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!NTRDDUCCION 

En los organismos euc:al"'"iontes enzimas que catalizan el 

tr¡>,nsporte 6lectr6nica y lS>. fosforilación O}tidativa estan loca-

liza.das en la mitoc:ondria:i: en tan·to que en los organismos proca 
··.•,.-

loc~li~an en la membrana 

celul ,,,,,- . La secuencia. d~ reacciones de transferencia de 

electrones de las bacterias es muy parecido al de las rnitocon-

r.:lri dS, sin embt?.rgo, s12 h;3 visto que- E·l Sistema F:e:;:·spiratorio <SR) 

h~~teriano es consider~blom~nt2 más complejo que el mitocondrial, 

no sola en su composición y orgar1i=ación sino que también ~stá 

sujeto a 1 a regulación ge?nétic.:,, c:.uy.=:i ci;{presi ón puede ser profun-

damente afectada por diversos f actoi-os dol medio. 

varias 

t: adena.'.:S que pueden Funcic~ar independientemente o entrecruzarse 

~ormandc sistemRs ramificado~ <111. L~ composición cualitativa y 

ctl~nti+ativa d8 las deshid1~cgenasas~ quinonas y citocramos es m~y 

v~ri ah1 P sin qui-? pa.r-ezc:a eHisi·.ir un.::t claru. r(~ia•_¡ú,··, 

+r-:lc.~ PnTre Jos e1ement.os intiividuales-1 Algunos componentes par-e-

sPr constitutivos mieni:ras que oi:ros estan sujetos a induc-

ción o repr~sión por divarscs factores ambientales. 

En las bacterias esporoforn1adoras, como es el caso del 

génr=ro Bacillus la e~~pt-esi6n dc·l sist.E:>ma re?spit-ator-·io y en gene-

ral del met~bolismo o~:id.ati-vo s~· E·ncuc-ntr·.:?. c-s.trech¿-1.mente vincula-

do con el procDso morfogenético. A µosar de q\Aa desde los años 
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5()" ~, 'E..c l"-L'ccnocit'> eol ¡:;:~·.¡¡s:·1 dc,-Lcr-·rnin.:ó•ntc:: dr:::.·1 :ac .. :'!:.;.;tbwlismo o~tid¡;,\­

tivo durnntc 1~ esporuJación, n1 estudio del SR no se abor-dó de 

manera sistemética~ asi los pri1ncros investigadores en este campo 

observaron solo la compo~ición d0l SR de los estados i11icial 

Ccélulas vegetativa> y final (espora latentel, es decir se ha 

considerado a la célula esporulantc corno un todo.Sin embargo, las 

célL\l2.s esporulant.c-s contienen dLn-2~nt2 la for·meo1.Lión de· la endos­

pcr~ rlo~ comp~1~timGntos; Célula Madr·e y Endospora~ Gracias al 

desarrollo de L,na técnica p.,~y-¿:, c-1 .s.islamiento de la t=rnJüspor-~ 

inmadura de Bacillus cG1·-t<t.t':E+ d2d.;:\ poi-- ':'.!tndreoli 1 se han 

podido anBli~ar ';arios parámetros bioqu!micos dG la ~ndospora sin 

la interferencia del compartimQr1to de la célula n1adre. 

En algunos de esoG result~dos se h,'.;\ mostrado que, aún 

durante el desarrollo temprano, la ondospora presenta propiedades 

distintas a las de la cólula madre. 

Los. tr-ab?.jos recientes de Escamilla 1984 ( 8 ) sugieren que 

el SR de Bacillus cC?reus:: está organiz.aúw t=r . .::..! menos dos ramas de 

citor.:romo~ (c:on el citocromo a¿ ... ;:,. ogid~sa terminal scris.ible a 

cianuro y el citocromo o, o~~ic!asa torminal resistente a cianur-o). 

Además, 0n ~u mi~rno labor~torio se ha mostrado que la tensión de 

o~!igenc juega un papel irnport~nte en la expresión del sistema 

respir~~orio ds B. cereus, teniendo que las condiciones de limi­

tación de O}tigeno provocan cambios cualitativos en la composiciórl 

de 1.os citocromos constituy2ntes de la ~~dena respira·tori~ y que 

l"'l\.~. 1imit8c::iones de o~~:igGno corcan,'.;\s a la anaerobiosis 1' condi­

cione::: ·francamc.cntc anaeróbic~s provoc,;,\n cambios no solo C\..\ali­

tativos sino cuantitativos er1 la o>:presión del SR~ 



Sistema~ Respira-

de la C6lula Madrm y Endo~pora de B~cill~~ c~reus. Los 

1-e,;.ul t2dOS indic.?.n que 2mbo~.; comp~1-t.imentos tienen el mismo tipo 

de ci tocromos., 

la endospora son claramente distintas de la da la célula madre en 

s1J menor conten1clo d2 citocromo as3, mayar cor1tenido de citocr·omo 

n~ menor actívid~d de ascorbato-TMPD o>tidasa y monor sensibilidad 

a la inhibición con cianuro. Todo lo anterio;- nos sugiere que la 

endospora desarrol 1 a un SR mejor .z1claptado p2.ra 

bajas ten5iones de 02. 

la r-espiración a 

GENERAL I D{-'IDES 

Esporogénesis Bacteriana 

'- ,'.=" h~~teriana se lleva a cabo en bacterias 

gram positivas de los genéro bacilares, Bacillus y Clostridiurn y 

Este tipo d~ bacterias de lo~ cocos dral genéro Sporosarcina. 

tienen la h~bilidad, 

de c?-mbios: bioqu;Lmicos, fisiológicos y morfológicos los cuales 

final i::: an con 1 a formación de estruc.:tur as latentes qL\e se conocE:n 

c:on ol nombre de esporas~ ósta formación de esporas se presenta 

e: amo un fenómC?no adaptativo en 1-G<~3pllE•Sta ::.\.l agotamiento de la 

-fu<"nte de utilización rápida y/6 a la fuente de nitrógeno y en 

3lg1Anos casos a la Fuont2 de ·fo~f~tos. 

L2. transición de u.na célula. vegE'.'tativa a Llna espor-·a latentE-



c:ono:::;tit'-\~/c• un ejemplo de difc-r-·:.o-nc:i 2.ción cc·lu..lz.1· 1:11--1ico 1211 el m1-~nclo 

biológico. Mand~ldestam y cols- en 1977 < 23 cbsorvaron que al 

.fin2 ... 1 de la -fase de crecimiento e~:poncnci¿\l, cada célula cesa de 

dividirse y proclu.ce era un tiempo de oc.:ho a diez horas L.lna espora 

i ntracel ul ar. 

Cuando l¿ts candicior.c-E. ambientales son favorables, una c:élu-

1 l'< vegeta.ti va ramerge mn pocos minutos de cada la. espor-a.. La 

~c;:::.pora di ·Fi ore genéticE~, +isiológica y bioquimicame~t~ de la 

célula vegetativa que le dió origen. 

,,,,,,- ESPDFmGENESI s~ 

CELULA VEGET1;TI' .. /t:'~ ESPORA 

"---- GERM INAC ION V 

L? 1:::u=-... pnra pL\ede permanecer en un estado de latencia d1...lrante 

el proceso que se lle·1a a cabo en tres etapas. 

a) Ac·tivaci 6n. -Proceso reversible di..11""nte el cual se c:apaci-

san favor~b1es~ 

b)Germinación~-Proceso irreversible que conduce a la pérdi-

d~ de todas las características t!picas de la espora; se lleva a 

cabo en pocos rnintAtos, 

das .. s~ a~ompa~a del hinchamiento y ruptura de la cubierta de la 

espor~, ~on 1~ consecuente pó;-did~ de la resistenci~ a t8lOperatu-

ra y sol-..1cnt.es, de la rofractilidad, dn la libGr~~ión de los 



l.::\ la acti·1idad 

me?tab 61 i ca,. 

el Ellpansi ón. -La gE·rmin,Áci ón es seguida por un proceso de 

gran actividad biosintótic:a <11 am21do E>:p¿,nsi ónl donde se sinteti-

~an proteínas y estructuras típicas dG la célula vegetativa. 

De Vinter- 1979 23 ) la 

esporul ac:i ón no es un evento obligado en el desarrollo de las 

bacterias, sino ~1 resultado de l~~ condiciones del medio ambien-

te. 

La induc:c:ión de le> esporulac:ión se puede llevar a c:abo por-

dos caminos: 

1 .Micr-ocic:lo.-Cuando la esporulación ocurre en la célula 

primaria~ es decir, las células inician la esporulación eliminan-

do la pr-oliferac:ión vegetativa. Cué,ndo se suspenden esporas ge..--

minadas en un medio químicamente dGfinido que carece de una 

fuent~ u= ~~=~gia y limitado do fosfatos, se producen células 

primarias:. en un lap-=:~c. de: dos hor:..s,. Después de apro};i m¿\damentG 

seis hor~~ dG aereación vigorosa, estas c:Alulas inician la espo-

r-ul ación siguiendo los procesos morfogenéticos normales. Por-

t<?.nto!" la e~pora germinada o célula primaria ~)Lpu~~t~ a un medio 

insu.ficiente de nutr-ientG:s, para soportar la división, se desar-

rolla en un tiempo de generación muy largo. 

2~Macrociclo~-Cuando las c:Bl ul as esporulan después de u.na 

serie do divisiones celulares. Existen, como_ya se .dijo, c:ondi-· 

cienes óptimas de esporogénesis para cada especie que incluyen 

rliferentcs factores como pH, a01•0ación, tc11lper~tura, nutri~ntes y 



ca~ioncs presentes en el n~o~io~ 

Se conocen do~ ~ótodos para inducir la esporulación: 

1JM6todo por agotamiontc.- Las bacterias se dejan crecer en 

un medio que contiene los nutrientes csGnciales l1asta que algur1a 

~uente de carbono, nitrogóno o fosfatos se termina, el tie~po en 

cual el crecimiento ei~ponencial cesa ce tomado como to o 

la eficiencia de la esporulación y 

grado do sincronfa dnpenden del medio utilizado y de las cara~te­

risticas del inóculoA 

2lMétodo por reemplazo o rmsuspensión.-Introdu~ido por 

Sterlini y Maldestam en 1964 23 ) , en este método un c:ul ti vo de 

bacterias que están creciendo e!.:ponenci almr;:.nte en ~ln medio rico 

s:-on transferidas a un medio pobre, este método proporciona un 

punto más claro en el inicio de la esporulación y t..ln~ mejor 

La form.:t como in~luyen en el met~bolismo de la c:élula 

vegetativa, lo!:. factores antGs mencionados no ha si do total mente 

diluc:Jda.d.?. pero se ha visto en general, que l~·ts f-uerd:.e..:. de car·bo·-­

no y nitrógeno ~ápid~mcnt~ metaboli7ab1es, ~a~orecen el crecimien 

tn vegcit at i ... ,o!" mientras que aquellas fuontes que son n1etaboliza 

da~. mt-..s lentamente f;;.~vot-ec:en la esporulación. 

C~mbios Met~bólicos durante la Esporulación 

t.M esporulaci6n normalmente es inducida en respuesta a la 

necesidad de nu.trientes, y muchas de las en;::imas que ap'71rec.:~n al 
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transtcit~n 

~stas en~imas no jueg~n Lln papol importantE en el desarrollo de 

1 ~ ~spora;t por ejemplo, 12'. o.mil::lS.::\ y las c:nzim¡;_\s del catabolismo 

de arginasa (8). 

F.n 1 a ·fig. 1 vemos qlJe dtJrante el crecimiento logaritmico 

la ft\ente de carbono que se utiliza es la glucosa (fermentación), 

a que no existe un ciclo de Krmbs funcional hay e.H:umul a-~ 

ci6n de producto5 -finales de l¿\ glicólisis; acetato y 

los cuales van son e~~pul sados al medio trayendo como consecuen-

cia una caída en el pH, que ll~ga ~ su punto minirr10 al final del 

crt:·c:i miento., Con el agotamiento de la glucosa, la concentración 

de los inte1~mediarios de la gllc6:i3i= disminuye en una forma. 

impotante, dicha dismintlción hace que cese la represión catabóli­

ca permitiendo la inducción d2 l~s enzimas del ciclo d~ Krebs y 

del siEt0ma respir~torio, que mediante la ·fosforilación D>~idativa 

van a generar el 1'\TP nei;:esari o pat- a el pr- oc..:.t:::.-u .-íic..¡-·. r cg.:néti e.o.¡; 

Cambios Bioquímico~ 

Paralelos a los cambios morfológicos, se llevan a cabo una 

serie de eventos bi oqu.l. micos· durante la. esporogénesi s, de los 

cuale5 podemos mencionar los siguientes: 

1lLa aparición de componentes que no e}tistian dL<rante el· 

crecimiento y que se encuentran por lo tanto sólo d~rante la 

r;.sporu l o.e i 6n, siendo ~pa1~entemente ne~esarios para la formación 

de la G~pora, ejemplo de ~~tos tenemos nl p2ptidoglicano de la 

7 
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cnrte~a }' l~s proto{n~c de la cLl1i~rt~. 

':''IC,?<.mhio:-:- q'..1.C> rcc::..-1lt..:~n d~: 1.::. b . .::.j.:-1 de nL;.t¡-ic·ntcs, c:ondiciún 

cnn l~ qt_\~ se induce la es~orulació11, p8ro que no están cor1ecta-

dos ~n si mismos con ~1 proceso morfogénotico, por ejemplo la 

&l~vación de las en~imas amilasa y arginasa, Escamilla 197~ (8). 

Control Genético dm la Esporulación 

Es claro que los eventos morfológicos y bioquímicos que 

conducen a la -formación de una espora madura se· hallen bajo con­

trol genético. Se han podido aislar dos tipos de mutantes induci­

dos por tratamiento con calor, luz ultravioleta y diversos mutá-

genos qui mi r:os: mutantes asporógenos csp-) que son incapaces de 

produci1- esporas latent8s y los mutant~s oligospor6genos (Osp) 

que:- prociL\CCn ~sporas a bajas frecuencias bajo condiciones nor-

males de esporulación, ~n este tipo do ~nálisis genético Se? ha 

indicado que los genes que afect~n la esporulación estan disper-

-:=:.o~ por todo al crcmos.am2,:i no C?i~i sti 12r-adc un ~;Tea dc·l g~norr.~' que 

conteng~ agrupada la información necesaria para la espo~ulación~ 

del genoma necesa~io para el crecimiento vegetativo 

Piggot y Coote 1977. C 23. >-

El 2nálisis de los productos de la expr~sión génica, apoyan 

la idea de que un bu~n nómero dD genes especificas de la esporu-

1 ¿\Ci ón participan en la formación de la espora, por lo que se 

concluye que la esporogenésis esta acompaffada de Ltna e>~ ten si va 

de<Jradaci ón y resintesis de RNA y proteínas~ en ambos caso:;. la 

sintesis es de ''novo''• 

8 



Formación de la Espo1-a 

La fig 2 representa los cambios morfológicos que suceden en 

1 as bactei-i as csporof ormadoras, p>-oceso qL1e se lleva a cabo bajo 

condiciones ópitmas en 8 a 10 horas Fitz .James y YoLmg 1969 (23) 

han dividido este pr·u.....;&sw cr, si2t.c ostadiws .. 

El inicio de la esporul¿tción se define como el fin del 

crecimiento logaritmico to, en una población de bacterias esporo-

El estadio l estA caracterizada por el arreglo del 

DMA en un filamento a~:ial de c::r-omatinL':- cual será 

destinado a la espora. En f'~'l E?stadio II ~-e invagin.a la membrana. 

ci topl asm.~ti ca formando el septo cspo¡-angial, qL1e se localiza 

asimétri cnmente dando lugar a dos compartimerltos de diferente 

e1 III la 

célula m;'\dr.,,, obliga a la prer;>spora a desplazarse hacia el inte-

rior de esta membrana e~ crecimiento, 1 a C\..\al finalmente se 

encuentra con una polaridad invertida sobre el protoplasto de la 

rreE:!spora .. Durante el estado IV, los peptidoglicanos cor-ti cales 

son drpos:it.adC"ts ent.re la mC?mbran~ inte1-na y C?~:te1,..na de la prees-

por a:: síntesi ~- de ácidos diaminopimélico componente de la 

corteza y la cisteina constituyante de la cubier·ta, se deposi ·tan 

s-obre 1 a mEmbrana er~tE:•rna .. Este estado es seguido por: la termi-

n<".ci ón la ac:umulac:.ión de,l 

9 
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dipicol ínico, i r-1cot~¡:.or- :::.ci i~•n c:alci o y 

·f i n.:-\1 mr-ntc· la s.;. ntc::-.i 1.:. ocu;~rt2n 

durante el estadio V. L¿•. t~rn1orresistencia 

·?.parecen duranto el estadio VI, se dice que es esta la fase de 

maduración de la pree5por·a. El estado VII consiste Gn la libera-

c:i. ón de la endospora via autólisis dal esporangio. So; ha visto 

que e-;~i:.te u.n punto donde este proce?so se hace irrever-sible, y 

que r:: oi ne: i dG: con la terminación del estado Ill. 

Estructura de 1 a En«:1ospori..\ 

La E:•spora incluye un protoplasto, que contiene reservas 

rApidamente metabolizables, suEtratos y c&si toda la maquinaria 

necesaria par~ el mct~boliomo y bicsintesis. El estado hipometa-

bólico y las propiedades de rosistencia, 5on conseguidas como ~l 

sintesis do una ~erie de in tegumentos que 

rod82n y aisl~n al protoplasto. Compuestos de bajo peso molecular 

y pr~tein~s del protoplasto d~ la ~~p~~~ ~~n~ri~1.1yen a la estabi-

lid ad o estado de latencia y lo:J.s Extraorcli11c..;rias propiedades de 

resistencia de la espora. 

Se ha podido observar bajo el microscopio electrónico que 

la e~pora está constituida por diferentes capas Cfig 3) La mas 

F.:°'}tterna es una t:2.pa dC?lgada y transparente llami;.~d¡-i e~-tosporio, 

una proyección semejante a un fila1nento; una 

cstru~tura que salo algunas especia~ poseen~ no es tan ob·~ia y es 

d:l.ficil de 

-funcional y ostructµralmente eqL1i~~lontes. Esta 

10 



?1~1~d~ conti8no ?0 ·~ d~ pali=~c~1-·idos, 12~5% de lípidos nautros, 

~-5 dn ~o~·folipidos ~ ~0 ~~ de ccni~~E, ~;·1 B. cereus está estruc-

t'~ra ap~rece despué~ d~l cnglobanlicnto y al final del revestimiento 

in~erior dol esporanuio Aronson y Fitz James 1976 ( 23 >. 

La CL\bierta de la espora est~i. constituye de LU1 30 a L.\n 60 /. 

c!<?l peso seco de la espora!' cerca del 50 % de su volumen y 

~nn~iPne más del 80 X de las proteínas de la 

Spudich, 

las 

d!?scr1. t ~s 

cubiertr.:\ 

protoí n2',. 

D<?bCljO 

cubi ert,:.\ 

'compuesta 

1976 ( 23 ). t_a morfologia y la composición quimica de 

d;:: 1.:.. C'...tb i ~~-t_ .?.S ':' ~.~- ~ .-.... n f?nt;-r~ 2spccics y h'-\0 sido 

en una revisión Arans.on y Fitz J~\mes 1976 (23) . La 

de l a espora está r.:onstitL\ída do varias lámin~,s de 

cada l ~\mina mide corc~ de 2.0 a 2.5 nm de grosaT. 

hay una mernb?--a11a dolgada:- 1 a C\...ial separa la 

la espora de un área de baj~ densidad G>lectrónica, 

de capas concéntricas que $On llamadas en su conjunto 

corte~~ y que constituye11 apro>tim~damente la mitad del volun•en de 

la espora .. E<?. ta estructura es un componente espec..í. f i co de la 

po~ lo tanto, está 

a1~s~nte en las cél·~las vegetativas, aunque la composición química 

de los p~ptidoglicanos corticales es muy similar a la pared 

r:t?luJ.a?-- dP las células ~1t?gmt.ativas .. 

Por ahejo de la cortc=a encuentra la pared del protcp-

lasto, inmediatamente rodeando la membrana del mismo. ~a corteza 

hidroli~~da por enzimas liticas durante la germin&ción. 

1\ltimo, el prntoplasto está constituido por tres proteínas bási-

de bajo poso mol~cular que comprenden del 40 al 50 % de las 

prE!"sentes cr. el r.ii s:-no, C\.J.al r.::s san rápidamente 

11 
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de aminoócidos r-ápidamen·te movili~nblcs en la espora latente, qua 

Gs t1tili~adG p~ra so~tc~c~ l~ ~fntc~is de proteínas y el metabo-

lismo on~rgético durante la f~se temprana de la germinación, 

h.;:ie:.+a qne las E·nz!mas r~:;:-queridas-? para la biosintesis de.aminoác:i­

rlos sRan ~orma~?s~ 

OB.JETI"-10' 

El objetivo de este trC:\bajo e:•s compi:u·-·ar el 

F~espiratorio de=.• las Membranas de la Célula Madre y Endosporas 

durante la esporulación de Bacillus ce~~us. 

12 



Ascorbato-TMPD 

Buffer-TCM 

cit 

CN­

DCP ! P 

º"º" 
DNAnSé\ 

E 

--fl uorcsc:amin2_ 

MCM 

M End 

ME 

MADI-! 

PMS 

PMSF 

sns 

SR 

ABRE'.'I ATURAS 

Ascorbato-tot1~a m2til fQnil diamina 

Buffer-tris HCl 50ml'I+ CaCl,.. .5mM+. MgClo. 

c:itocromo 

Cianuro 

2,6 Dlclorofmnol indofenol 

Den si dad opti ca. 

Desoxiribonucleasa bovina 

Coeficiente de Extinción Molar 

·e 4-.f cni 1 f ur á.n 2- (3Hl • 1 • f al atán-3-3 

diona> 

Membranas de la Cólula Madre 

Membranas de 1 as endosporas 

Membranas de 1 a~~ Esporas. Li bre?s 

Nicotinamida adenin dinocleótido 

Fenil meta sulfato 

Fluoruro de fenil metil sulfonilo 

Dodecil sulfato de sodio 

Sistema R~spiratario 
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MATERIALES Y METOD03 

En este estudio se utilizó un~ cepa de Baci l•l us cereus. 

ais1ad2 por el método descrito por Andreoli y cols. en 1973 (1). 

La Obtención de cultivos sincróni~os de la bacteria se 

1 levo cabe en m0dio G modificado ( 12 >, cuya composición es la 

siguiente: 0.2 % de e"tr;,ctn dE· l <?vadur<> (fucmte de ni tt-óge_nol; 

0.2 % de sacarosa (·fuente de carbono); o. 2 ;~ <NH..., >,.,so ... ; (l. 05 ¡~ 

0.02 

0,,,0005 .'%. CuS04 .. 7H:::O; O.OC,005 % FcSo4 .7H::;!D; 0 .. 00002 /: CoSO.q._71-1~0 y 

0.0005 % ZnS0,..7H,,,O estos componen·tes disuelven en agua 

destilada y se esterilizan durante 15 min. a 1~1c::>C y ur·ia presión 

de 2Kg/cm"'. 

t_as célülas sa cultivaron en un fermentador coti capacidad 

25 1 i tros, construido por el Centro de Instrumentos de la 

UN?'IM. Para lograr el crecimiento óptinio de la bacteria~ es nece-

sario mantcn2r ciertas condiciones en el cultivo: aereación; 14 

1 i. t-rnc/ 30°C y agit~ción de 250 r_--pm .. Para 

inicimr los cultivos se prepara Lln litro de inóculo, mediante el 

mP.todo de Colljer y col s .. (5) que consiste en hacer una serie de 

t'.rans.ferenci r:\S ~ partir de viale~ con medio sólida que contienen 

10 cepa;.. Cprevinmente activada por 12 horas a 30<:.:>C) .. 

reali~~r dichas transfQr~nciBs, s~ inocula un matra~ que cor•liene 

10 m1 oc>l maclio, con una asada de bacteria~ y se incuba 

3-q hor~~ 3 30 ~ on agitación, hasta obtener una densidad oµtica 

de 1~0 Cdensidad neces~ria para llegar a la fasQ 

1 og:=-::1"· i tnd e.::; culL~'"iD), S\;;.• 



1 

inr.t•.ba en 12?.c.ondicic.:nr::.·s .:inlcs: ,-¡1cnc.:J.on .... ':.c.!.:AS-; de la misn1a mane1-a se 

de 1.0-3 y i:=e trans·fiC?rE·n 0.,2 ml 2, un m,:\traz que contiene un litro 

de medio que es usada 12 horas despuós ticompo que tarda en 

1 legcir nuevamentra a la fase logaritmica media> para inocular el 

fermentadGr quo contiene 20 litr·os de medio. 

El cr(?ci miento e:n al fe1·mentadar se sigui o 

para así determinar el inicio du la 8Spcy·u~ación que se obti~ne a 

los 30 min después. de habel'- alcan;;!ado el pH mínimo \6.0) (fig.6) 

además cie ob~,ervar pr~pat-acionE?s p~ra podei ... e''"''c.iluar el grado de 

.c;.i ncroni a y detectar pos:ibles cont.;;.\11dnacioncs en los. cultivos • 

Las células sQ cclectat-on en una centrifuga de -f luja 

continuo <Sharples modelo TI> on la etapa de asporulacióQ deseada 

" T -fueron lE\vadas 

" 7500 

Sorva11 RC-2B} . 

rpm/ 

vec:c:s con buffer TCM media.nte 

<en una .centrifuga 

Ruptura Ce1ulai"" y PL\rificaci 6h de las End~SPC?ras. 

Las células 
··.','· " 

c:ol cct3das en el estadio dei,:·. es'por'·ul ac:i 6n 

i ndi c:ado, se resuspendcn en 200 ml de bu-ffer TCM + Saca.rasa al 30 

'/son incubadas con PMSF (1.7 ug/tnl) y c:omo se muesi:.r-:a en la 

·fi.gura 4!\ se rompen en un fraccianador c:el Lll ar <prensa) Ribi 

<Morlel o RM-1 Ivan Sorvall .Inc .. USA> a Llnó< presión de 30 000 

1 b /pul g"' y El homogon.:;do ri=sul tan te es inc:ubado 

15 



Esporangios 80 gs./200 ml BJffer TCM + 30 % l pH 7.4, FMSF (1.7 g/ml) 

Ribi 30,000 lb/plg2 

Sacarosa 

1 
PP 

Esporangios 

1 
pp 

M.C.M. 

! 

Fraccionador 

Harogenado + ooJsa 15 rnin) a terrp. arribiente 

1 1500 x g; 3 min, 2 veces 

' SS 

Endosporas + M.C.M 

.--~~~~~~~~~~~~---L'~-8~000 X g, 10 min 

pp 

M.C.M 

140,000 X g, 45 

1 
SS 

Soluble 

rnin 

SS 

i:ndosfras 

2 lavados en Tris- Sac 

2 lavados en Tris- Sac 

(8,000 X g, 10 min) 

l 
L:tvar en Tris Ranper endosporas y 

30% 

40% 

recuperar sus rrerrU::>ranas. 

FIG 4 Esquema que ITUlestra los pasos empleados en la liberación y purifi-

caci6n de las endosporas de los diferentes estadios de esporulaci6n de -

B. cereus. 



1 

1 
1 
1 

DttAu.~a." con "'-Qit2.ci ón st~: .. :.-.·,,;:.::, c..~:.,·, .:::1 c:.Lj:.:..:to cJc:.: ~liminc.::\r· J.~\ 

'/isc:a;;;i.rl.ad produc1.d~\ pr::n- el Dt·lf"'l li.br~r-.:,,dei ... Este: hamogenado 12s 

lav~do dos veces cora ol mismo buffer & b~Ja v~lccidad,para poder 

St"?pa.rB.r los e!:.pol'-angios no t-otos, 81 E.obt-enadaant::? resultante 

contiene l3s membranas de l~ c~lul~ m~dre y las endosporas, que 

·para separarlos. se cent_r-i fug,:\ .:i. 9 000 z' g/5 ndn. as:í. las 

membranas de 1 A célul 2. madre (sobrE!nadante) s.on recuperadc::.s y 

lavad~s a alta velocidad, Gn tanto que, las endospot·~~ 

~P~~c,pi+~do) son purificadae mcdiar1te lnvados sucesivos usando 

buffPr TCM + 30 '/. s.e sacaros.::> y cc•ntrifugado a 8 000 " g/10 min y 

por 1jltimo s:.e he.ce:·n dos 12:..f¿¡.dos c-n g\-adionte con el bu·f·fer TCM !t· 

sacarosa al 40 ~ centrifugado a 8 000 ~' g/5 rnin. 

De es.ter paquE-te de endospor· as se toma L\na ali cuota ·para 

medi.r las ac:tivid:3.des r-espi1-ator-ias con l;.;,.s mcmbr~nas integras, 

~1 resto es resuspendido en 50 ml de bu·ffer y para obtener sus 

membranas;-: SE'.' rampen E·n el mismo ·fraccionador c.el\..\l:ar. La 

rE'.'cuperé\ci ón de estas membranas se r\?aliza en la misma.· forma que 

l~s membranas de la célu::..a mu.dr~ .. 

Las espor-as madt.~r¿¡i.s fueron cole.eta.das inmedi atam~nte 

de5pués de ltabc:n-- sido libcrad¿:-\s di:;..\l c-sp6r2.ngio .<7 horas despLLes 

de iniciarse l.:\ c::por1_\J.:=t.c:it"in)!' 1.a:·,;adas de la' misma manera que las 

e.él u.las espor-ul antr~s y l-osusp~ndidas on el bL.1.'ffet- TCM. Para 

poder obtener 1 ::-s ms-mbrD.r.,::..s de? 1 ¿~s esporas son pasadas dos veces 

por el fraccionador 2t 50 000 lb/pu:J.g~, sus membrana:5 son 

rE"cuperadas e: orno s::e proc:~di 6 par~ las membranas de la 

célu] a rnadro. 

16 



mr.rnhr 2.n?. s de· los das comµ:.:\:-t..i mi;:·ntos e5-porangio. El 

mecanismo de éstos ensa)ros se basa en las reacciones indicadas en 

lle\ fig, 5. 

l.- O::ida:;<:1s, se determinan midiendo la velbcidad de 

ccno:::.umo de o>:ígeno de las membranas,involucrando a la sec.uenc=i a 

de los Componentes de le: .. caden.:t respira·taria. 

2.­

de 

0>~ i dorreductasas:., se determinan a partir de la 

de actividad la primera enzima de la cadena de transporte 

electrones, usando como aceptar alterno de electrones al DCPIP 

y en el C:t:lSO de 1 ¿., s.uc:cinato dc.,shidrogc::nasa,. al PMS como 

ac0rreador de los mismos. 

OXID!'lSAS 

Succin.;ito y NADH O}~idasas- .. *­

medidas por el método pol&rogrAfica, 

Yellow Spring modelo 53. El medio de 

Las actividades fueron 

L<tili:::ando un O><imetro 

1,..c·acc:i ón <2ml l c:onti ene 

bu-ffer TCM-sncaroea 0.25 M a pH 7.4, membrct1.1ci.~ 

prot.ef na) • La mues·tra se- prc-inc:Ltbá du¡-ante 3 min. a 30~c antes 

de iniciar la reacción con lo5 sustratos~ NADH 0.5 m~I 6 succinato 

?O mM Cconcentraciones finales). 

Citocramo e a;~idasa .. - Esta. activida·d -fué medida en el 

mi.smo o~: l. metro usando 2.Sc:orbato+TMPD como donador de el ec:tt-ones 

parA el citocromo c. En éste caso se usó el mismo buffer pero a 

pH 6.8 actividad fuó corregida por el pequeKo consumo de 

O~{igeno que ocurre en ausc•ncia dC;-~ membranas). 

Lf.l 3ctivi dad en::i mátic:·~\ en éstos casos SE· e}~pt-~sa como 

nano~tomos d~ O~ consumido 

17 



OX.IDASAS: consurroo2 

,--- DCPIP ax 

'---- DCPIP ~ 
NADH~FP~ 

ase. 

/it e ~ cit aa3 

citb~ cito 

M;:i 

succ~FP2 
/ 
e:= 

DCPIP ax 

OCPIP ¡z 

OXIOORREDu:::TASAS REDUCCION DE DCPIP A 660 nro. 

FIG 5 Esquerra que muestra que muestra el mecanisrro enzirrático de las 

actividades respiratorias que se miden en las rrerrbrano.s de los dos com-

part:inentos del esporangio. 



OXIDORREDUCTASAS 

SUCCINATO- DH.El ensayo se realiza de acuerdo con lo descrito por 

Arrigoni y Singer en 1962 (3), en cubetas de 3.0 rnl a temperatura 

ambiente la ·requcción del DCPIP se sigue espectrofotométricamente 

a 600 nm. 

La mezcla de ensayo contiene: 

Reactivo 

Succinato 0.6 M pH 7.0 

Buffer KH 2 Po4 0.2 M pH 7.4 

Agua destilada 

Adición 

O .1 rnl 

0.75 rnl 

l. 7 rnl 

Cianuro 10 rnM O .1 rnl 

Membranas ( 5rng /rnl) O. 50 rnl 

se incuba durante 3 minutos para activar la enzima 

PMS 33 rnM 
DCPIP 2.0 X 10- 3 

O. l rnl 

O .1 rnl 

Final 

20 rnM 

50 rnM 

La actividad específica se expresa corno nrnol de DCPIPH 2 /rnin/rng 

de proteína, con un coeficiente de extinción molar de 21 rnM- 1 crn-l 

NADH~ DH Este ensayo se realiza de acuerdo a lo descrito por 

D.R. Lang et.al. 1972 (2), en cubetas de 1.0 rnl. 

La mezcla de ensayo contiene: 

Reactivo Adición 

Buffer KH 2Po4 0.2 M pH 7.4 

KCN 10 rnM 

DCPIP 2.0x 10-3 

H 2 0 

NADH 10 rnM 

0.25 rnl 

0.01 rnl 

0.025rnl 

0.68 rnl 

0.02 rnl 

Final 

50 rnM 

o. lrnM 

8xl0 5mM 

-4 . 
2xl0 rnM 

La actividad específica se expresa corno nrnol de DCPIPH 2 /rnin/rng 
,. f. · d · ·6 l de 7 rnM- 1crn-l de prote~na, con un coe 1c1ente e ext1nc1 n rno ar 



Y-D-"li:::ó 

tr·?.baj6 

La doterminación d~ prot~ina d8 nuGstros ensayos se 

b~jo el mttodo de LD\•:ry (J 6); en 1 oz. C:i.-1.sos en que? se 

con esporas enterns se hizo la determinación adicinando 

0~1 ml de SDS 2~ tanto en la muestra como en la curva patrón antes 

de adicionar las soluciones de color·. 

Análisis E'.Zpectral d.e los Citocromos. 

El E·spectr al de los citocromos de las 

~r~rrinn~= memhr~n~JF~ ~P llpvó ~ cabo en un espectro·F6tómetro de 

rlobl<? 

l ml l. 

rayo (SLM Aminco D~J 2c) a temperatura ambiente (cubetas de 

Las. membranas. fue1'"on ~·esuspcndidas en bu-ffer- TCM al 

glicerol~ Los espect~os reducidos menos o~~idados se registraron 

usando c:omo reductores MADH 0 .. 5 mM,, su.ccinai:o 20 mMJt ascot·~·bato 10 

mM + TMPD 0 .. 3 mM o ditj_onit2~ (algunos cristc\l5!s} y como o:;;idante 

;::\Jgunos. c1'""i.stales de p<?rs.u.l·F2.to da. amonio .. 

hici cron :i 

después 

per-sul-fa.to 

tcmp~r2_·J:.ur-a 

para el caso de los espoctros a tQmperatura ambiente, 

el sustrato r2ductor a la muestr.;;:1.. y el 

a 1 a rQferenci a, y pai~a el caso dG las 2spectros a 

de nitrógeno liquido despuéE de congelar la 

Por otra partt.:::-, 

form0.rJo~- por los complejos de los citocrornos 0-CO y a la 

cubetw de referencia se le adicionan algunos granulos de 

di. t j oi. ni ta más O~Ol ml de antiespumante CAnti-foam A Sign1a Spray 

Re~oent~> y la cubeta d~ muestra se pr~para con ditlanl·La, más el 

.'!J.ntiE":;.pum2.nt.e y es burbujeada con mc.:inó}~ido de carbona du,¡-i:.i.nte 3 

min. 
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ra5pectrcs obt2nidos ~ tomp1:1-~tu1-a ~n1bicnl2 Cred~cido con ditioni­

ta menos o::idado con p8rsulf~·to ó ditionita más CD menos ditioni-

t21l" Los pa;-es de longitud dG ond.:;t '/ cwL•í-:c.ient~~ do e:~~tinción 

molar en cada caso ~ueron: 

c:i t h=s=:;=s E <-562-575 nml = 22 mM- 1 cm- 1 ; cite~~º EC550-540 nm>= 19 

mM-~ cit o-CD E 

(4-15-430 nm 160 mM-t. cm-1.. 
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F'~SULTr.r:c2. 

El cultive d~l bacilo so llevó a cabo bajo las condiciones 

descritas en mat0rial y métodos, en 

la curva de crecimiento donde se observa que a las 2: 30 

do haber iniciado el cultivo, el medio alcanza ·el pH mini me (6.0) 

1.nic:ié.ndose apro~:imadamentG 3 105 30 min siguientes la esporula-

ci ón, es E'l estadio o, a partir da este momento los 

siguiente~ se obtienen a los 60, 120, 180 nün etc. 

después de haberse iniciado la esporulación. Er~ la mi.sma gráfica 

repres~ntado por la curv3 de DAO SG v2 que l~s ~élulas han dejado 

dividirse al mismo tiQmpo que so inicid la esporulación. Es 

i mpe:rtante notar qu2 en D .. O cE!r-canas a. 3 .. O se pi-esent~n fluctua-

e iones J?n las lectur~s debido a que en el medlo las células se 

agregem sin embargo estos agr8gados nos permiten a·firmar que: 

por una parte la sincron!a dm los cultivos es mayor dal 90% y que 

las células se 2~t~n dcs~rrollnndo ~d~cuad~m2nte. Adem~s, siempre 

se re~li~~n obsGrvaciones 0n el microscopio de contraste de fases 

para poder prt::!decir ol momc:>nto de cosE:-chct do lei~ c:ólulas. 

~ que las preparacionos de 2nclosporas aisladas f)O 

h8.n sido drnbidnmente caract~rizada~, no ~~~iste en la Ct.c:tu.alidad 

una lista cle enzimas marcadoras o caracteris·ticas qLlE? 

condición que ju:gamos indi~pensablo ~ara ~alo--

~rn ... 1.-.. pur~::a d!?: nuc--stra~1 pr-oparac:ionL?s me:mbr-anales wbteniU~s pwr 

~1 m~~odo dc~crito, por lo i:~r1Lo~ debido a la ~usencia de iüa1-ca­

dDr~~ ondóacnn~~ sn decidió introducir n~odific~clones quiJnicas a 
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FIG. 6 Curva de crecimiento de Bacillus cereus. Las célu­

las son crecidas en medio G modificado y se considera el 

inicio de la esporulaci6n a los 30 min despues de que se 

ha alcanzado el pH mfnimo. (ver materiales y métodos). 



__ ,. ~e:.-¡-¡z.. .. del espwr- angi o) 

min2c:ión ~/rl.lor,?.ndo la cantid.::•.d de membr;:;;.\rl.:.i mai .. ·c:.ada pres.ent12 en la 

pre~ar~~iónde endasporas aisladas. 

B.?.s:-.:?.deis en la bibliogra·fi~ se trabajó c:on un marc:ador 

fluorescente rcportodo como imperme~ble a la me1nbrana int~rna de 

la mitccondri~~ la fluoresc~n•ina C21). Al hacer éstos experime11-

tos ~~ observa quo cuando s~ marcan los esporangios completos y 

micrscopio ·de fluorescenci~. 

Por otra s~ tr~baj6 con cantidades creciente de 

~luoresdcamina con células v~gotativas, con el fin de saber 

esta sustaMr:ia 

respir;\tcr-i a .. 

- _ .... .: - . ~ _, - -· 
e:;;>.• •• .._ ... .., ... ~-· ¡,o\l.-.0 " 

pod:"fa tener algun 8fecto sobre la actividad 

Los rosL\ltados proliffiinar~s de la caracteri~ación del SR de 

1 ~.S mrmhr~n~s de la célul~ madre y de las sndosporas obtenidas 

por ~1 m~tado descrito~ nos demuostran quo es posible distinguir 

2tmb.:.:i.s 

ri.o rl0 tal manera QLle no os necesario reali=ar tipo de 

modificacionQs q1~imicas parn distinguir entre ambas membranas. La 

d~ mombranac contaminantes quedó demostrada t¿\mbi én 

medi2nt~ la observación de las mombr··nnas integras baje-el micros-

c::::;pi o c:omo se puede otlservar en la ~igura de la 

~-f i g 7l 
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FIG. 7 Fotografia en el microscopio electrónico de las en­

dosporas aisladas (estado IV a V) preparadas por la técni­

de ruptura controlada (1) y purificadas por centrifugación 

diferencial (ver materiales y métodos) . Se observa un buen 

grado de integridad de las endosporas con el fondo practi­

camente limpio de restos de membrana del esporangio, las -

fracciones membranales que se observan pertenecen a exosp~ 

rium de la endospora. 



Actividades_ Respiratori~s en las Membranas de la Célula 

Madre: y En~~spcn-c~s del estado IV de .Espor~ulac:.i-ón 

En 1 a t'3bl a 

la 

las membranas d~ la célula madre y endospora del est~do IV de 

~!:.porulC'ción .. EstQs i'.\cti··.¡idades se c::ompararon des-puéS: de usar los 

s1_ts:,tr ate~, fisiol69icos (NADH y Succinato) y Gn ·sustrato ar-ti f i --

todas los casas r,:.stat:", acti\.ticlades fueron mayores l:?n· el comp¿.rti-

men~o de la ~~lula madre. S2 observa ad2más on la tabla I, que el 

MADH es el mejor donador fisiológico do alectrcnas, 

s.uccind..t.o es:- Ql mcmbr:a.nas 

en la membron~ de la c&lLtla m~dre~ Ct.tando se usa la 

~~~~1~ rlP Ae.ccrb~to + TMPD l~ difarencia de actividad er~tre ambos 

comp~rtimento~ o~ muy grando ya quo l~ endospora presenta solo el 

20 % de 1~ actividad encontrada en la célula madre. Por otro lado 

la rglación de Ase. + TMPD/ NADH en las membrar1as de la 

madre es dn 0~8 mientras qu~ on la ondaspor·a os de 0.25 • 

. RS actividades especificas do la NADH y succinato deshidro-

g~na~as 5~ duplican en las mombran~s d~ la célula nladre, en com~ 

p.~rnci ón 



TABLA I Actividades respiratorias asociadas a 1.as membra­

nas de 1.a cél.ul.a madre y endosporas del. estado IV de espo-

ru1.aci6n de Bacil.1.us cereus. 

OXIDASAS 

NADH 

Ascorbato + TMPD 

succinato 

ASC + TMPD 
Re1.aci6n NADH 

OXIDORREDUCTASAS 

NADH 

Succinato 

* ~ctividad Especifica 
(a~él.ul.a Madre (btndosporas Re1.aci6 n 

a/b 
254 1.75 0.68 

205 

18 

o.so 

208 

169 

43 

12 

0.25 

105 

74 

0.20 

0.66 

0.51 

o. <1'1 

* Actividad específica expresada en nmo1 mg-l min-l para 

1.as oxidorreductasas y en ngatomo de o2 mg-l min-l para -

1.as oxidasas. 



Par.:t:::;.~ .... i ormr:·nt2 

~1 procoso d2 des~rrollo de la en~ospora 011 los dos campar-

timentos. Los resultados so muestran en la ·figura 8 dondE: se 

por una parta que las activid•des de NADH y Suc:cinat.o 

todo 

~1 proceso dQ maduración~ son un poca mayores que las actividade5 

l ·"'"' en dos.por- 2., - .. . ' . ~ -. . -. -- . -
ci.~ 1..,1., V.l. U~UI;;,.';,=-

~spocific~s declinan lentamonte hasta ~lcDnzar un valor del 60 a 

70 la actividad presente or1 ol inicio de la rnadur .ación 

(t-_,,_ "'' L.a grdfica dernuGstra también, que, las; membranas de las 

endo-5pora~ colect~dns en el estadio ·t~-~, c::onti en~n é;;:•l 

q.o de les nivale~ de activid~d presentes en 1 as endospor· as 

jovenes <t:::i; .. 5) ... 

En la parte in·Ferior de la misma gráfic3 se muestr·a que las 

~r~ivirlArlR~ dA 1~ TMPDH~ O>:idasa y la NADH oxiciasa son 

y docrncran lcnta~cntc dur~nte 13 m~du~ación. Se observa qus· la 

actividad de la TMPDH2 o:d dasa C?n las enclosporas es de 3 4 

veces menor que la presente en· las n1e1nbranas de la célula madre, 

en ambas membranas dccrece ést~ actividad lent"1mente 

durante el desarrollo~ 

Mientr~s que la ac·tividad de la NADH oxidasa en la mernbra-

na d~ ln ct1.tlla madre cae lent3m2nte, on la endospora se pr2sar)t~ 

Uni;\ 1-Apidi!:\ t-?.nt:on tF andos estado td. ... ~ solo 

un 20 ~ do la actividad pr·escnte en las endosporas jo-

Pcir 

l'.':'..nmp3rti. mr;;.n tos pt:?rmanecc c:.onst.::.nte y b~.ja dLt1·ante l¿l madur-aci ón 
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FIG. 8 Gráfica de las actividades respiratorias asociadas 

a las membranas de la célula madre (simbolos abiertos) y 

de la endospora (simbolos cerrados)durante los estados de 

maduraci6n (III-VI) de la esporulac6n de Bacillus cereus. 

Arriba: Actividad especffica de oxidorreductasas expresada 
en nmol min- 1 mg-l 

Abajo: Actividad especffica de oxidasas expresada en ngat~ 
. -1 -1 mo o 2 min rng 

* Esporas Libres. 
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Ci t.OC.\,...OffiOS la Célula 

v Membranas de- 1 ,,,_ Endospora 

Esparul .:"\ci·ón 

d"'l Estadio T IV 

En 

obtcmidos 

9 se muestran los espectros difei-enciales 

a tc?mperatL\ra de nitrógeno líq1,..1.i.do de fas me.mbranas de 

la célula madre .. \t¡-;;.=o CDi!tir-uc) y de las membranas de la endos-

pora.s_"' trazo punte~do)". En l~~ par-te supG-1,..ior-

c:on ditionita m'2no~, O)~idado, apa:-8ccn los picos t!.picos de -absor--

ci.6n pare los citocromos b~~~ C427J 555, 526); citocromo C15cso 

( 4 ~.6~ 521 !t 603). En ambos tipos de 

membran,:-;\S los niveles de redu~ción do les citocromos by e 

mu.y p3.rc:?cidas, pPr-a 10. t-educ:c:ión del c.itocromo c:ia~ es mayor en la 

membran~ de la célula madre en el estadio IV, por Otra parte, se 

\1n-?. r.:lara diferencia 2. nivi?l dE..)1 cit.ocromo o Cl.\YO pico 

:~p;;.r··c:c.iendei. como un -en las_ 

membrana-:: de la endosporn, mi ent.r as que en las membranas de 1 a 

~n la parte inf~rior de Gsta figura se presentan los 

espectrQs o~tenidas después de h~bcr r~ducido con ditionit~, pero 

problema 

.formB.r 

<pi c:o 

los 

l t:c> burbi..\J8a monó;~ ido dl2 c'3.rbono con el fin 

complajos correspondientes con los citocron1os o-CD 

592 valle 44 ... 1). El 

compJr--_ic 0-CO se encuentr- a en n1ayo: ... Ct":\nti dad E:n l ¿\~ er~duspor as y 
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FIG. 9 Espectros .diferenciales de las membranas de la célula 

madre (linea continua) y de las membranas de la endospora (linea 

punteada) del estado IV de esporulación. 

Arriba: Espectros reducidos con ditionita menos oxidado con 

agitación vigorosa registrados a temperatura de N2 liquido. 

Abajo: Espectros reducidos con ditionita y burbujeado con CO 

menos reducido con ditionita(ver materiales y métodos) registr~ 

dos a temperatura ambiente. 

Las suspenciones de las membranas contienen 6.0 mg de proteina 

para todos los casos. 



m11cstran ~n lo fig_ 

di~~r~ncia~ on los pat;-or1~s de rcducciGn de los c:i tocromos. La 

c~lul~ madre p¡-c~cnt~ ~nyor r-~ducción del citocrcmo 

menor reducción dQl citocromo o~ 

Los r0sultados del análisis Dspectrofotométrico que 

hasta el momento ~e han pre~Qnt~do solo son cualitativp~, 

a ~\ie , los espectros obtenidos a Lcmpei~atura de rlitróger¡o iíqui-

do C77°K> no son adocu3dos par2 ha~er un análisis cuarititativo, 

ya que la baja tempc-~-"-:~tur-a disminLi.·ye l~. dist.ribución de erü:~rgi¿-1, 

vibracional de las móleculas lo que da par 1-esultado una exagsra-

r::;_ón do l~ concentr~ci6n re2l de los =itccromos. Con e:•l fin de 

c~lcular l~s concpntracion&s ¡-~~lcz d= =~d~ uno de los citocronios 

$e reali:aron los mismoG espectros pero a tempor·atura ambiente • 

l.ns resultados se muC?s.tr0.n sn la t¿\bl.:.. T T .... • En la misma. se obser -

va qtte 1~ endospora contiene solo la mit~d de la concentración cie 

-Ci'\E'O d°"l complejo del citoc~omo o-CD la concentraciór1 

en CL\anto a los citocr-o-

un 33 'l. y 47 

mi?.yor en le. célula madrc: que en la. endospo1,..Z.\ .. La concentración 

rlPl cito~romo b~~~ en los dos compartimentos es la misma. 
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FIG 10 Espectros diferenciales de las membranas de la cél~ 

la madre (A) y ~ndosporas(B) del estado IV de esporulaci6n 

reducidos con NADH menos oxidado con persulfato (lineas -­

continuas), y reducidos con Ascorbato + TMPD (lineas punt~ 

adas) •. 

La suspenci6nde las membranas de la célula madre contiene 

3.5 mg de proteina y la suspenci6n de la endosporacontiene 

4.5 mg de proteina. Los espectros se trazan a temperatura 

de N2 liquido. 



TABLA II Concentración de citocromos asociados a las mem­

branas de la célula madre y endosporas de Bacillus cereus 

del estado IV de esporulaci6n. 

a) nmol mg de proteina 

Relación 
Citocromo Célula Madre Endospora END/MCM 

b555 0.35 .. o .35· 1.02 

C550 o. 35 ·0.27 0.77 
'· 

ªª3 0.13 '0;07 0.53 

a 3-co 0.16 0;10 o .62 

o-co 0.07 o .. 12 l. 71 

ª Concentraci6n·de citocromos calculada de los espectros 

reducido menos oxidado. Los pares de longuitud de onda y 

los coeficientes de extinci6n molecular usados son cita-

dos en materiales y métodos. 



Tr.::-ibajo5 ~ 9 ) 

pr~senta un s;.istema 1--c-spira!:orio rnmific2~c.Jo. Los inhibldút' .. es CüíhO 

13 atehrina;i; d.i c:umat-ol :- omtimicina P. y <=il HOQNO 11iuestran una 

inhihici6n monof~sica y casi total mi2ntras que el cianu~o· -tiene 

una a 

c:ancentr c:i.c:i ones 

s:r-?ns:-ibl e <ci t a 

c:oncentrac:i ones OHídasa 

insensiblQ Ccit o)~ 

Los resultado~- d6 ambo~ c~mpartimentos, muesti,..an una 

tli f0>r-2nr::i"' ~n sus patrones de reducción fig. 10 a.s.:i. como 

rli·~r?1,..c-ntc conc8ntr.:\ción dE: sus C;}~iJasas t.e1,..minales, ·tabla-·III. De 

.~c::u.~rdo ~ nue5tros ~odria esperarse una di~erente cinéti~a de 

inhibición c:on·CN- c:::·n le.s membranas. -clG ¿i.mbc.s cOrnpartimentDs pardo 

li3 re~-pir~ción estimulada ·por NADH .o en su re?$pir.aci6n endógena. 

En 1 a f i g. 11 se mueGtra la ~inóti~a de _inhibición por 

Ct-1- rlE> En.la sec:ción A, 

obser-va que la rospira~ión Q~dógmna de las membranas de 

endospor~ Q~ signi~i~etivamente má5 resistente ol cianuro que la 

.::-;cti vi rlad ~ndógena -e~ 1 as mcmbrG.nas dc-1 esporangio c::ompleto. 

le mism~ ~igura en la s~cción B, s~ mu.cstr-a que la ac:tivid~id 

En 

de 

de la 

m.:idre~ tien~r\ la misma cinltica ~u8 

L.a actividad dra l~ Ascorb&to-TMPD o;,idasa en pres@n~ia 
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FIG. 11 Efecto de la concentraci6n de cianuro sobre la ac­

tividad end6gena en el esporangio completo y endosporas -­

aisladas del estado IV de esporulaci6n secci6n A y sobre -

la respiraci6n estimulada por NADH (•,á ) y Ascorbato + TMPD 

(•,o en las membranas de la c~lula madre (simbolos abie~ 

tos) y endospora (simbolos cerrados) Secci6n B. El consumo 

de 02 se mide en 3.0 ml de buffer TCM +Sacarosa 0.25 M. 

•. 



TABLA III Tabla comparativa de las actividades respirato~i 

as y concentración de citocromos de las membranas de la e~ 

dospora inmadura {estado III) y membranas de esporas madu­

ras de B. cereus. 

-~---------------------------------------------------------
ª Actividad especifica Relación 
Endospora Espora END/ ESP 

OXIDORREDUCTASAS 

NADH 300 140 0.46 

Succinato 160 75 0.45 

OXIDASAS 

NADH 390 19 o.os 

Succinato 35 14 o.42 

Ascorbato+ TMPD 120 55 o.45 

CITOCROMOSb 

ªª3 0.07 0.06 Q.85 

bss5 0.36 0.27 Q.75 

C55Q 0.27 0.22 0.81 

o-co 0.12 0.10 0.83 

a 3-co 0.10 0.08 0.85 

ªActividades especificas de oxidorreductasas representada 
-1 -1 como nmol DCPIPH 2 min mg de proteina y para oxidasas 

representada como ng atomo min-l mg proteina-~ 
b La concentración de citocromos se estimó como se descri­

be en materiales y m~todos. 



nu 

dwl c..i Loc:r-omo 

J":ct i vid ad es Respii'-ator:i as y Concentración de 

Citor:romos en las memb1-an2.s d~ las Endospo1-as del EstiidiO T III y 

E:spor¿,s; Libres de B .. cereu.:::. 

En 

de m~duración"de las esporas dQ B. cereus~· las oxidásas .Csuccina­

t:n y Asc:orbato + TMPD) y l a.S deshidrogenasas (succinatD y· NADH) 

~n los dos compart.irnentos. declin.::.n lentamente. Esta respuesta es 

l ~. misma c:uando ·38 mi do 1 a Ml'\DH o~: i cL:.\s.;;,;. t:::n las membranas de 

cé1Lt1 a madre, en tanto que en 1~ endo5pora esta ~ltima actividad 

di sminU'/f'I significativamcr\te m~s rápido, un 

inactivación ~specí·Flc~ podria ¿:·star ·func:ioni3.ndu 

durRnte la madur~ción de la QSpora. DGbiclo a estos resultados se 

br.':!\nas. de de las esporas 

m~dur:J,s .. Los r~i;;:.ultc?.do5 dQ este cxpcrlmento se muestran en 

apro}:imadamrant2 el 50 % de la pr·esente e11 la endospora 

t •. as actividades de succinatb y As~orbato + 

TMPD oxi.rl~sa nolo ~~ ccnservan de un 40 -50 % de la actividad de 

1.a ~nrln~por~ joven. 
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e~pC\ra 

vidc:>d 

m¿'!,dur.:::ii.:t 

de la ~ndospora inmadura. 

acti-

la 

di~er~ncia de actividadra~ en la3 mernbranaG de la espora madura se 

t:r ci'Z aron sus espectros di~cr~nciales. En 1 a fig 12 se obss.-va 

~Fpectro reducido can ditionita 

+ CD menos reducido se pres~ntan todos los 

en 

picos 

el 

de rr:>duci do 

.?!bs:.orr.:i ón de los citocro8GS encontr~dos 81~ las membranas de 

end.nsporG joven .. En 1 a ti:-.bl ¿, !II se presenta la cuanti~ica-

r.ión d~ ostos citocromos, cont.i8'ne 

dr1 75-80 7.. dr;; la r:onr:ont1,.. ación de los ci t.ocru1hus µ¡;-¡.;:~c-ntc.~ en 

1.as membranas d8 l~ endo~pora Joven. Para explicar la-caída de la 

~sp~ctro redt1cido con ~lADH m~nos O}tidado fig 12 Steady-State> 

es~as memb~an&s dondG clar~mcntra so abserva_que el nivel 

rPducr.jón los citocromos Gs muy bajo y que a medida que se 

inr.:remnnta el tiempo de incubación l~ ~oclucción de sus citocromos 

memhr.=Jna~. d~ la cólulo madre y de l~s ondospor~5 bajo la candi-

c::i ón ~-tr.,"?.d'/-s:.t2.tc;:- ~us:. citoc¡ ... omo::; alc.:-.nzan el rr1ib~in10 nivel de 

reducción en corto tiGmpo. Los result~dos so presentan en la fig. 
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1 

FIG 12 Reducci6n de los cit=ronos evocada por la reducción con di­

tionita y NADH en las rrembranas de la espora rmdura de B. cereus. 

Espectro reducido con ditionita + CO menos ditionita menos ditionita 

en terrperatura ambiente trazo (a), espectro reducido con NADH menos 

oxidado con agitaci6n vigorosa, se observa la secuencia de reducci6n 

de los cit=rorros despu~s de incubar a diferentes tierrpos (2, 5, 10 , 

20. min) trazo (b), espectro reducido con ditionita rrenos oxidado tra-

zo (c). 



1. :, 1 ..:.. 

F.1 '?'! i?.C i. ón 

Membranas de la Espora t·1adur·& 

En la tabla I se muestra que en las membranas de la 

c~·lula madre t?}{ i stQ ~l doble de 1 a actividad de la NADH o;: i ciasa 

rle la present~ en las membranas dQ la cndospor·~ y que esta di·f~-

ha~e a~~ mayor on J.&s mGmbranas de la espora snadu.ra 

;::,.cti .. 1idad de la NADH des:-hidt-ogen3sa presr=nte en los ti-es tipos de 

mcimhran2.s es la suficionte parn que el~iston buenos niv8les de 

reducción de los citocromos con este sustr~~o~En las 11~embranas de 

1.A espora madu1-?. 

d¡:, lo. 

reducen pcbr2mcnte los citocromos ·f ig. 12 d~ 

r::ontr~rio qu0 .;->u.cede c:on l i:.-\S. memb¡·-an.os dsl esporangio 

completo de 2stadios jóvenes y de su ~ndospora fig. 10. 

Si en 1?. cspor i?. madura ~;-:i ste?n las ·dashi dt-ogenasas y los 

e: i tocromoi;; ~- Onico compoi1rant2 dG l~ c~dena:rcspiratoria qu8 

podría QSt~r influyendo en la caida de la actividad de 

~~Ja m~naquinona~ 

l A. menaqui nona) r:;:,,, 1 as memt.1.- anas 

y so midió l~ ~ctividad de 

encontrá~dasra 13n it1cremento significativo en la acti \/i dad. Des-

pué~ dr? ~,f1 i e i on;::i.r conccntracionms crecientes de m~nadiona se 

que a bajas 

conC"r:nt':"' 2c i. onPs '/ qu.e ·3.lcan:::a ;_i¡-¡ nivel mtf.l;~lmo similar al de las 

111 de 
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FIG 13 Efecto de la concentración de manadiona sobre la respiración -

dependiente de NADH O. 5 nt1 en las rrerrbranas de la espora nadura (la -

actividad se mide en cubetas de 3 rn1 ) • 

I.Jos nGrreros muestran la estimul.ación de la actividad eje=ida por la -

adición de 200 rrM de =adiona sobre la célula madre (t'K:M) y endosporas 

(End) del estado IV de esporulaci6n y de las rrembranas en la espora -

nadura (EM). 
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a-NAOH 

Fig. 14 Se presentan los espectros reducidos con NADH menos 

oxidados de las membranas de la endospora (a) .A. la cubeta 

de muestra se le adiciona menadiona trazo (b) y por rtltimo -

se dejo incubar la muestra anterior hasta alcanzar el estado 

anaer6bico.trazo (c) donde se muestra que los picos en estos 

casos va aumentando progresivamente hasta alcanzar casi el 

nivel dado por la reducci6n con ditionita(d) 



men;;.~di ona., 

dond<? se cb~erv2 un incremento considc~ablc do la reducción de 

(a) todos en compilración del control fig. 14 

deja incub~~ dur~ntE 15 min. con el fin de llegar al estado 

b mncontrando que los citocrom~s presentan wn 

ni VP] de Y-S">duc:c:i 6n con 

rlitionite\ 

:::o 
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1 
1 
1 
1 
1 
• 

Sistema 

D·~do .qup r:-·1 

REspi r-~:t-.ori o 

objcti~;o d2 este 

ds la c~lula madre de -

B~~illus ~er~11~, ~ue impo~t~nt~ conocer el grado de pureza en la 

pr<::?pC\rnci bn d~ l ~s m~mbr21.nas de 1 a endosporas, pa.Fa poder afi¡-mat­

cualqui i:)r ! ... esu.ltacin qt.tr.:- c·n c::•s.te estudio $E· cncon·Ll ... \1-·a. Por lo que 

~= rrob6 un m~rcador do membr~na como lo es la fluo¡·es~amina, que 

segón los r~portes d~ la biblicgrafia es reportada como 

"tmpr?.rmc.-abl-t? a la mr-mb1-c: .. n21, int~1-ni".\ de le, mitoc.ondt-ia { 21 ); se 

cb5aervó que la mombrcna bacteriana es perineable a dicho 

~ompuesto, ya que al n:arcQr las células dQl e3taciio T IV de 

csporulaci6n y ob$ervarlns ~~ microzcopio de fluor~scenc~a, 

t,:?-nto l.?_ mernbr2.n3 d'2 1,".3. célula madrs como la endospor.:f:i se 

r:-nc::ontr.aron marc.::~d.::s:~, por lo quca o5to cumpuQsto no nqS f,ucá útiÍ 

pe.r.~ conocer c·l grado clC? put"'eza an la purificación de endosporas 

obtE:rd.d,~s de.~ lo~ di-fcr:::ntc:s f?S-tadios dé;' t::"=.-µc.i-;_i!..:\t:ión .. _. Dado ·este 

re'3u.1tc-.do el ····.niét.odo us~do p.3.ra estar segL\ros de-la" pur'?!~ª de 

nue?'::.tr<:\e:::. prepar.:u:iones!( ·ft.u~ wbsa¡ .... vai--las al microscopio 

~11?r:-trt•1nicc, doni:i~ fue r..:.lwro que no h~biu. L\na contaminación 

irn}'CJrt.3.r.te df? membre.na de 1~. cólL\l¿\ madre en las prepar·aciones 

rl~ las endosparas aislQdas por· cstQ mótodo, por· lo que se 

ron~id121,..ó que 1 as:. resultados de <::·s.tc estL1.dio $On confiable$. 

Durante el desarrollo de éste trabajo so ei1contró que 

1 ~-;;. rnemhra11as:. de 1,-:\ célul2. m.?.drc y 0ndospo1'""as de estadio· -IV de 

r::<::.f"r.irttlnr.:i t'ln presentri.n o-1 misma .:::u-reglo en su S.R. ,pet-o. difieren 

en l~ concQnt!~~ciór) do ~u~ citocromos y actividades 

' 



Fn 1,-., ;- L. .. :SL~ífi;;;::[¡ ~stas 

di .ferenr:i as~ Las son 

di.stint,?.s rle 1 as. de l..:.\ en SL.l bajo 

bajw. ::-.c-!:.i\·i<:!.:.".d de- TMPDH:..o.:·--a;:idasa=- pE2rD al 

mismo tiompo alto ccnte~ido de citocrcmo o (fig~9 y tabla II>, y 

como consec1~enci~ se obsGrva un comportamiento ~inético distir•to 

haci 2 cianuro entre las membranas de amt,os compartimentos. 

Como sra. mostró en la fig~ lo, la rG~pir~ción endógena de las 

~ndosporas intactas y le re~piración d2pDndionto de NADH de éstas 

membr¿-inc:\S son mayores que on l~s membr~nas de la c6lula madre y 

rl~l espar?ngio completo, lo que sugiere quG el camino resistente 

ci i:\nuro ti ene una mayo; contribución en la actividad 

re~pi r~~,tori ,3 de 1 as 

c~lul ·3 madre. E:n un trabajo anterior re~lizado por Hogarth 

(13)' se encontró C}LlE? Gil células del estadio V de 

E'=porul ación de Bacillus megat~rium el contenido de citocromo 

~s :ni::o?"'lor- en 1 ~ nndo~por-a y que a su vei pt.-esenta ma_yor c~ntenido 

en r:itar:romo o, no habiendo una diferencia aparente en el 

cante·nido de citocromo aaz, as~ que se podría pensar qLle l i.1.S 

rl:i ·F erc:3nc: i R:;; en la concentración de los citocromos e y aa:3 en 

2'.lmbcis especies, están directamente t-81 acianadas con la baja 

actividad de la TMPD oxidasa y su resistericia al cianuro~ 

En los resultados repot-tados por Andreoli y cols. ( ~.­_, y 

por Escarnilla y ~anito !Bl, se demostró que durante los estadios 

vegeta.ti v·a y r.?sporul ante de B .. ci::rGus, c:.n·~iston di·fers:nc:i~\s en la 

r.:onc~nt-.ri'.:\c:i ón de sus citocr-omos de SL\S 

estas diferencias se pros~ntan desde lüs ~stacilo~ 
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FIG. 15 :Resurren de los resuH:ados 

'-··- ·-· -·-· '-· - cito 

... , 
.,, cit e -· ·-· -cit aa3 

encontrados al canparar el SR de 

las rrermranas de la c~lula madre y endosporas del estado IV de espo~ 

laci6n de B. cereus. 



el inicio 

genótica si ad~má5 de ésto se 

sintetizada 

distinto tiempo, qu~ la do la membran~ de la célula madre, 

entonccis=. ésta pod:'""ía e}!plicar las de·foret1c:ia::;. en la concentración 

d~ la~ ritn~romos y activid~des de arnbas membrabas. 

Por otra parte, se mostró que la actividad de la NADH 

en: idas a 

y esta actividad en la espora madura sólo alcari:a el 

de la actividad presente enla endospor~ jovon <estadio III>. 

Setlo\•J y col s. c·n 1981 (17) observaron 

qu<? apro~: i mi:.\.d amente una hora ~~ntos de: la i::.:1.c.umul aci.ón de ácido 

di pi c:n1 !.ni CD:: relación de: Nt':'.!DH/NAD+ en la endosporu de: 

cae a volaros tan bajos como los encontrados en la 

eepor2. caída ·podrla ser la causa_ de la bajd 

en l~ resoiración endógena y actividad de la NADH oxidasa qu~ se 

finc.~les de la íllBOUl"é\Ci ón de la 

endospora Sin embargo!' no sólo l ~ r-espiraci 6n 

de 1 a C?ndospnra d(~crece conformE avan;::.a su madl.lra.ci ón, 

sino qtJ~ tambi6n la actividad de l~ NADH oxidasa cae m~s rapido 

que rol r8~tn d~ l~s actividades C·fig. 8) y ~sta ca~da podria ser 

la rln que los citocromos sean tan 1-educidos 

por eJ MrinH G:·n la esporo:". madura (fig.13), apoyando ~e ést.:;.\ m¡:,\nera 

la lde~ rl~ que el flujo dG olcctrones est~ limitado por la b~ja 

c:onc1"=:1nt.1 .... ación de quinona on la cadena~ lo cuál está ~poyado por 

1 as 



1 ~\ 

rr,,.r:1.1f.1rr~r:i. ón .;.\cii L.:i onar 

Duranto la madur~ción de l~ 2ndospcra, varios eventos 

d~m~nda enorgética ticn~n lug31- y como consa~uencia de éstu 

un sistema respiratorio completamente activo p¿rece ser nec~sat·io 

durante éste como lo la fuewte inhibición 

la r::é1ula 'espnrangial <15). Ln cn~rgía de éste procesa parace 

ser den t:r·o SLlY, i l:;;'f t=l I 

niv~l~s rt~ NADH y ATP C17,18> y l~ alta raspir·ación endógena 

detectada en las ·endosporas:. aisladas C2,13,:1~) .. Una disuiinución 

l i'.\ motobólica de la endospora pat·ece ocurrir 

rPdl~dor de los estados IV y V como lo st1gicre la baja .de ATP 

NADH 07.181 y como se mostró anteriormente por la caida en 

al 

y 

la 

en estado Lln s.ist~ma 

completamc:;nte activo en 1 a endaspora paree~ ser 

innece~ario para su f~turo desarrollo; sin embargo después da 

de l~ enda~po~a y es aparentemente soportado por la célula madre. 

En realid~d la cél.ul~ madr~ mantien~ los niveles constantes de 

ATP (17,18) y como l·o sugieren nuestros resultados, un 

r~~pir~t~rio attivo. 

Wllkinson y col s .. 1221 reportaron que la .NADH oxidas• 

de es s•!tbi tamente acti .... ,,adi:-.. dL\rante los 

mi nu-t:os do la E-n Ltn pi,....OCOSO qua ocurre en 

tlro c:lor2<.mfenicol, nosostros hemos observado qLle la 



Si 

conclusiones estén ;:;..ctividC\d l i..1. 

mr?nctquinona Qndógona ~n l~ mcmbran~ de 1~ cndospora 

materia de un estLtdio con más d~t~llG. 

P!:lr último y come conclusión final de éste trabajo 

podemo5 afirmar que, a diferencia de la menlbran~ de célula madre 

1 a membrana de la E'·ndospor21 de Bacillus cereus LiS~ 

pr-1?-f 1?rent1?men te la vía insensible a cianuro (fig.15~ 

permi ti'? E>s·ta1· MEJOR ADAP-r?',Dr.. PARA LA RESPIR?\CION ;; BAJA TENSION 

DE OXIGENO. 
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