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INTRODUCCION

Los actinomicetos son bacterias de morfologia compleja y cuya caracteris-
tica comin es la formacién de hifas en algin estado de su ciclo de desarrollo.
Dentro de este grupo existen microorganismos que poseen ciclos de diferencia-
cién que varfan segin las especies. Asi, existen microorganismos con un desarro-
llo muy préximo al de las eubacterias como es el caso de Aciinomyces donde el
micelio se forma de una manera transitoria y se reproducen por escision. Otros
como Micromonospora ya poseen un desarrollo miceliar estable durante todo su
ciclo y se reproducen mediante esporas. El mayor grado de complejidad lo
alcanza el G. Streptomyces que posee dos tipos de micelio; un micelio sustrato con
funciones vegetativas que formara un segundo tipo de micelio, el aéreo, con
funciones reproductoras y que originara las esporas. Estas esporas, en condicio-
nes favorables, germinaran dando lugar al micelio sustrato y cerrando el ciclo.

Pese a las caracteristicas tan peculiares de estos microorganismos, es ain
escasa la informacién que se posee sobre su desarrollo. En el presente trabajo
realizamos un estudio detallado sobre las variaciones a nivel de ultraestructura
que tienen lugar durante el ciclo de desarrollo de dos especies tipicas de los
actinomicetos como son Micromonospora chalcea y Streptomyces antibioticus.

MATERIAL Y METODOS

Microorganismos.—Se utilizaron las cepas Streptomyces antibioticus ATCC
11891 y Micromonospora chalcea ATCC 12542. Para el estudio de la esporogéne-
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sis y germinaciéon los microorganismos se cultivaron en las condiciones descritas
previamente. (HARDISSON and MANZANAL, 1976; HARDISSON et al., 1978).

Microscopia electrénica.—Las muestras se fijaron con OsO, segin el mé-
todo de RYTER and KELLENBERGER (1958). La deshidratacion se realizé en acetona y
las muestras se incluyeron enAEpon. Los cortes se obtuvieron en un ultramicro-
tomo L.K.B. y se examinaron en un microscopio Philips EM-300 a un voltaje de
60-80 kv. Para observacién de polisacaridos se utilizo la técni¢a descrita por
THiERY (1967).

RESULTADOS Y DISCUSION
Ciclo de desarrollo de Streptomyces antibioticus

HopwooD en 1960 observé que el micelio aéreo de S. coelicolor se origina
por ramificacién del micelio sustrato, manteniendo una ultraestructura similar a
la de éste. En estudios posteriores, pudo comprobarse que el micelio aéreo poseia
algunas caracteristicas que lo diferenciaban del micelio sustrato tales como el
mayor didmetro de sus hifas, la presencia de una vaina fibrosa exterior a la pared
y un mayor nimero de ramificaciones. (KaLakouTskil and AGRE, 1976).

En S. antibioticus, junto con las caracteristicas ya mencionadas, hemos
comprobado la existencia de variaciones en la ultraestructura de ambos tipos de
hifas que afectan a la pared celular, regién nuclear, distribucién de mesosomas y
ramificaciones. Asi, en el micelio sustrato, la pared celular posee un grosor de
25-30 nm y no presenta una densidad uniforme a los electrones, mientras que la
pared del micelio aéreo tiene un espesor inferior (15 nm) y aparece uniforme-
mente densa a los electrones. Por otra parte, la regién nuclear ocupa una mayor
extensién y es mas visible en el micelio aéreo. En el micelio sustrato los mesoso-
mas son muy NuImerosos y aparecen en su mayoria proximos a la pared. Los
mesosomas del micelio aéreo se observan tanto en la proximidad de la pared
como en el interior del citoplasma y aunque menos numerosos, poseen por lo
general, un volumen mayor. (Figs. 1-4).

Una caracteristica del micelio aéreo es la elevada presencia de ramifica-
ciones que parecen asegurar un mayor volumen celular destinado a la formacién
de esporas. Esta circunstancia, que supone una alta tasa de crecimiento celular,
resulta sorprendente dada la distancia existente entre el medio de cultivo y la
posicién que ocupan estas hifas en la colonia. Por otra parte, la formacién de
tabiques vegetativos y de ramificaciones parecen ser procesos relacionados en las
hifas aéreas, mientras que esta correspondencia no se ha observado en el micelio
sustrato. (Figs. 1y 2).

Estas diferencias, junto con las ya descritas por otros autores parecen
confirmar la existencia de un proceso de diferenciacién celular en el paso de
micelio sustrato al aéreo, proceso que seria necesario tanto para el cambio de una
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funcién tipicamente vegetativa a una reproductora como para permitir el desarro-
llo de las actividades celulares en microambientes tan diferentes.

Esporogénesis.—La esporogénesis en S. antibioticus tiene lugar a través de
dos fases: la septacién y la maduracién. Durante la septacién, las hifas aéreas se
dividen en compartimentos aislados mediante la formacién de tabiques especiales
o septa de esporulacién. Estos tabiques se forman a intervalos regularmente
espaciados, por deposicion de material de nueva sintesis entre la pared de la hifa
y la membrana plasmatica que se invagina (Fig. 7). Durante esta fase la regién
nuclear se divide quedando una copia del genoma en cada uno de estos compar-
timentos. En S. antibioticus este tabique de esporulacién posee una estructura
similar al descrito en S. viridochromogenes (RANCOURT and LECHEVALIER, 1964) y
consta de una estructura mixta formada por dos depésitos unidos centralmente
por un doble anillo (septum del Tipo II, HARDISSON and MANZANAL, 1976). Una vez
formados los tabiques se inicia la maduracién durante la cual se sintetiza la pared
de las esporas (Fig. 8). En esta pared entraran a formar parte los anillos del
septum mientras que los depédsitos se desintegran por completo. A medida que
este proceso avanza las estructuras citoplasmaticas se observan con dificultad, lo
yue probablemente sea debido a la baja permeabilidad de la nueva pared a los
fjadores (Fig. 14).

Las esporas de S. antibioticus parecen originarse sin un proceso de reor-
ganizacion citoplasmica y por un mecanismo mads simple que el de las endospo-
ras bacterianas. Por esta razén algunos autores aplican el término de exosporas
a las esporas originadas por Streptomyces con el objeto de distinguirlas de las
endosporas que forman las eubacterias de la F. Bacillaceae.

Aunque para Streptomyces ya ha sido descrita la presencia de materiales
de reserva en forma de inclusiones citoplasmicas de poli-B-hidroxibutirato (Kan-
NaN and REHACEK, 1970), mediante técnicas citoquimicas de polisacaridos hemos
detectado la presencia de aciimulos de azicares que probablemente corresponden
a reservas en forma de glucégeno (Fig. 9). Este material comienza a formarse
principalmente en las primeras fases de la maduracién y no ha podido detectarse
en las esporas formadas, lo que pudiera estar debido a su utilizacién en las fases
tardias de la maduracién o bien a que este material resulta de dificil visualizacién
en las esporas.

Germinacién.—El primer cambio observado al microscopio electrénico en
las esporas de S. antibioticus durante la germinacién tuvo lugar a las dos horas de
cultivo. Las esporas aumentaron de volumen haciéndose visible con detalle toda
su estructura (Fig. 15). La pared mostré una clara estratificacién en tres capas
que no se observaba en la espora durmiente. De estas capas, la mas interna sera
la que origine la pared del tubo germinativo. El citoplasma, con abundantes
mesosomas y ribosomas, parece reflejar un estado de alta actividad biosintética.
En un estado mas avanzado de la germinacién, la mayoria de las esporas habian
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emitido el tubo germinativo, aprecidndose con frecuencia la divisién del material
genético (Fig. 16).

Ciclo de desarrollo de Micromonospora

El ciclo de vida de M. chalcea comprende la formacién de un micelio a
partir de una espora que al germinar formard tubos germinativos, los cuales al
crecer y ramificarse se transformaran en hifas cuyo conjunto se denomina mice-
lio. Estas hifas en un principio poseen poca tendencia a la ramificacién y tienden
a crecer paralelas entre si (Fig. 5). Posteriormente, se produce una diferenciacién
en el micelio de modo que las porciones apicales muestran gran tendencia a la
ramificacién y ya no tienden a desarrollarse paralelamente (Fig. 6). Sobre este
micelio secundario se formardn nuevas esporas, cuya maduracién y posterior
germinacién completara el ciclo.

Formacién de esporas.—~Las esporas de M. chalcea se forman sobre el
micelio secundario tanto en posicién intercalar como apical y habitualmente se
presentan aisladas. Previamente a la formacién del tabique de esporulacién la
zona de la hifa que dard lugar a la espora sufre un hinchamiento (Fig. 10) y a la
vez existe un gran desarrollo de los mesosomas. Posteriormente, se produce la
formacion del tabique de esporulacién por deposicién centripeta de un doble
anillo denso a los electrones, que encierra una zona clara en su interior, cuyo
crecimiento aislara la espora de la hifa sobre la que se forma (Figs. 11 y 12). Muy
a menudo aparecen mesosomas asociados a la zona del tabique en crecimiento, lo
cual concuerda con los resultados encontrados en Streptomyces (WILDERMUTH,
1971) y Bacillus (Fitz-James, 1960). El tabique una vez completo presenta una
apariencia semejante a la de los tabiques vegetativos y es también similar a la
encontrada por HARDISSON y MaANZANAL (1976) en el tipo I de esporulacién de
Streptomyces. A la vez que se forma el tabique de esporulacién, la superficie de la
espora se hace rugosa por evaginacion de la pared de la hifa en puntos localiza-
dos. Esta evaginacién se produce sin presencia de material en esos lugares de
modo que no es posible una presién de tipo selectivo sobre los mismos, por lo que
pensamos que podria ser debido a la accién localizada de enzimas que al dismi-
nuir la rigidez de la pared provocara la formacién de los salientes. La membrana
citopldsmica se evagina igualmente siguiendo la forma interna de las verrugas.

Maduracién.—La maduracién de las esporas de M. chalcea se produce
como consecuencia de la deposicién de materiales de pared internamente a la de
la espora los cuales se dispondran formando dos capas de diferente densidad
electrénica. En la Fig. 13 se observa una espora en fase de maduracién siendo
claramente visibles las tres capas de las cuales la mds externa es la pared de la
hifa original y las dos interiores son de nueva formacién presentando la exterior
baja densidad a los electrones y la interior alta densidad. De estas capas la mas
interna alcanzard un enorme grado de desarrollo comprimiendo el citoplasma de
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la espora y dificultando la penetracion de los fijadores al mismo por lo que ya no
son visibles estructuras internas en la espora (Fig. 17).

Germinacion.—La germinacion es el proceso por el cual la espora madura,
que es una forma de resistencia metabélicamente inactiva, se transformard en
una estructura vegetativa y por lo tanto con actividad metabélica. Este proceso
ocurre siguiendo los pasos de espora durmiente, hinchada y con tubo germinativo.
La ultraestructura de las esporas durmientes es muy diferente a la de las esporas
hinchadas (Fig. 18), ya que aunque conservan las tres capas tipicas de la pared la
apariencia de las mismas se presenta muy cambiada. La capa mds externa,
procedente de la pared de la hifa esporégena, aparece rota reveldndose asi como
una capa rigida incapaz de soportar el aumento de volumen experimentado por la
espora durante su hinchamiento. La capa intermedia no presenta cambios nota-
bles y la interna aparece muy estrecha rodeando toda la superficie de la espora.
Probablemente como consecuencia de este estrechamiento de la pared, los fijado-
res pueden penetrar al interior de la espora y asi el citoplasma aparece nitido,
observandose bien la regién nuclear que en esta espora ain estd bastante com-
pacta, una gran cantidad de ribosomas y la membrana citoplasmaética.

La emisién de los tubos germinativos se produce a partir de la capa mds
interna de la espora hinchada que atravesara las mas externas formando la pared
del tubo (Fig. 19). En estas esporas el ADN presenta ya una forma irregular
indicando una transcripcién muy activa y son visibles mesosomas aunque apare-
cen muy poco desarrollados teniendo la apariencia de sacos membranosos sim-
ples.

Se ha calculado si el estrechamiento de la pared sufrido por la espora
durante su hinchamiento seria suficiente para cubrir la mayor superficie de la
misma o bien si seria necesaria la sintesis de nuevo material de pared. El célculo
se realizé por la formula de GuLL y TRincI (1971): ts = td (100/S). En la que ts es el
grosor de la pared de la espora hinchada, td el de la durmiente y S la superficie de
la hinchada expresada en % respecto al de la espora durmiente. Se observ6 que la
pared de las esporas durmientes presentaba un valor medio de 44 nm de ancho y
una superficie de 0,115-0,125 um? mientras las hinchadas tenian 21-23 nm vy
0,23-0,25 um? respectivamente. El valor esperado de grosor de la pared de la
espora hinchada segin la férmula fue de 22 nm por lo que los valores observados
concuerdan con los esperados y consecuentemente asi no es necesaria la sintesis
de nuevo material de pared para que se produzca el hinchamiento.

Los actinomicetos parecen representar el nivel superior de organizaciéon
procariética. En Streptomyces aparece una clara diferenciacién en una linea
somatica (micelio vegetativo) y otra germinal (micelio aéreo), mientras que en
Micromonospora no es tan manifiesta. Esta diferenciacion fue probablemente el
resultado de la adaptacién a un medio circundante como el terrestre, diferente a
los medios hidricos en los que se desenvuelven el resto de las formas procarioti-
cas (WILDERMUTH, 1970; KALAKOUTSKII and AGRE, 1976).
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Figs. 1 y 3.-Micelio sustrato de Streptomyces antibioticus (X 6.000 y X 33.000).

Figs. 2 y 4.-Micelio aéreo de Streptomyces antibioticus (X 10.000 y X 25.000).
Figs. 5 y 6.-Micelio de Micromonospora chalcea en distintas fases de su desarrollo (X 25.000).
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Figs. 7 y 8.-Formacién de esporas en Streptomyces antibioticus (X 27.000).
Fig. 9.~Presencia de polisacdridos durante la esporogénesis de Streptomyces antibioticus (X 43.000).
Figs. 10-13.-Esporogénesis en Micromonospora chalcea (X 60.000).



Figs. 14-16.-Germinacién en Streptomyces antibioticus (X 60.000).
Figs. 17-19.-Germinacién en Micromonospora chalcea (X 70.000).



