-Biotech) 

y se guardaron en formato TIFF. 

 

3.5.4.2. Geles de agarosa. 

 

Los productos de amplificación obtenidos con los oligonucleótidos específicos para la 

detección de las distintas rutas biosintéticas o de genes de resistencia se visualizaron 

mediante electroforesis en geles de agarosa al 1,2 % (Ready-To-Run 48 well 1,2% agarose 

gel, 80-6461-71, Amersham Pharmacia Biotech) que contenían bromuro de etidio 

 

 

3.5.5. Secuenciación del gen ribosomal 16S rADN y análisis filogenético. 

 

El ADN genómico de las cepas salvajes seleccionadas se utilizó como molde para la 

amplificación parcial del gen 16S ARNr, mediante el empleo de los oligonucleótidos fD1 

(Weisburg et al., 1991) y 1110r (Lane, 1991). Las reacciones de PCR se realizaron siguiendo 

los parámetros de amplificación siguientes: (i) un ciclo inicial de desnaturalización de 5 min a 

95ºC seguido de (ii) 35 ciclos de 30 s a 95 ºC, 2 min a 53ºC y 4 min a 72ºC, (iii) seguido de 10 

min a 72ºC al final de los ciclos, (iv) para pasar finalmente a 4ºC.  

 

Los productos de amplificación se purificaron con el GFX PCR DNA and Gel Band 

Purification Kit (27-9602-01; Amersham Pharmacia Biotech). Los productos de PCR 

purificados fueron enviados a Genewiz (GENEWIZ, Inc. South Plainfield, NJ) para su 

secuenciación. Los fragmentos de ADN se secuenciaron usando el ABI PRISMDYE 

Terminator Cycle sequencing Kit y los fragmentos se resolvieron usando un ABI3130 genetic 

analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Para cada producto de amplificación se 

secuenciaron las dos hebras usando los mismos oligonucleótidos usados para la 

amplificación inicial. 

 

 Las secuencias parciales, de unos 900-1000 nt, se ensamblaron y editaron con la 

aplicación Assembler, incluido en el programa Bionumerics (ver 5.10) para su posterior 

análisis y alineamiento. El alineamiento múltiple de las secuencias se realizó usando el 

programa CLUSTALX (Thompson et al., 1997), integrado en el programa MEGA versión 5.05. 

(Tamura et al., 2011) aplicando los parámetros por defecto empleados en CLUSTALX. 
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Posteriormente, los alineamientos de las secuencias nucleotídicas se revisaron visualmente 

para identificar posiciones con un alineamiento dudoso, principalmente en los extremos de las 

secuencias, y así poder corregirlas u omitirlas siguiendo las recomendaciones de Tindall y 

colaboradores (2010). Una vez alineadas, las secuencias se recortaron en sus extremos 

dejando unos 900 nt que incluían alrededor la posición 100 hasta la 1000. El posterior análisis 

filogenético se realizó usando también el programa MEGA. La matriz de distancias entre 

cepas se calculó usando el algoritmo de Jukes y Cantor (Jukes y Cantor, 1969) la cual se usó 

para construir un árbol filogenético mediante el método de Neighbor-Joining descrito por 

Saitou y Nei (Saitou y Nei, 1987). Finalmente, para todos los árboles se obtuvieron los valores 

de bootstrap (método no paramétrico de remuestreo) implementando 1.000 pseudo-réplicas. 

 

Además del árbol filogenético, las secuencias 16S ADNr se utilizaron para realizar una 

identificación filogenética de la especie más cercana, proceso que se llevó a cabo inicialmente 

mediante el análisis de BLAST (Altschul et al., 1990 y 1997) y megaBLAST (Zhang et al., 

2000; http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), frente a la base de datos de cepas tipo con 

nombres procarióticos válidamente publicados (Chun et al., 2007; Kim et al., 2012). Después, 

se seleccionaron las 50 secuencias con valores más altos para el cálculo de la similitud de 

secuencia por parejas (pairwise) usando un algoritmo de alineamiento global que fue 

implementado por el servidor de EzTaxon server (http://www.eztaxon.org/; Chun et al., 2007; 

http://www.ezbiocloud.net/eztaxon; Kim et al., 2012).  

 

Tabla 11: Cepas tipo cuyas secuencias, obtenidas de GenBank, se han utilizado en 

este trabajo para el análisis filogenético. 

 

Familia Especie Cepa Nº de acceso 

Micromonosporaceae 

Actinoplanes cyaneus DSM 46137
T
 X93186 

Actinoplanes deccanensis IFO 13994
T
 AB036998 

Actinoplanes digitatis IFO 12512
T
 AB037000 

Micromonospora aurantiaca ATCC 27029
T
 X92604 

Micromonospora chalcea DSM 43026
T
 X92594 

Micromonospora chokoriensis 2-19/6
T
 AB241454 

Micromonospora humi P0402
T
 GU459068 

Micromonospora lupini lupac 14N
T
 AJ783996 

Micromonospora peucetia DSM 43363
T
 X92603 

Micromonospora saelicesensis Lupac 09
T
 AJ783993 

Micromonospora tulbaghiae TVU1
T
 EU196562 

Nocardiaceae 
Gordonia sputi DSM 43896

T
 X80634 

Nocardia iowensis UI 122540
T
 DQ925490 

Pseudonocardiaceae 

Actinomycetospora chlora TT07I-57
T
 AB514519 

Actinomycetospora lutea TT00-04
T
 AB514515 

Amycolatopsis kentuckyensis NRRL B-24129
T
 AY183357 

Amycolatopsis lexingtonensis NRRL B-24131
T
 AY183358 

Amycolatopsis pretoriensis NRRL B-24133
T
 AY183356 

Amycolatopsis saalfeldensis HKI0457
T
 DQ792500 

Amycolatopsis thermalba SF45
T
 HQ668525 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.eztaxon.org/
http://www.ezbiocloud.net/eztaxon
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Familia Especie Cepa Nº de acceso 

Pseudonocardia acaciae GMKU095
T
 EU921261 

Pseudonocardia alaniniphila YIM 16303
T
 EU722519 

Pseudonocardia alni DSM 44104
T
 Y08535 

Pseudosporangium ferrugineum 3-44-a-19
T
 AB302183 

 
Saccharothrix texasensis NRRL B-16107

T
 AF114815 

Streptomycetaceae 

Streptomyces ambofaciens ATCC 23877
T
 M27245 

Streptomyces arenae NBRC 13016
T
 AB249977 

Streptomyces atrovirens NRRL B-16357
T
 DQ026672 

Streptomyces axinellae Pol001
T
 EU683612 

Streptomyces bambergiensis NBRC 13479
T
 AB184869 

Streptomyces caelestis NRRL 2418
T
 X80824 

Streptomyces caeruleus NRRL 2466
T
 DQ442532 

Streptomyces caniferus NBRC 15389
T
 AB184640 

Streptomyces carpinensis NBRC 14214
T
 AB184574 

Streptomyces chartreusis NBRC 12753
T
 AB184839 

Streptomyces cirratus NRRL B-3250
T
 AY999794 

Streptomyces coelicoflavus NBRC 15399
T
 AB184650 

Streptomyces coeruleorubidus NBRC 12844
T
 AB184849 

Streptomyces cremeus NBRC 12760
T
 AB184124 

Streptomyces drozdowiczii NBRC 101007
T
 AB249957 

Streptomyces flavovirens NBRC 3716
T
 AB184834 

Streptomyces fumanus NBRC 13042
T
 AB184273 

Streptomyces galbus DSM 40089
T
 X79852 

Streptomyces gelaticus NRRL B-2928
T
 DQ026636 

Streptomyces glauciniger NBRC 100913
T
 AB249964 

Streptomyces globisporus subsp. 
globisporus NRRL B-2293

T
 DQ026634 

Streptomyces glomeroaurantiacus NBRC 15418
T
 AB249983 

Streptomyces gramineus JR-43
T
 HM748598 

Streptomyces griseoaurantiacus NBRC 15440
T
 AB184676 

Streptomyces griseoplanus AS 4.1868
T
 AY999894 

Streptomyces halstedii NBRC 12783
T
 AB184142 

Streptomyces libani subsp. rufus LMG 20087
T
 AJ781351 

Streptomyces lienomycini LMG 20091
T
 AJ781353 

Streptomyces longwoodensis LMG 20096
T
 AJ781356 

Streptomyces lydicus NBRC 13058
T
 AB184281 

Streptomyces misionensis NBRC 13063
T
 AB184285 

Streptomyces murinus NBRC 12799
T
 AB184155 

Streptomyces mutomycini NBRC 100999
T
 AB249951 

Streptomyces neopeptinius KNF 2047
T
 EU258679 

Streptomyces netropsis NBRC 3723
T
 AB184792 

Streptomyces niveoruber NBRC 15428
T
 AB184675 

Streptomyces nogalater JCM 4799
T
 AB045886 

Streptomyces novaecaesareae NBRC 13368
T
 AB184357 
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Familia Especie Cepa Nº de acceso 

Streptomyces olivochromogenes NBRC 3178
T
 AB184737 

Streptomyces pactum NBRC 13433
T
 AB184398 

Streptomyces phaeoluteichromatogenes NRRL B-5799
T
 AJ391814 

Streptomyces pulveraceus LMG 20322
T
 AJ781377 

Streptomyces purpurascens NBRC 13077
T
 AB184859 

Streptomyces recifensis NBRC 12813
T
 AB184165 

Streptomyces seoulensis NBRC 16668
T
 AB249970 

Streptomyces silaceus NRRL B-24166
T
 EU812170 

Streptomyces sporoclivatus NBRC 100767
T
 AB249934 

Streptomyces tendae ATCC 19812
T
 D63873 

Streptomyces thinghirensis DSM 41919
T
 FM202482 

Streptomyces vinaceus NBRC 13425
T
 AB184394 

Streptomyces violaceolatus DSM 40438
T
 AF503497 

Streptomyces violascens NBRC 12920
T
 AB184246 

Streptomyces virginiae NBRC 12827
T
 AB184175 

Streptomyces xanthochromogenes NRRL B-5410
T
 DQ442559 

Streptosporangiaceae Streptosporangium longisporum DSM 43180
T
 X89944 

Thermomonosporaceae 
Actinomadura fulvescens IFO 14347

T
 U49005 

Actinomadura madurae DSM 43067
T
 X97889 

 

 

3.6. Técnicas para el análisis de metabolitos secundarios. 

 

 

3.6.1. Actividades antimicrobianas producidas por tacos de agar de los cultivos. 

 

Con el fin de detectar en una primera aproximación y de una forma rápida y sencilla la 

posible producción de metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana, decidimos 

utilizar tacos de agar de los cultivos empleados en este estudio en ensayos de difusión en 

agar frente a la bacteria Gram-positiva Staphylococcus aureus (MB5393), la bacteria Gram-

negativa Escherichia coli (MB4926) y contra la levadura Candida tropicalis (MY1012), todas 

ellas procedentes de la colección de cultivos de Merck & Co., Inc. (Basilio et al., 2003). Las 

bacterias usadas para estos ensayos eran resistentes, al menos, a un agente antimicrobiano: 

S. aureus era resistente a la meticilina; E. coli era resistente a penicilina, cefalosporinas y 

macrólidos. Candida tropicalis era resistente a fluconazol e itraconazol (Cartledge et al., 

1997). Los inóculos y las placas de ensayo para las cepas bacterianas y la levadura se 

prepararon según se ha descrito con anterioridad (Pelaez et al., 1998; Suay et al., 2000). Los 

tacos de agar de 9mm de diámetro de cada una de las cepas actinomicetos crecidos en YME 

agar se colocaron sobre la superficie de las placas de ensayo sembradas respectivamente 

con cada uno de los microorganismos diana. Los halos de inhibición se midieron después de 

24 h de incubación a 30ºC en el caso de la levadura o a 37ºC en el caso de las bacterias. 
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3.6.1.1. Preparación de los inóculos y de las placas de ensayo. 

 

Los protocolos para la preparación de las placas de ensayo y las condiciones para la 

siembra y crecimiento de los inóculos de cada microorganismo de ensayo son los descritos 

detalladamente por Pelaez y colaboradores (1998); Suay y colaboradores (2000) y Basilio y 

colaboradores (2003), aunque a continuación vamos a describir brevemente su preparación: 

 

Staphylococcus aureus (MB 5393) (cepa resistente a meticilina-MRSA) 

 

INÓCULO 

- 600-750 ml del stock del cultivo congelado 

- 50 ml de BHI (Brain Heart Infussion broth) (237500 BECTON DICKINSON) (37 gr/l) 

- Incubar a 370C durante 24 h a 220 rpm. 

 

PLACAS DE ENSAYO 

- BHI: 37 g/l 

- Bacto-agar: 15 g/l 

- Leer la D.O. del cultivo crecido durante la noche con BHI como blanco. 

- Inocular a 48oC al 3,3 % del inóculo ajustado a una D.O. de 0,22 a 660 nm. 

 

Escherichia coli (MB 4926) 

 

INÓCULO 

- 250-300 ml del stock del cultivo congelado 

- 50 ml de BHI (37 g/l) 

- Incubar a 37oC durante 24 h a 220 rpm. 

 

PLACAS DE ENSAYO 

- BHI: 37 g/l 

- Bacto-agar: 15 g/l 

- Inocular a 48oC con 3% de inóculo ajustado a una D.O. de 0,22 a 660 nm. 

 

Candida tropicalis (MY 1012) 

 

MEDIO DE INÓCULO 

- 1ml del stock del cultivo congelado 

- 15 ml de SBD (Saboraud Dextrose Broth) (238230 BECTON DICKINSON). (30 g/l) 

- Incubar a 37oC durante 48 h a 220 rpm. 

 

PLACAS DE ENSAYO  

 

Con MES*:  

15 g/l de Bacto-agar. 

800 ml de agua. 

AUTOCLAVAR 

100 ml de MES * 
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100 ml de completo** 

 

Medir la D.O. del cultivo crecido durante la noche con Potato Dextrose. 

Inocular un 2% del inóculo, ajustado a una D.O. de 0,6 a 660nm. 

 

*MES: - NaOH: 30 g/l (disolverlo en primer lugar). 

            - MES: 213,2 g/l  

              Ajustar a pH 7,0 (para 700ml aprox. se añaden 12 ml de NaOH ï 34%). 

            - Añadir 1000 ml de agua. 

 

**COMPLETO:  - Yeast Nitrogen Base (YNB): 67,5 g/l 

                            - Dextrosa: 10 g/l 

 

* Esterilizar por filtración - NO AUTOCLAVAR. Guardarlos a 4oC. 

 

  

PLACAS DE ENSAYO 

 

En cada placa se distribuyen 100 ml inoculados con la cepa de ensayo 

Se dejan secar abiertas durante 5 minutos. 

Se dejan secar cerradas durante 10 minutos. 

Guardar a 4oC. 

 

3.6.1.2. Realización del ensayo. 

 

Los tacos de agar se realizaron con el extremo mayor de una punta de pipeta de 5 ml 

estéril que produjo un taco de unos 9-10 mm de diámetro, a partir de las placas de YME de 

los cultivos y se colocaron sobre la placa de ensayo con la ayuda de unas pinzas metálicas 

estériles. Las placas de ensayo son placas NUNC de 245 mm x 245 mm que contenían 100 

ml del medio apropiado para cada microorganismo de ensayo que había sido inoculado 

respectivamente con cada uno de los tres microorganismos de ensayo. Las placas con los 

tacos se incubaron durante toda la noche a 37ºC y se registró el diámetro del halo de 

inhibición producido a la mañana siguiente. 

 

Como controles positivos pusimos 10 µl de los antibióticos control sobre la superficie del 

agar: tricotecina para MY1012 y gentamicina para MB5393 y MB4926. 

 

 

3.6.2. Actividades antimicrobianas producidas por microfermentaciones en medios 

sólidos y en medios líquidos. 

 

 Con el fin de estudiar con más detalle el potencial metabólico del grupo de cepas de la 

familia Pseudonocardiaceae y ver si cepas que son fenotípica y genotípicamente iguales son 

capaces de producir distintos metabolitos y distintas actividades antimicrobianas, o si por el 

contrario producen todas ellas las mismas actividades y metabolitos decidimos analizar las 
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actividades antimicrobianas producidas así como la detección de metabolitos conocidos 

mediante cromatografía líquida y espectrometría de masas (LC/MS).  

 

 Por otro lado, queríamos confirmar si los datos de actividad resultantes del ensayo con 

tacos de agar se reproducían al fermentar las cepas tanto en medios sólidos como en medios 

líquidos. Además de confirmar las actividades inicialmente detectadas queríamos ver una 

posible correlación entre las actividades detectadas y la presencia de metabolitos conocidos 

en los extractos generados. 

 

 Para ello, seleccionamos 32 cepas de Pseudonocardiaceae que crecimos en cuarenta 

condiciones de fermentación distintas. Las condiciones de fermentación seleccionadas 

incluían fermentaciones en medio sólido que trataban de reproducir las condiciones originales 

de los tacos de agar, así como fermentaciones en medios líquidos. 

 

 Las condiciones de fermentación para cada una de las 32 cepas fueron: 

 

- Se seleccionaron diez medios con diferentes fuentes de carbono, de nitrógeno y de 

sales minerales para ampliar el espectro de elementos nutricionales e incrementar las 

posibilidades de inducir la producción de metabolitos secundarios, utilizando desde medios 

muy limitados hasta medios con gran cantidad de nutrientes. 

 

- fermentaciones sólidas y líquidas. 

- tiempos de incubación de 7 y 14 días. 

 

La combinación de todas estas condiciones de fermentación, dio lugar a 40 

fermentaciones para cada una de las cepas, generando un total de 1280 fermentaciones, la 

mitad de ellas en medios sólidos y la otra mitad en medios líquidos. 

 

 

3.6.2.1. Fermentación de cultivos. 

 

3.6.2.1.1. Fermentaciones en medios líquidos.  

 

 Para determinar la actividad biológica de los cultivos de la familia 

Pseudonocardiaceae, se prepararon fermentaciones miniaturizadas en placas multipocillo 

utilizando el ñsistema Duetzò (www.enzyscreen.com) (Duetz et al., 2000; Minas et al., 2000; 

Duetz, 2007). 

 

 A partir de las placas Petri (55 mm) con YME de cada uno de los cultivos 

seleccionados se transfirieron 5 tacos de agar con ayuda de un transfer tube a un tubo de 

colonia que contenía 10 ml de medio líquido ATCC-2 (5 g/l de extracto de levadura, 5 g/l de 

NZamina EKC, 3 g/l de extracto de carne, 5 g/l de peptona, 1 g/l de dextrosa, 2 g/l de almidón 

de patata y 1 g/l de CaCO3(añadido después de medir el pH)) y un cubreobjetos de cristal de 

25-mm para homogeneizar el inóculo. De cada uno de estos inóculos, una vez comprobada 

su esterilidad en placas BH (Brain-Heart Infusion Agar), se transfirieron 750 µl a una placa 

multipocillo deep-well de 96-pocillos cuadrados (2ml de capacidad cada pocillo) para hacer la 
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denominada ñplaca madreò a partir de la cual inoculamos todas las placas de fermentación 

con cada uno de los medios líquidos o sólidos (Figura 4: A-C). 

 

 Los medios previamente autoclavados se dispensaron en placas Duetz (Volumen máx: 

2 ml/pocillo) añadiendo 800 µl/ pocillo. A continuación se inocularon los cultivos a partir de la 

ñplaca madreò con un replicador, repitiendo esta operación tres veces para asegurar la 

transferencia del inóculo al medio líquido (Figura 4: D-F). Las placas se incubaron 7 y 14 días 

a 28ºC, 75% de humedad a 300 rpm en un incubador Kühner modelo ISF-4-V (Adolf Kühner 

AG, Birsfelden, Suiza). 

 

 
 

Figura 4: A-F. Preparación e inoculación de las cepas seleccionadas en diferentes medios 

mediante el ñsistema Duetzò. Fig. A. Tubos de in·culo con las cepas crecidas en medio 

ATCC-2. Figs. B y C. Preparación de la ñplaca madreò con los inóculos de las cepas. Figs. D y 

E. Proceso de replicación en las placas multipocillo conteniendo bien medio líquido o medio 

sólido. Fig. F. Detalle del replicador. 
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