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RESUMEN 

Se estudió la actividad independiente de las citocromo 

o>:idasas terminales que forman parte del sistema respiratorio de 

Bacillus cereus. Dicho estudio se realizó en membranas de la fase 

esporulante. Cinéticamente fué posible distinguir la actividad de 

dos oxidasas con distinta afinidad por el oxígeno <Km=7.7/JM y 

Km=2.B,µM>. Además la cinética de NADH oxidasa y TMPD oxidasa en 

presencia de los inhibidores cianuro y/ó monóxido de carbono, 

sugieren la participación de cuando menos dos vías de 

de elactrones, con diferente sensib~lidad al cianuro. 

transporte 

Mediante espectros diferenciales, ditionita + CD menos 

ditionita, efectuados anteriormente en el laboratorio en el mismo 

bacilo, se pudo detectar dos citocromos oxidasas, la aam y la o. 

De ª=·-~c~e=r_e=u~s~, se aisló un mutante que carece de 

citocromo oxidasa aa3 (como se pudo aprecia~ en los espectros 

diferenciales> al cual se le denominó PYM. Con la cinética de 

NADH oxidasa en presencia de cianuro practicado en la cepa PYM~ 

se pudo detectar la actividad de la citocromo oxidasa o, sin 

interferencia 

electrones. 

de la vía principal <aa3) para el 

1 

transporte 

la 

de 



l. 

INTRODUCCION 

Las bacterias están ampliamente distribuidas en el 

planeta debido a que han habitado en él durante las tres cuartas 

partes de su existencia y de ahí su gran diversidad. A las 

bacterias se les encuentra en estanques~ r:í.os, agua de mar, en 

alimentos, en el tracto digestivo del hombre y de otros animales 

<6*). La diversidad bacteriana abarca prácticamente todos los 

nichos ecológicos, crecen en temperaturas extremas que van desde 

por debajo de los cero grados hasta temperaturas superiores a los 

cien grados. Los nutrientes que utilizan son muy diversos pueden 

ser tan simples como el CD2 y N2 que utili~an como dnicas fuentes 

de carbono y nitrógeno, ó bien usar mezclas complejas <13, Sl. 

Sólo algunas especies bacterianas son nocivas al hombre 

y a ciertos vegetales y animales de importancia económica,. las 

demás son inofensivas y algunas son benéficas incluso de vital 

la existencia de plantas y animales por su importancia para 

función ecológica, como ocurre con las bacterias fijadoras de N::. 

y las degradadoras y transformadoras de materia orgánica <6*l. 

Existen especies bacterianas aerobias, 

facultativas y anaerobias estrictas. 

bacteriano varia de una especie a 

El 

otra, 

sistema 

aunque 

anaerobias 

respiratorio 

en términos 

generales es semejante al sistema respiratorio mitocondrial de 

e.t.icariotes (9).· Algunas especies bacterianas en cultivo tienen 

la· capacidad de formar sistemas respiratorios mucho más 

los complejos, de tal forma que los tipos y concentraciones de 

componentes del sistema dependen de las variables del cultivo, 

2 
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tales como nutrientes, flujo de o~, temperatura, agitación, etc. 

y del estado de desarrollo de la población. 

La capacidad de formación de sistemas respiratorios 

complejos, es una estrategia de muchas especies bacterianas por 

la que obtienen energía bajo diversas situaciones ambientales, 

siempre y cuando dispongan de fuentes de carbono y nitt-ógeno 

(30). Existen muchas especies bacterianas cuyos sistemas 

respiratorios estan formados por varias cadenas que pueden 

~uncionar independientemente 6 entrecruzarse y formar sistemas 

ramificados. Así las bacterias son capaces de adaptarse a las 

variaciones del medio ambiente cap~cidad que es debida en gran 

parte al sistema respiratorio. Si la tensión de 0 2 en el medio es 

baja, la bacteria favorece la síntesis de los citocromos a. y a2 

que cinéticamente se distinguen por su alta afinidad por el 02, 

mientras que a tensiones mayores los citocromos aa3 y o funcionan 

óptimamente como oxidasas. 

Hasta aquí se han indicado algunas diferencias 

generales importantes del sistema respiratorio bacteriano, cuya 

función principal es proporcionar energía al organismo. Sin 

embargo, dicho sistema no existía en los organismos unicelulares 

más antiguos, tales como bacterias, las cuales con mucha 

seguridad eran heterótrofas; es decir no fabricaban sus propios 

alimentos, sino que los tomaban ya elaborados de la ~ran cantidad 

d.e ·materia orgánica disuelta en los mares primitivos, y que se 

había formado abióticamente (1* y 3*>. Estas substancias, por 

ejemplo los carbohidratos, incorporados al interior de las 

primeras células, eran utilizadas para obtener energía 

aprobechable biológicamente por medio de la fermentación 

3 
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anaerobia, un proceso que es poco eficiente desde el punto de 

vista energético (3*). Con el transcurso del tiempo, las 

substancias alimenticias fueron escaseando~ por lo que dichos 

microorganismos requerí. an de un sistema que aportara energl. a más 

eficientemente. Así que en el transcurso de la evolución fueron 

apareciendo microorganismos -fotosintéticos, entre los cuales las 

algas verde-azúles y bacterias fotosintéticas, eran capaces de 

incorporar al dióxido de carbono ceo.> presente en la atmósfera a 

compuestos reducidos de origen metabólico utilizando para ello 

el ácido sulfhídrico CHmS> atmosférico Cen bacterias 

fotosintéticas} y al agua mediant~ procesos fotositéticos Cen 

algas verde-azúles) Cl* y 3*}. En la fotosíntesis de las algas 

verde-azóles, se liberaba oxigeno con la consecuente 

transformación de la atmósfera de r.:ductora a oxidante. Dicha 

transformación atmos-férica, provocó qL\e muchas especies 

microbianas (incluyendo ciertas especies bacterianas> que no 

tol~rilban a.l ox~geno libre? desaparecieran, otras se retiraron a. 

microambientes anaErobios <1*>, como son los lodos marinos; sin 

embargo, algunas especies microbianas, probablemente 

descendientes de bacterias fotosintéticas, desarrollaron ó 

readaptaron su sistema fotositético en un sistema respiratorio ya 

que son muy parecidos ambos sistemas Cl*>. 

A pesar del desarrollo evolutivo y de las grandes 

dLferenci as encontradas en el sistema respirtori o de muchas 

es~ecies bacterianas, todavía se puede generalizar dicho sistema, 

en el cual ocurre una serie de reacciones de oxidación-reducción 

que produce energía CATPJ; dichas reacciones suceden con 

4 



1 
1 
1 
1 
1 

transferencia de electrones desde un dador electrónico 

reductor> a un aceptar electrónico (el agente oxidante> 

(el agente 

<4* l. En 

algunas reacciones de oxidación-reducción, la transferencia 

electrones se realiza mediante transferencia de hidrógeno. 

de 

Con referencia al parrafo anterior, es posible 

describir 

(fig. ll, 

un esquema general del sistema rspiratorio bacteriano 

en donde se agrupan las posibilidades de su 

organización con base en las caracteristicas de diversos grupos 

bacterianos, en que se consideran tres sectores: El sector de 

entrada constituido por múltiples deshidrogenasas y flavoenzimas; 

un sector intermedio que puede i=:er común ó formado por vi as 

paralelas, constituido por quinonas, centros de fierro- azufre, 

citocromos del tipo b y c y otras metaloproteínas; y el sector de 

salida que puede estar formado hasta por cuatro citocromos 

diferentes <a1, a2, a3 y o) cuando el aceptar final es el o~, en 

ausencia de éste~ puede utilizar diversos aceptores inorgánicos y 

orgánicos tales como nitrito, nitrato y sulfato; en cada caso 

habrá una reductasa especifica y en muchos c~sos un citocromo de 

tipo b 6 c que enlaza a la reductasa con el sector intermedio del 

sistema. Por tanto se puede decir que la presencia de sistemas 

respiratorios alternos es un fenómeno muy comunmente distribuido 

en muchas esp~cies bacterianas, como 

Escherichia coli, Azotobacter vinelandii, 

P. aeruginosa (14). 

ejemplos se tienen a 

Pseudomonas putida, y 

Por otra parte, durante la esporogénesis se han encontrado 

modificaciones, tanto cualitativas como cuantitativas, en la 

cadena de transporte de electrones <CTE> de las distintas 

especies de bacilos. Por ejemplo, en Bacillus megaterium, se ha 

5 
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descrito 115) durante el crecimiento exponencial la ausencia de 

citocromo c y su aparición durante los primeros estadios de 

esporulación, aparecen en este proceso cadenas alternas poco 

sensibles al cianuro ICN->. En B. subtilis también se a 

demostrado la presencia de citocromo o 130), el cual puede 

funcionar como oxidasa terminal. En B. cereus Halvorson 115) 

encontró que existe un incremento notable en el consumo de 

oxigeno una vez que las células dejan de dividirse y alcanzan los 

primeros estadios de esporulación. Felix y Lundgren 112) 

demostraron un marcado incremento en el nivel de citocromos al 

Tinalizar el crecimiento vegetativo; esos niveles permanecieron a 

lo largo de la esporulación. Además estos investigadores, 

encontraron, que la inhibición del transporte de electrones, por 

la adición del CN- al medio de cultivo, tenia poca influencia en 

el crecimiento vegetativo pero inhibia fuertemente la 

esporulación. Estos resultados apoyan la idea, de que durante ·el 

crecimiento vegetativo, no 

respiratoria típica, la cual es 

esporulación. 

es indispensable la cadana 

absolutamente necesaria para la 

A pesar que se ha intentado obtener ó desarrollar 

inhibidores respiratorios específicos de cada una de las oxidasas 

bacterianas no ha sido po~ible. El CN- que es un in~ibidor 

clásico de la citocromo c oxidasa (citocromo aa3 mitocondrial) 

también inhibe fuertemente a la oxidasa aa3 bacteriana. 

Diferentes trabajos (1, 21) sugieren que el CN- actúa con menor 

potencia sobre las oxidasas terminales alternativas al citocromo 

aa3 (citocromos o, d y a~). Por otro lado se ha sugerido que las 

6 



citoc:romo oxidasas bacterianas tienen diferente afinidad por el 

0-. y el monóxido de carbono (CD) (3, 6, 21, 24). 

OBJETIVOS 

Los objetivos de la presente tesis es el de analizar 

las cinéticas de inhibición para el CN- y CD y la cinética de 

afinidad para el tratar de distinguir la actividad 

independiente de las oxidasas terminales que forman parte del 

sistema respiratorio de Bacillus cereus. 
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GENERALIDADES DE LA ESPORULACIDN 

La esporulación bacteriana se halla ampliamente 

distribuida, se encuentra en las bacterias de los géne~os 

Sporosarcina, bacte~ias filamentosas del género Termoactinomyces 

y las bacterias del género Desulphatumaculum. Como se sabe, la 

formación de endosporas no esta restringida a un grupo de 

organismos íntimamente relacionados~ 

fisiológica de las bacterias de 

anaerobias CClostridium) mientras 

anaerobias facultativas CBacillus>," 

siendo enorme la diversidad 

estos géneros; algunas son 

que otras son aerobias 6 

algunas tienen requerirnentos 

nutricionales simples, mientras que otras requieren substancias 

muy elaboradas <como en el caso de especies parásitas). Las 

especies mencionadas forman una sola espora por cada célula. Se 

han encontrado otro tipo de microorganismos que forman más de una 

espora por cada célula; éstos microorganismos no están 

perfectamente bien caracterizados desde el punto de vista 

taxonómico, y generalmente se encuentran asociados a organismos 

hospederos constituyendo un mutualismo, entre ellos se encuentra 

un organismo designado Metabacterium polyspora que puede formar 

de dos a cinco esporas endógenas. Los organismos hospederos 

generalmente son los artrópodos y anfibios. 

El inicio de la esporulación, se da normalmente después 

d~ la fase de crecimiento logarítmico, cuando se ha agotado la 

fuente de carbono fermentable, cesa la glicólisis y el esporangio 

depende totalmente para su desarrollo del metabolismo oxidativo, 

alcanzan sus actividades máximas el ciclo de Krebs y la cadena 

repíratoria. De esta forma se produce la espora, la cual en 

B 
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condiciones ambientales favorables emergerá 

vegetativa después del proceso de germinación. 

como célula 

Si el microorganismo es genéticamente capaz 

esporular y las condiciones favorecen el proceso, entonces 

lleva a cabo la esporulación~ produciendo una endospora en 

lapso aproximado de 8 a 10 horas. 

de 

se· 

el 

El proceso de esporulación se ha estudiado 

microscópio electrónico y se han observado los 

morfológicos, que conducen a la formación de la espora, 

en el 

cambios 

que 

similares en todas las especies de Bacillus y Clo~tridium. 

proceso se ha dividido en siete estadios morfológicos que 

muestran en la figura z. 

son 

Este 

se 

El Estadio O se rerfiere a la célula vegetativa. Esta 

contiene dos ó más copias duplicadas del cromosoma que se ven 

como cuerpos discretos, compactos y aparentemente esféricos. La 

síntesis del ácido desoxirribonucleico cesa, pero los cuerpos de 

cromatina contin~an cambiando en distribución y en forma hasta 

que consti i...uyen un -fil amer.to .:t.~~i al dentro de cada célula; este 

cambio representa el Estadio 1 de la esporulación. Esta etapa es 

seguida por el crecimiento e invaginación de la membrana en uno 

de los polos de la célula, y la formación el septo esporangial 

que delimita dos compartimentos a) el de la célula madre, que 

ocupa dos terceras partes del volumen total del esporangio, y b) 

el· de la forespora ó prespora, que ocupa el resto del volumen, a 

esto se denomina Estadio 11; durante este evento empieza a 

sintetizarse un peptidoglicano que asegura la formación del 

septo; una vez que éste se ha formado, el peptidoglicano es 

9 
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digerido por la bacteria que continúa al Estadio III, 

la célula más grande engloba a la más pequeña 

en el cual 

mediante el 

crecimiento continuo de la membrana, se forma así un protoplasto 

rodeado por dos membranas, las cuales estarán orientadas en 

oposición. El Estadio IV marca el inicio de la formación de la 

corteza, en donde el peptidoglicano cortical se sitúa entre las 

membranas interna y externa de la prespora y forma la 

corteza. La corteza es un componente específico de la espora, 

desaparece durante la germinación y no se encuentra en las 

células vegetativas. Se ha demostrado que en la corteza se 

deposita ácido dipicolínico <ADP>, · pol:!mero de peptidoglicano y 

calcio. Este estadio es seguido por la terminación de las 

cubiertas de proteína, acumulación de ADP, la incorporación de 

calcio, el desarrollo final de la corteza y la terminación de la 

espora <Estadio V>, que llega a ser un cuerpo brillante. La 

espora madura dentro del esporangio representa el Estadio VI; 

hasta aquí termina la diferenciación. El Estadio VII es en sí la 

liberación de la espora madura. 

Estructura de la Endospora 

Ultraestructuralmente la espora bacteriana está formada 

p~r diferentes capas (fig. 3>. La más externa que rodea a la 

espora, llamada exosporium, es una capa delgada que rodea por 

fuera a la cubierta de la espora; presenta una estructura 

ordenada,_ con ~ragmentos hexagonales que semejan una 

configuración cristalina. Por debajo del exosporium se encuentran 

10 
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las capas de la cubierta de la espora, constituidas por un 90X de 

proteína.. Por debajo de esta capa, se encuentra una membrana 

delgada que separa la cubierta de la espora de la corteza de la 

espora, que es una área de baja densidad electrónica comp1~esta de 

capas concéntricas que ocupa aproximadnmente la mitad del 

volumen de la espora. La pared deJ protoplasto se encuentra 

ubicada debajo de la cort~za, inmediatamente por fuera de la 

membrana del protoplasto. La corteza se hidr·ol iza por enzimas 

llticas durante la germinación en que la pared celular germinal 

persiste y llega a ser la pared celular de la espora germinad&. 

Inducción de la Esporogénesis 

La expresión fenotlpica del gen~ma de la espora depende 

de los factores externos. La esporulación normalmente empieza 

después que se ha detenido el crecimiento exponencial por 

agotamiento de los nutrientes de rápida utilización en el medio. 

La inducción de la esporulación puede ocurrir igual en una célula 

primaria, por ejemplo en una célula formada inmediatamente depués 

del aumento de masa de la espora sin ninguna división celular; 

a este proceso se le llama microciclo de esporulación. El 

macrociclo, es cuando las células esporulan despúes de una serie 

de_ divisiones celulares. 

En cada especie existen condiciones óptimas para la 

esporogénesis que involucran factores tales como pH, aereación, 

temperatura, nutrientes y cationes del medio. En el medio de 

cultivo la esporulación se inicia por el agotamiento del carbono 

11 
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y nitrógeno, 

esporogénesis, 

vegetativo ó 

y algunas veces por el agotamiento de fosfatos. La 

ocurre masivamente al término del crecimiento 

a baja frecuencia en cultivos en crecimiento 

condición en que es fuertemente influenciada por las· 

carbono y nitrógeno aprovechables. Los compuestos 

exponencial, 

fuentes de 

nitrogenados 

esporogénesis 

general, las 

metabolizables 

aquellas que 

metabolizables generalmente reprimen la 

y en combinación con glucosa los estimula. En 

fuentes de carbono que son rápidamente 

favorecen el crecimiento vegetativo, mientras 

son más lentamente metabolizables estimulan la 

formación de la espora. 

Cambios 

Esporulación 

Metabólicos y Bioquímicos Asociados con la 

El desarrollo morfológico de la espora es acompa~ada 

por cambios bioquimicos mayores, asi el metabolismo de la célula 

cambia a medida que las fuentes de carbono y de energia del 

medio se van agotando. El pH durante el crecimiento vegetativo en 

presencia de glucosa, disminuye drásticamente hasta valores de 

5.3 a 5.5 debido a la acumulación de productos metabólicos 

intermediarios, principalmente ácidos orgánicos tales como 

pír~vico, láctico y acético. Esta disminución del pH coincide con 

el inicio de la esporulación, en donde se utilizan los ácidos 

orgánicos con la consecuente elevación del pH. La variación del 

pH no es necesaria para el inicio de la esporulación, ya que 

12 
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algunos organismos que crecen en glutamato ó en estracto de 

levadura no sufren cambios en el pH y esporulan normalmente. La 

actividad y concentración de algunas enzimas, tales como las 

involucradas en la glucólisis lisina descarboxilasa ó 

isocitrato deshidrogena=.a, disminuyen al iniciarse la 

esporulación y aumentan las enzimas del ciclo del ácido 

tricarboxilico <TCA) como la aconitasa, asi mismo se incrementan 

las proteasas, citocromos, etc. Los citocromos proveen de energía 

<ATP> que sostiene la esporulación, por lo que los mutantes de 

algún citocromo dejan de esporular. De acuerdo con los trbajos 

realizados por Halvorson y Murrell· 12*> los cambios enzimáticos 

que tienen lugar durante la esporulación pueden ser tanto 

cualitativos como cuantitativos Cfig. 4). Durante el crecimiento 

logarítmico las células contienen las enzimas necesarias para 

desarrollo normal. Al tiempo to se inicia la esporulación; 

proteasas, los sistemas antibióticos y de lisis de la pared 

un 

las 

se 

inducen <circulas abiertos), en tanto que muchas enzimas 

vegetativas disminuyen su actividad. Esta disminución puede ser 

de dos tipos: el primero aparentemente involucra la inactivación 

de enzimas <triángulos cerrados) como la lisina descarboxilasa, 

isocitrato deshidrogenasa, treonina deshidratasa y 

fosfofructocinasa CPFK>. ·· El segundo tipo incluye las enzimas que 

disminuyen su actividad lentamente ó permanecen constantes 

durante la esporulación (triángulos abiertos). 

En los tiempo t, a t4, se incluye la fase temprana y 

tardía en donde aparecen otras enzimas en las células 

esporulantes. En la fa.se temprana Ct1 a t::.> se tienen alqunas 

enzimas del ciclo de Krebs y otras enzimas que oxidan ácidos; 
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mientras que en la fase tardía Ct3 a t 4 ) se encuentran diversas 

enzimas responsables de la formación de los componentes de la 

espora, como del ADP. Seis horas después cesa el crecimiento y 

aparece el esporangio. 

Categoría de 

Durante la Espurulación 

1 >Eventos 

Esporulación. 

que 

Relevancia de 1 os 

son Esenciales y 

Eventos Bioqu:imic:os 

Específicos de la 

Son los eventos bioqu~micos responsables de la 

producción y localización del septo de la espora en el Estado II 

y el subsecuente englobamiento del protoplasto de la espora 

CEstadi o I I-I I I > son supuestamente eventos esencial es y 

específicos de 

La 

involucrada en 

la esporulación. 

enzima diaminopimelato ligasa, la cual esta 

l a f or m ac i ó n de l a cor tez a de B=a,,c=i_,l,_l"-"u'-'s"-~s=p"-h_,_a=e,_,r-"i-"c,,__,u"-=s 

y la(s) pr-ole:i.na.(si óe la cubierta de ia espora son ciertamente 

especificas de la esporulación, aunque se han aislado mutantes 

que no producen corteza pero que pueden producir esporas al 

término de la diferenciación (5*). 

2>Eventos que son Específicos de la Esporulación y 

Distribuidos. 

Los eventos de esta categoría no se requieren para la 

esporulación normal, debido a que los mutantes con estos defectos 

esporulan normalmente. Algunos ejemplos en esta categoría de 

eventos son la producción de metaloproteasas al comienzo de la 

esporulación y del ácido dipicollnico y la alanina deshidrogenasa 

14 
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alanina 

de la 

a en los últimos estadios. El ácido dipicolinico y la 

deshidrogenasa pueden requerirse para la germinación 

espora~ y asi ser distintos de otros eventos en este grupo. 

31Eventos que son Esenciales pero no Especificas de la' 

Espo1-ul ación. 

Esta categoria incluye todos aquellos eventos que se 

requieren para la esporulación y que también pueden ocurrir 

durante el crecimiento vegetativo. Los citocromos y las enzimas 

del ciclo del TCA, son necesarios para mantener el suministro 

adecuado de energía durante la esporulación. 

4lEventos Irrelevantes. 

La producción de arginasa y amilasa al comienzo de la 

esporulación es ocacionada por el grado nutricional bajo, 

condición que se usa para obtener esporulación. Esas enzimas no 

están completamente relacionadas con el proceso de 

diferenciación. 

Regulación Fisiológica de la Esporulación 

La iniciación de la esporulación es reprimida por la 

presencia de fuentes de carbono y nitrógeno fácilmente 

metabolizables. Cuando uno u otro de estos compuestos llegan a 

ser limitantes en el medio de cultivo, la esporulación puede 

iniciarse igual que en la presencia de un exceso del otro. Bajo 

ciertas condiciones la limitación del fosfato puede también 

inducir la esporulación. La probabilidad de que una célula 
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vegetativa quede comprometida a esporular depende de las fuentes 

de carbono y nitrógeno. La probabilidad es baja con fuentes ricas 

de carbono y nitrógeno; sin embargo, si uno u otro es reemplazado 

por un compuesto más lentamente metabolizable la probabilidad de 

que la esporulación se inicie se incrementa y en algunos casos, 

por ejemplo al crecerlas en medio minimo de sales con glucosa 

como fuente de carbono e histidina como fuente de nitrógeno, 

alcanza la unidad. Estas observaciones sugieren que la 

esporulación es reprimida por catabolitos que contienen 

nitrógeno. 

Las principales rnecan~sn1os involucrados en la 

regulación de la esporulación, son la represión de la síntesis de 

enzimas, la inducción y la represión por catabolitos y la 

inhibición por retroalimentación. 

1lRepresión. La represión de la sintesis de enzimas es 

de gran utilidad. Pues evita la síntesis de enzimas que en ese 

momento no se requieren, y asi evita la célula gastos energéticos 

extras. 

2llnducción y Represión por Catabolitos. En la 

represión por catabolitos se requiere que haya una acumulación de 

los mismos a partir de glucosa y, además, una concentración 

elevada-de moléculas de alta energía. El uso de este mecanismo de 

control coincide con los datos que se tienen del control de la 

e~porulación. De esta forma, cuando se agotan los nutrientes del 

medio, el control de represión por catabolitos cesa y las enzimas 

especificas de la esporulación pueden inducirse. 

3llnhibición por Retroalimentación. Se sabe que la poza 

de algunos metabolitos se incrementa después de que ha terminado 
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el crecimiento, pero las razones de esto no han sido dilucidadas. 

El crecimiento se detiene por el agotamiento de fuentes 

fácilmente metabolizables y esto redunda en la disminución de la 

poza. Sin embargo, se sabe que las hidrolasas se increffientan en 

este momento, por 1 o que se ct-ee que 1 a paz a aumenta como 

respuesta a un aumento en el recambio de los polirr1eros celulares. 

Esto podría tener el siguiente efecto: el incremento en la 

concentración celular de aminoácidos y nucleótidos reprime la 

síntesis de enzimas biositéticas e inhibe, por consiguiente~ la 

síntesis posterior de los productos finales por 

retroalimentación, que permitirá a la célula mediante las enzimas 

inducid~s necesarias y las no inhibidas en el microorganismo 

en crecimiento desarrollar la espora. El beneficio principal 

para la célula esporulante sería un uso eficiente de la energía 

total de la célula. 

Las enzimas alostéricas tienen otras ventajas durante 

la esporulación. Se afecta la actividad basal de muchas enzimas 

del metabolismo de carbohi dratos por metabol i -tos que 

especificamente no corresponden a los productos finales, pero que 

están en relación con la carga energética de la célula; por 

ejemplo la PFK, es inhibida por el ATP. Por lo tanto, la 

regulación de la Qlucólisis y la gluconeogénesis dependen de las 

reacciones productoras de energia. 

Transformación de Esporas a Células Vegetativas 
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Existen tres procesos secuenciales para la 

transformación de una espora a una célula vegetativa: a) 

activación; b) germinación y e) aumento de masa. 

a) Activación 

Capacita a la célula para germinar cuando las 

condiciones son adecuadas. La activación es un proceso 

reversible; la cual puede darse por calentamiento subletal, 

exposición a pH bajos ó a substancias reductores. 

Germinación 

Es un proceso irreversib~e en el cual ocurren varios 

eventos después de la exposición de las esporas activadas a 

estimulantes específicos. Esto es acompaKado por hinchamiento y 

la pérdida de propiedades fisiológicas típicas de la espora. Así, 

se pierden la resistencia a los cambios ambientales bruscos, y 

la refractividad; se incrementa la permeabilidad, hay liberación 

de los componentes de la espora (ácido dipicolínico, calcio, 

péptidos de la espora>, no hay síntesis de proteínas ó de ácidos 

nucleicos y se incrementa la actividad metabólica. Colectivamente 

el proceso es degradativo por lo que las enzimas involucradas ya 

se encuentran listas en la espora. 

Aumento de Masa 

La germinación es seguida por un periodo de 

biosintética llamado aumento de masa. Durante esta 

sintetizan de novo las proteínas características de 

vegetativas que transforman a la espora en una 

vegetativa. 

10 
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MATERIALES Y METDDDS 

~~ra el presente estudio, se utilizó una c~pa de Bacillus 

cereus que fuúe aislada y caracterizada por Andreoli y 

colaboradores Cll y donada por la California State University de Los 

Angeles, USA. Además de una mutante de la misma bacteria, obtenida 

en el laboratorio y denominada como PYM, la cual carece de 

citocromo aa~. Ambas cepas se mantienen en viales con agar 

nutritivo a cuatro grados centigrados. 

AIMedios de Cultivo y Control de Crecimiento 

Tanto el bacilo silvestre como el mutante se crecieron bajo 

las mismas condiciones. El medio de cultivo empleado fué el medio 

G modificado, descrito por Hanson et al (161 que tiene la 

siguiente cornpcsición: 

0.1~ extracto de levadura 

0.1% sacarosa <azúcar refinada) 

O. 2% CNH 4 > ,.so ... 

0.05% K2 HP04 

0.02% Mgso ... 

0.0025% CaCl 2 .2H20 

0.0005% cuso .... 7H20 
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Los cciltivos se realizaron en un biofermentador New 

Brunswick modelo Magnaferm 14, que contenía 12 litros de medio 6 

un biofermentador con capacidad de 25 litros~ diseWado y 

construido por el Centro de instrumentos de la UNAM. Para ambos 

casos se utilizaron las mismas condiciones de cultivo: 3o~c~ 250 

rpm y un flujo de aire de B a 12 litros/minuto. El inicio del 

cultivo, fué un inóculo de 0.1 partes del volumen contenido en el 

biofermentador. Para iniciar el i~óculo, se sigue la técnica de 

Collier <4>, que se efectuó de la siguiente forma: se tomó con 

una asa bacteriológica de uno de los viales que contenían a la 

cepa del bacilo <silvestre ó mutante) una muestra y se inoculó en 

50 ml de medio G contenidos en un matráz de 250 ml, se dejó en 

agitación a 250 rpm y 3o~c hasta que se observó crecimiento 

<medio opalecente>, de este matráz se tomo ml de cultivo y se 

transfirió a otro matráz que contenía la misma cantidad de medio 

G, se procedió de la misma forma en 4 ocasiones más a intervalos 

de 3 horas aproximadamente; esta técnica se siguió con el fin de 

homoganizar y sincronizar el crecimieto del bacilo. 

Se tomaron 5 ml de la ó.ltima transfen?ncia y se pasaron a 

un matráz de 2 litros que contenía 300 ml de medio G, que después 

de la aparición del crecimiento se inoculó en el biofermentador 

(12 litros de capacidad) acompañado de 120 ml de sulfato de 

manganeso, 12 gramos de sacarosa y 12 gramos de extracto de 

1 evadura, cada uno di SL1el to por separado en 250 ml de agua 

destilada, todo esto se efectuó en condiciones estériles. Esto 
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mismo se hizo para el biofermentador de 25 litros pero con las 

cantidades correspondientes. 

Bajo estas condiciones de cultivo, después de 3:30 a 4:00 

horas de establecido el cultivo se alcanza la etapa estacionaria. 

La esporulaci6n inicia al ~inalizar el crecimiento logaritmico y 

se considera que ocurre 30 minutos después de que se presenta el 

pH minirno en el cultivo pues durante el crecimiento se 

el medio. 

acidifica 

El crecimiento en el biofermentador fué seguido por la 

medición de la turbidez del cultivo por medio de un 

espectrofotómetro <Beckman modelo 3~) a 540 nm, el pH fué medido 

en un potenciómetro y los cultivos fueron observados 

periódicamente en un microscópio de contraste de fases para 

evaluar la sincron!a e identificar las etapas de esporulación. 

En este estLtdio se utilizó el estadio 111 de esporulación 

en la cepa silvestre. En la cepa PYM se utilizó la etapa 

logaritmica y 12 horas de crecimiento. Las células fueron 

colectadas por centrifugación a 5,100 x g por medio de una 

centrifuga Sharples, modelo T1 de flujo continuo, posteriormente 

se resuspendieron y se lavaron tres veces en amortiguador TCM 

compuesto por Tris-HCl 50 mM, pH 7.4 que contiene MgCl~ 5 mM y 
I 

CaC1 2 5 mM a 10 000 x g dur-ante 10 minutos a 4~c en una 

centrifuga Sorvall RC 2B. 

Se 

húmedo) 

Ruptura y Fraccionamiento Celular 

resuspendieron entre 60 y 80 gramos de células 

en 200 ml de amortiguador TCM y se rompieron 

21 

(peso 

en el 



1 
1 
1 
1 

fraccionador celular {Ribi Cell, modelo RF-1 !van Sorvall Inc.) a 

una presión de 30,000 libras/pulg.• a 4=C. El homogenado obtenido 

se incubó a temperatura ambiente y agitación suave durante 15 

minutos en ~resencia de unos pocos cristales de ADNasa {Sigma DN 

100) con objeto de romper la viscosidad producida por el ADN 

liberado. Se procedió a centrifugar el homogenado a 10,000 x g 

por 10 minutos con el fin de eliminar las células enteras, el 

sobrenadante se centrifugó durante 45 minutos a 140,000 x g en 

una centrifuga <Becl,man, L5-50Bl con el objeto de sedimentar las 

membranas, 1 e.s cua.1 es fueron lavadas con amortiguador TCM bajo 

las mismas con di ci ones. Final mÉnte, las membranas fL\eron 

resuspendidas en 6 a 10 ml de amortiguador TCM al 50% con 

glicerol, se utilizaron inmediatamente ó se guardaron en 

nitrógeno líquido. La concentración de proteina en las membranas 

se determinó mediante el método de Lowry 120). 

Enzayos Enzimáticos 

1) Dxidasas: Las actividades basales fueron medidas por el 

método polarográfico utilizando un oxímetro Yellow Springs modelo 

53. El medio de reacción con volumen final de 2 ó 3 ml contenía 

fosfato de potasio 50 mM, pH 7.4 para los ensayos de NADH y 

succinato oxidasa y con pH de 6.8 para los ensayos de TMPD 

tN.,N,N',N'-Tetrametil-para-feniléndiamina) oxidasa y membranas 

equivalentes a 0.5 a 3.5 mg de proteina. Considerando la altitud 

de la Ciudad de México, la mezcla de reacción disponía de 400 ngr 

atemos de o>:ígeho por ml de medio. Las actividades basales se 

midieron a 30ªC, dichas actividades se expresaron como nano gramo 
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atomo de oxigeno por minuto por miligramo de protelna (ngat 

02(min x mg protJ- 1 ). Estos valores fuéron corregidos únicamente 

en los casos en que se presentó autoxidación de los reactivos 

detectada por la presencia de color. Sólo la mezcla de reacción 

para succinato fLté preincL1bada 5 minutos antes de medir dicha 

actividad. 

Los inhibidores utilizados para medir NADH y TMPD oxidasa 

fueron cianuro de potasio y monóxido de carbono, los cuales se 

utilizaron juntos ó por sepa1-ado, variando el tiempo de 

exposición ó su concentración. 

2)Cinética para D:<lgeno: El efecto causado por la 

concentración de oxígeno sobre la velocidad de reacción de la 

NADH-oxidasa fué medida por dos técnicas distintas; al se parte 

de la mezcla de reacción saturada de aire y bJ se parte del 

estado anóxico. La técnica (a) consiste en calibrar el oxlmetro 

con la mezcla de reacción saturada con aire e iniciar la re~cción 

con el substrato CNADH 50 mM> se deja que mediante la reacción se 

llegue a la anaerobiosis. La sensibilidad del regisatrador 

(Honeywell Electronic 195> y su velocidad de registro se aumentó 

a intervalos durante el curso de la reacción, hasta alcanzar una 

amplificación de 100x con una velocidad de 1.0 pu11·10 segundos. 

Se calculó la velocidad de consumo de 0 2 a partir de la pendiente 

<tangente) trazada para cada paso de amplificación y la 

concentración de 02 se calculó en esos puntos de acuerdo a la· 

amplificación usada. En la segunda técnica usada (bl, se llevó la 

mezcla de reacción hasta la anaerobiosis por medio de burbujéo de 
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N,.. de alta pureza y el poco o:<igeno no desplazado se autoconsumió 

al adicionar NADH. Cuando el registrador a la máxima sensibilidad 

marca un trazo estable, la mezcla esta totalmente anaeróbica, 

entonces se inicia la reacción a~adiendo cantidades determinadas. 

de agua saturada de aire por agitación prolongada, considerando 

que la concentración de º"" en el agua so.aturada de aire es 200 )-'M. 

La cantidad de agua a~adida no -fué mayor del 10% del volumen 

total para evitar una dilución alta de la mezcla. Las 

correc:ciones para los canmbios pequeños de volumen se hicieron 

para evitar errores. Se empleó el méLodo gráfico de Hofstee para 

la obtención de los valores de la ~m reportados. 

310Kidorreductasas 

a)Succinato: PMS+DCPlP-oxidorreductasa. 

El ensayo se hi :za a 3o~c, de acuerdo con 1 a técnica 

descrita por Arrigoni y Singer (2) en ün volumen de 3ml que 

contenía succinato disóciico 20 mM, -fosfato de potasio 50 mM a pH 

7. 4, membranas equivalentes a O. 1 a 1. O mg de protei na, 

metasulfato de fena:zina <PMS> 1. 1 mM, diclorofenolindofenol 

(DCPIPl 0.08 mM, que se llevó al volumen final de 3 ml con agua 

destilada; Se incubó la mezcla de enza.yo durante 3 minutos antes 

de la adición de los colorantes. La reducción del DCPlP se siguió 

e'n un espectro-f·otómetro PYE Unicam SP 1 800, a 600 nm. La 

actividad se registró por 2 minutos y se adicionó cN- 0.1 mM. 

Para determinar la actividad dependiente de CN- se cuanti-ficó el 

cambio producido en la pendiente después de la adición del 

inhibidor. El coe-ficiente de extinción molecular utilizado para 
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el DCPIP fué de 21 CmM x cm)-1 y la actividad se e>< presa como 

nanomoles de DCPIP reducido por minuto por miligramo de proteína 

CnmolCmin x mg proti-1i. 

bl NADH:DCPIP-oxidorreductasa 

El ensayo se llevó a cabo de acuerdo a lo descrito por Lang 

C18l en ml de mezcla de reacción que contenía fosfato 

de 

mM 

potasio 50 mM:- pH 7.4, CN- 0.1 mM, NADH 0.2 mM, DCPIP O.OS 

y membranas equivalentes a 0.1 a 1.0 mg de proteína. La 

reacción se inició con la adición' de DCPIP y su reducción · fué 

seguida. a 600 nm usando el mismo coeficiente de e>:tinción 

molecular y las mismas unidades para expresar la actividad como 

el caso antes mencionado. 

Dl Analisis Espectrales de los Citocromos 

Los espectros de abs9rción de los pigment6s respiratorios 

asociados con las membranas celulares fueron determinados con un 

espectrofotómetro Aminco DW 2a. Se utilizaron celdas de vidrio 

de 1.0 cm de paso de luz para determinación a temperatura 

ambiente, mientras que los espectros de baja temperatura 

(nitrógeno líquido 77~K> fueron hechos en celdas de 2mm de 

µ·a.so de luz. En ambos casos las membranas contenían glicerol al 

50Y. Cv/vl. Los espectros reducidos menos oxidados se registraron 

utilizando como reductor unos cristales de hidrosulfito de sodio 

C~i toni tal; las membranas se oxidaron con algunos cristales de 

persulfato de amonio. Unicamente a temperatura de nitrógeno 

25 



liquido las muestras son congeladas inmediatamente después de 

adicionar el reductor y oxidante <muestras "Steady State"). Para 

estimar la concentración de citocromos Ccit) se utilizaron los 

espectros diferenciales ditionita reducido menos persulfato 

oxidado y ditionita-CO menos ditionita obtenidos a temperatura 

ambiente. Los pares de longitudes de onda y coeficientes de 

e>:tinción molec:ul ar en cada caso fueron: cit aa::J., EC603-630 

nm>=24mM- 1 cm- 1 ; cit b, EC563-575 nm>=22 mM- 1 cm- 1 ; c:it e, E(550-

540 nm>=19 mM-• cm-•; cit a2, EC630-615 nm>=B.5 mM-• cm-•; cit 

a:s-CD, EC590-605 nm>=10.1 mM-• cm-.•; cit o-co, EC415-430 nml=160 

mM-• cm-• C12, 18, 25, 30). 

E> Método de selección para Mutantes de Citocromo aa3-

Para aislar el mutante en citocromo tuvimos 

primeramente que considerar en parte un sistema respiratorio como 

el-que se ilustra a continuaci~n: 

en donde observamos que el TMPD reducido cede electrones 

cuasiespec:!f icamente a nivel de cit c y vira de color l euco a 

azól, por lo que en ausencia de este viraje se detectarían las 
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colonias del bacilo deficientes en cit c y/ó aa3 • 

Al vira.je de color leuco a az,11 se le conoce como reacción 

NADI, la cual se muestra a continuación: 

CN-

TMF'Dr _.,. <leuco)----------+---> TMPD~,. (azúl> 

Reacción NADI 

El baci 1 o fué sembrado en cajas de petri con agar base más 

medio G <glucosa al 0.005%) e incubado por 36 horas para permitir 

que esporulen y se dest-eprima el sistema ".'espiratorio. A las 

colonias formadas en las cajas de petri se les practicó la 

reacción NADI, para poder detectar al mutante. 

Las colonias. NADI- fueron aisladas en condiciones de 

esterilidad y analizadas espectrofotométricamente, con lo que se 

detectó que el becilo carecia de cit aa3. 

F> N~1trientes y Reactivos. Para los medios nutritivos se 

utilizaron los productos de la marca BIOXON. La desoxirribo­

nucleasa I, el PMS, el NADH, el TMPD y Tris base se obtuvieron de 

Sigma Chemical. Para los demás casos se utilizó de forma 

indistinta la marca Merck ó Backer de grado rectivo. 

G) El mutante se sembró en tres distintos medios: Medio 

G modificado (antes mencionado>, casaaminoácidos <hidrolizado de 

caseina> (26) y caldo nutritivo (8 gr/lt de agua). 
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RESULTADOS 

Mediante las condiciones de cultjvo aqui empleadas, se 

alc:<:<n-.::6 un<1 'sincronia de un 9(>"1., por lo q1_1e l0<s ei:0<pc>s con 

las que se tr-<"J:iajó son muy confi<>l:ili;-s. En la f~gura 5, se 

present<:< une> gráfica de r.:1-er.:imiento de !3, c1?re•.1s si lvesi:re (o) y 

mut,,nte carente de cit.oc:Tc.rno owid<"sa a<"::s denomine.do PYM (y.) en 

medio G modificado, en la que se e.precia que tanto la cepa 

silvestre como 1<" PYM crecen a la misma veJocided, pero sólo la 

silvestre sigue creciendo hasta llegar ~proMlmadamente al doble 

de la. población de PYM. El pH cie'l rr1edio p<>-ra Mr,bos bacilos se 

ac;:idifica, pero sólo el pH del bacilo silvestre se recupera, en 

cambio el medio del becilo PYM llega hasta valores menores de 5.5 

los cu8Jes permanecen constantes, La esporulRción se inicia media 

hora después del pH mínimo, comienza con el estadio to y Jos 

sl gui ntes es.tadi os de esporul ación t,,, t2, t::s:, etc. se, oDti enen 

a los 60, 120, 180, etc., minutos después d.e que se detectó to y 

pueden sel,;JUi ;-se m!?c:H ein+ P la observaci ón é\l mi e rose: óp jo de 

contraste de fases; estos estadios sólo se obtienen en la cepa 

sj l vestre. 

Primeranente se analizarán los resultados de la cepa 

silvestre, y en los casos necesarios se mencionará a la cepa PYM" 

ó a las dos cepas. 

Cinética de Afinidad por el Oxigeno 

En 1" introducción se di jo que las 

pueden disi:inguirse por S'-\ ma.yor 6 menor 

28 

oxidasas teminales 

sensibilidad a los 



1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
:1 

••••• 
1 
1 

/I 
1 
1 

pH 
:s-

7 

6 

5 

3 

2 

1 

o i i 3 4 5 6 

HORAS 

Fig. 5. pH del medio (arriba) y curva de crecimiento (abajo) de las 

_cepas de B. cereus silvestre (Q) y PYM (:><.) en medio G modificado. 
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inhibidores, asl en la figura 6, se observa que también se les 

puede distinguir por su diferPnte afinidad por el oxígeno. Se han 

determinado en varias espacies la Km de las citocromos oxidasas, 

encontrándose valores que van de 10-""M a 10-ªM <22, 23 y 28) y se 

ha vi st.o qlle los val ores de af i ni d~d se pueden corre] aci onar con 

1a composición de citocromos oxidasas en c~da especie. Por 

ejemplo en el caso de E. coli (24> que contiene citocromos o y 

a2, se pueden distinguir dos pendientes en la cinética par~ 02, 

en donde la primera de baja afinidad corresponde a citocromo o y 

la segunda de alta afinidad a citocromo a2 con Km 2x10-7 y 

2.4xlo-e respectivamente. 

En nuestro caso 91 para medir las constantes de afinidad 

para el ox;geno se reqt1iere de ciertAs condiciones par~ alcanzar 

la sensibilidad en el oximetro, como un registrador de intervalo 

amplio y una membrana de respuesta rápida~ 

Logramos detectar en forma reproducible concentraciones 

tan bajas de O:z como 0.2pM, utilizando un oximet1-o con un 

registrador de amplia capacidad de intervalo CHoneywel modelo 

Electronic 195) y membranas Yellow Spring de alta sensibilidad. 

Para la velocidad de respiración estimulada por NADH 

contra la concentración de O:;: disuelto en membranas de la fase 

esporulante se prese~ta la figura 6. Técnicament~ fué posible 

detectar concentraciónes de 0 2 de 0.2 a 200pM que produjeron en 

l".3. cinética dos pendientes; la de mayor afinidad con Km de 2.BµM 

y· la de menor afinidAd con km de 7.7 .,ut'1 para 02. Esto confirma 

los antecedentes del laboratorio en donde se detectó la cinética 

dos pendientes, la de mayor afinidad con Km de -0.9 pM y la de 

menor afinidi'<d con Km de B.O µM para o,... Existe una diferencia 
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Fig. 6. Representaci6n mediante el método de Hofstee de la veloci­

dad de respiraci6n en membranas de las células del Estadio III de 

e?porulaci6n versus la concentraci6n de oxígeno utilizando NADH co_ 

mo substrato. Las membranas (0.21 mg de proteína) se pusieron en 3 

ml de amortigudor de fosfatos a 30°c. La concentraci6n de oxígeno 

se di6 mediante las dos técnicas descritas en materiales y métodos. 

Las células se crecieron en medio G. 
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notable en la Km de mayor afinidad de 0.9 a 2.8 }-'11 lo cual puede 

atribuirse a fallas técnic~s, si se considera que se trabaja en 

los limites de la máxima sensiblilidad del aparato. En todo caso 

1 o i. mpot-ta.nte es que se puede di sti ngui r el -funcionamiento de 

cuando menos dos oxidasa terminales por su diferente afinidad por 

el o,.,. 

Inhibición por CN-

De acuerdo a los resultados" anterioresJI sa.bemos que los 

citocromos oxidasas tienen diferente afinidad por 02, y que las 

actividades respiratorias estimuladas por NADH ó por la mezcla de 

ascorbato + TMPD p1~ed~n ser suprimidas, a1Jnque no completamente, 

por diferentes inhibidores (8) como son Antimicina A¡ 6, 2-

heptil-4-hidroxiquinolina-N-óxido CHOQNOl¡ Dicumarol y cN-. Por 

lo que al anAlizar la cin?tica de inhibición para cN-, el cual es 

Hn inhihidor cl~sico de la cit0cromo e: O}:idasa se obtuvo un 

efecto inhibitorio pobre sobre NADl-l-o><idasa, ya q1..•e alrededor del 

60% de la actividad fué resistente a altas concentraciones de CN­

hasta 1.0 mM. La curva dosis respuesta para NADH-o>:idasa -fué 

claramente bifásica lo cual sugiere la participaci.ón de cuand"o 

menos dos vías alternas de transporte de electrones que tienen 

una notoria diferencia de sensibilidad al CN-. En tanto que la 

respi rae i ón estimulada por la mezcla de ascorbato + TMPD -fué muy 

sensible a la inhibición, con un valor de Ki=0.96_µM para CN­

<fig.7> con lo que cabe considerar que ·los electrones del TMPD 

son donados cuasiespecificamente sobre el citocromo e, con ésto 
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Fig. 7. Efecto del inhibidor respiratorio cianuro de potasio (KCN) 

sobre las actividades de NADH y ascorbato + TMPD-oxidasa de membra­

nas del Estadio III de esporulaci6n. Las membranas (0.2 mg de pro-­

te!na) se pusieron en 3 ml de amortiguador de fosfatos a 30°c, con­

teniendo las concentraciones indicadas del inhibidor. La reacci6n 

se inici6 con NADH 50 mM 6 ascorbato 0.3M + TMPD 2.0 mM. 

las se crecieron en medio G. 

Las célu-
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se puede cori~luir que la vla sensible 

citocromo aa~, y que la oxidasa o seré 

en la respiración estimulada por NADH. 

Inhibición por CO 

al CN- es citocromo c ---> 

más rs-si stente al CN-

La actividad respiratoria estimulada por NADH ó por la 

mezcla de ascorbato + TMPD puede ser inhibida por las 

concentraciónes crecientes de CO. Qe ~cuerdo a la figura 8, el 

efecto sobre la MADH-o>ddasa causada por el inhibidor 

respiratorio ca, a bajas concentraciones de este inhibidor la 

actividad respiratoria decáe rápidamente aunque el efecto no es 

tan pronunciado como el que acusa la ascorbato + TMPD-oxidasa. 

Sin embargo la máxima inhibición obtenida para NADH-oxidasa (48% 

de inhi·bición con 93/. de COl y ascorbato + TMPD-oxidasa <49% de 

inhib~ción con 80% d2 CO> es prActicamente la misma. 

Los resL\l tados de la figura 8 1 muestran qL\e la curva 

dosis-respuesta para NADH y/o para Tl'lPD-oxidasa fué claramente 

bifásica, sugiriendo que existen cuando menos dos vias de 

tran~porte de electrones, una de ellas sensible al CO. Los 

resultados de la curva dosis-respuesta para ascorbato + TMPD­

O><idasa son muy sorprendentes, puesto que, al reducirse 

únicamente citocromo e ---> citocromo aa::s se esperaba mayor 

inhibición cercana al 100%, por el momento no tenemos ninguna 

explicación para este hecho. 

31 



1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
.1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

100 

75 

'Ó 
ro 

'Ó 
·.-1 
:> 

•.-1 
50 

.¡J 
u 
ro 
dP 

25 

25 50 75 100 %CO 

Fig. 8. Efecto del inhibidor respiratorio mon6xido de carbono (CO) 

sobre NADH y ascorba_to + TMPD-oxidasa de membranas del Estadio III 

de esporulación. Las membranas (0.8 y 0.9 mg de prote~na respectiva_ 

mente) se pusieron en 3 ml de amortiguador de fosfatos a 30°c, con­

teniendo las concentraciones indicadas del inhibidor respiratorio.· 

La reacción se inició con·NADH 50 mM ó ascorbato 0.3M + TMPD 2.0--­

rnM. Las células se crecieron en medio G. 
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Broberg y Smith (3) sugirieron que la reacción entre 

el citocrorno o y el CD ocurre lentamente, de acuerdo con este 

resultado decidimos explorar si al aumentar el tiempo de 

incubación de las membranas con CD, aumentarla la inhibición. 

Como se puede observar en la figura 9 esto no ocurrió y la 

inhibición después de 20 minutos en presencia de CD no aumentó 

significativamente en 1-elación a los valores iniciales. 

Efecto Combinado de Cianuro y Monóxido de Carbono Sobre la 

Respiración Estimulada por NADH ó ~or Ascorbato + TMPD 

Monóxido de Carbono Sobre Cianuro. 

En los siguientes experimentos decidimos probar si la 

inhibición producida por CD era aditiva a la inhibición producida 

por CN-. Se diseñaron 2 tipos de e>: peri mentos, en un caso se 

mantuvo fija la concentración de CN- (2.5 y 10 _,uM para ascorbato 

+ TMF'D y NADH-oxidasa respec:-\:.iva0ter.te) y se incrementó la 

concentración de CD; en el segundo grupo de experimentos el 

tratamiento se hizo a la inversa, se mantuvo fija la 

concentración de CD (807. para ascorbato + TMPD y NADH-o>:idasa) y 

s~ incrementó la concentración de CN-. 

El ~rimer grupo de experimentos se muestra en la figura 

ib, en donde se observa que la actividad respiratoria estimulada 

pdr NADH, con la concentración fija de CN - decáe un 107., pero 

esta actividad respiratoria remanente irá decayendo conforme se 

iricremente la concentración de CD <O---> 807.J. En la misma 

figura se observa, que la actividad respiratoria estimulada por 
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Fig. 9. Efecto del inhibidor respiratorio monóxido de carbono (CO) 

sobre NADH y ascorbato + TMPD-oxidasa de membranas del Estadio 

III de esporulación. Las membranas (0.18 mg de prote!na en ambos 

casos) fueron reducidas con NADH 50 mM 6 con ascorbato 0.6 M + TM_ 

PD 2.0 mM justo antes de burbujear directamente con CO durante los 

·.tiempos indicados en la gráfica, inmediatamente después se pusieron 

~n amortiguador de fosfatos (completando 3 ml) a 30°c para regis--­

trar dicha actividad. La reacción se inició con NADH 50 mM 6 con as_ 

corbato 0.3 M + TMPD 2.0 rnM. Las células se crecieron en medio G. 
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Fig. 10. Efecto de los inhibidores respiratorios cianuro de potasio 

(KCN) más mon6xido de carbono (CO) sobre las actividades de NADH y 

ascorbato + TMPD-oxidasa. Las membranas (0.4 y 0.12· rng de proteina 

respectivamente) se pusieron en amortiguador de fosfatos a 30°c con 
·.·. 
1~~ concentraciones de CO mencionadas más una concentraci6n fija de 

·KcN (10.J-.IM para NADH-oxidasa y 2.5_,uM para ascorbato + TMPD-oxida-­

sa). La re.aci6n se inici6 con NADH 50 mM 6 ascorbato O. 3 M + TMPD 

2.0 mM. Las células se crecieron en medio G. 
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ascorbato + TMPD decáe a 40% cuando se mide en presencia de la 

concentración fija de CN-; esta actividad no decyó más con las 

concentraciónes crecientes de CD CO ---> 80%). 

Con los resultados aqui obtenidos, podemos concluir que 

la inhibición de la actividad respiratoria por las 

concentraciones de CD sobre la inhibición inicial por el CN- es 

aditiva, dnicamente en la respiración estimulada por NADH. 

Cianuro Sobre Monó>:ido d.e Carbono. 

El segundo grupo de experimentos se muestra en la 

figura 11, en donde la actividad respiratoria estimulada por NADH 

ó por ascorbato + TMPD en presencia de la concentración fija de 

CD decáe a 55 y 60% respectivamente. La inhibición de la 

actividad respiratoria en ambos casos aumenta por las 

concentraciones crecientes de CN-, acentuándose más en ascorbato 

+ TMPD-m:idasa, en donde con 100 ..J-lM de cr~- sólo queda el 10% de 

la actividad respiratoria. La actividad respiratoria residual 

estimulada por NADH decáe de 55 a 30% por las concentraciones de 

CN- de O ---> 100 y.M. Esta actividad residual permanece 

prácticamente constante a pesar de incrementar grandemente la 

concentración de cN- (2000 j-'M>. 

La obtención de estos resultados nos permiten concluir 

que la inhibición de la actividad respi·ratoria por las 

concentraciones de CN- sob~e la inhibición inicial por el CD es 

aditiva tanto para NADH como para ascorbato + TMPD-o>:idasa. 
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Con los datos de las figuras 10 y 11 podemos sugerir 

que los citoct-omos oxidasas terminales Ccitocromos aa.-s y o) en ~ 

cereus son suceptibles de ser inhibidos por el CN- y que sólo el 

citocromo aa3 es sensible al CD. 

Mutante del Citocromo aa3 

Mediante el análisis de las actividades respiratorias 

estimulad as por NADH ó por la noezcl a de ascorbato + TMPD e 

inhibidas por cianuro y/ó por monóx~do de carbono se sugirió que 

el sistema respiratorio de B.. cereus posee cuando menos dos vías 

alternas de transporte de electrones. 

El mejor camino para demostrar la presencia de dos vias 

alternas es aislar mutantes que carezcan de una de ellas 

permitiendo el estudio de una via sin la interferencia de la otra 

<ver materiales y métodos). 

Como se indi~ó en materiales y métodos, el aislamiento del 

mutante fué muy selectivo, utilizando como indicador al TMPD 

reducido, el cual cede electrones cuasiespecificamerite sobre 

citocromo c. El TMPD al ser D>:idado vira de color leuco a azul 

por lo que se permite la identificación- de aquellas colonias 

deficientes en citocromo c y/ó aa3 <reacción NADI, ver materiales 

y .métodos>. 

B. cereus esta clasificado como NADI negativo <17>, sin 

embargo esta clasificación puede deberse a que se ha basado en 

colonias vegetativas en donde sabemos que el 

esta apenas expr-esado es decir se 
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respiratorias bajas. Cuando las colonias se dejan 

sistema respiratorio se desreprime resultando NADI 

lo tanto actividades respiratorias altas. 

El crecimiento de la bacteria en agar 

C?nvejecer, el 

positivo y por 

nutritivo 

dejar envejecer las colonias para permitir la desrepresión 

al 

del 

sistema respiratorio, se vuelve con-fluente, impidiendo la 

detección de colonias aisladas (fig. 12>. Para evitar este 

problema, utilizamos un medio igualmente sólido como el anterior 

pero pobre en nutrientes, que permitiera crecimiento limitado y 

evitara confluencias Cfig. 12). 

Finalmente el mutante espontáneo fué aislado como se 

describió en materiales y métodos. 

Caracterización Espectral del Mutante 

Una vez obtenido el mutante PYM, se procedió priméro a 

caracterizar su ·contenido citocrómico. En la figura 13, se 

muestran los espectros diferenciales (reducido menos oxidado) de 

baja temperatLtra que se obtuvieron con membranas del bacilo 

mutante PYM crecido durante 12 horas en medio G modificado. 

Después de reducir con ditfonita el contenido citocrómico del 

mutante PYM fué diferente al de la cepa silvestre (figuras 14 y 

i5, trazos superior y central> en que no contienen al citocromo 

a~3 cuyos picos característicos deberían de aparecer a 443 y 602 

nm. En los mismos trazos los demás citocromos de la cepa 

silvestre tambien se encuentran en PYM, cuyo picos típicos para 

citocromos pueden observarse mejor en la figura 13, siendo los 
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respiratorias bajas. Cuando las colonias se dejan envejecer, el 

sistema respiratorio se desreprime resultando NADI positivo y por 

lo tanto actividades respiratorias altas. 

El crecimiento de la bacteria en agar nutritivo al 

dejar envejecer las colonias para permitir la desrepresión del 

sistema respiratorio~ se vuelve con~luente, impidiendo la 

detección de colonias aisladas (fig. 12>. Para evitar este 

problema, utilizamos un medio igualmente sólido como el anterior 

pero pob1-e en nutrientes, que permitiera ct-ecimiento limitado y 

evitara confluencias Cfig. 12). 

Finalmente el mutante espontáneo fué aislado como se 

describió en materiales y métodos. 

Caracterización Espectral del Mutante 

Una vez obtEnido el m1.1tRnte PYM, se procedió primero a 

caracterizar su contenido citocrómico. En la figura 13, se 

muestran los espectros diferenciales {reducido menos oxidado) de 

baja temperatura que se obtuvieron con membranas del bacilo 

mL\tante PYM crecido durante 12 horas en medio G modificado. 

Después de reducir con ditionita el contenido citocrómico del 

mutante PYM fué diferente al de la cepa silvestre (figuras 14 y 

i5, trazos superior y central) en que no contienen al citocromo 

aa~ cuyos picos caracterlsticos deberían de aparecer a 443 y 602 

nm. En los mismos trazos los demás citocromos de la cepa 

silvestre tambien se encuentran en PYM, cuyo picos típicos para 

citocromos pueden observarse mejor en la figura 13, siendo los 
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Fig. 12. En la parte superior de la figura, las células fueron 

crecidas en agar nutritivo 

obteniéndose colonias pequeñas 

reacción NADI (ver materiales 

e 

y 

y 

colonias NADI , lo cual dilucidaba 

incubadas durante 12 horas, 

aisladas. 

métodos) 

Se les practicó la 

detectándose como 

su estado vegetativo. Se 

permitió la incubación de estas colonias durante 36 hs para 

permitir la esporulación y por consiguiente la desrepresión del 

sistema respiratorio. Se practicó la reacción NADI a estas 

colonias resultando ser NADI+ pero con crecimiento confluente 

imposibilitando por consiguiente la detección de colonias 

aisladas que pudieran contener al mutante (NADI ). 

En la parte inferior de la misma figura, se utilizó un 

medio nutritivo m~s pobre (agar base + medio G, glucosa al 

0.005%) con el f~n de obtener un crecimiento limitado al permi­

tir la incubación por 36 hs. Se practicó la reacción NADI a es-

tas colonias y las que resultaron ser NADI fueron aisladas es-

terilmente y almacenadas en viales con agar nutritivo a 4°c. 

.· 

1 
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Fig. 13. Espectros diferenciales (reducido roen.os oxidado) de baja 

temperatura de membranas de la fase estacionaria tard~a (12 hs 

de cultivo) de B. cereus cita- (PYM). Los agentes reductores 

indicados en los trazos fueron mezclados con las membranas (4 mg 

de prote~na) y sumergidos inmediatamente en nitrógeno líquido. La 

celda de referencia fu• preparada con la misma cantidad de 

membranas previamente oxidadas con algunos cristales de 

persulfato de amonio. Las concentraci6nes de los reductores 

afiadidos se encuentran sefialadas en materiales y m•todos. 



Fig .. 14. Espectros diferenciales (reducido menos oxidado) de baja 

temperatura de membranas de ~- cereus de la cepa silvestre de la 

fase esporulante (trazo discontinuo) y vegetativa (trazo 

discontinuo y punteado), y de la cepa PYM de la fase estacionaria 

tard:l'.a (trazo continuo). Las membranas (5, 12 y 4 mg 

respectivamente) fueron reducidas con unos granos de 

sumergidas inmediatamente en nitrógeno liquido. 

referen~ia fu~ preparada con la misma cantidad 

ditionita y 

La celda de 

de membranas 

previamente oxidadas con algunos cristales de persulfato de 

amonio. 
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Fig. 15. Espectros diferenciales de mon6xido de carbono (ditioni-

ta reducido + CO menos ditionita reducido) de membranas de B. 

cereus de la cepa silvestre de la fase esporulante (trazo 

discontinuo) y vegetativa (trazo discontinuo y punteado), y de la 

cepa PYM de la fase estacionaria tardia (trazo continuo). Las 

membranas (5 mg de proteina en los dos primeros casos y 10 mg de 

proteina en el último caso, contenidos en 1 ml de amortiguador 

con glicerol al 50%) 'tanto en la referencia coro~ en la muestra 

fueron reducidas con algunos granos de ditionita. La celda 

ae referencia fué previamente aereada, mientras que la celda 

d·e muestra fué expuesta al CO directamente por burbujeo, dura!! 

té 5 minutos después de la reducci6n. Los espectros y preparacio­

nes fueron hechos a temperatura ambiente. 



siguientes: 

también se 

b:;:;:s (426, 527 y 555 nm>, C~4ra (417, 519 y 549 nm), 

aprecia asimetría <alrededor de 562 nml en el gran 

pi CD de b,,..,,,.. La zona de asimetría del trazo de ditionita, 6 los 

trazos correspondientes para NADH 6 succinato a 562 nm aparece 

como pico prominente cuando se utiliza como reductor al ascorbato 

+ TMPD, este pico corresponde a un citocromo del tipo b 11 amado 

citocromo o <25). 

La ausenc: i a del citocromo ªª"" Coxidasa terminal> 

ocasiona una diferencia en sus actividades respiratorias,. 

pudiendo apreciarse más claramente ~a actividad de la vía alterna 

(como se verá posteriormente>. 

La 

membranas 

espectros 

concentración de cada c:itocromo presente en las 

de PYM crecido 12, horas fué estimada a partir de los 

diferenciales (reducido menos oxidado y reducido + CD 

menos reducido) efectuados a temperatura ambiente utilizando 

ditionita Chidrosulfito de sodio> como agente reductor y 

persulfato de amonio como agente oxidante. En las figuras 14 y 

15, se muestran los trazos correspondientes de reducido menos 

oxidado y reducido + CD menos reducido respectivamente de la cepa 

PYM comparados con los correspondientes de la cepa silvestre. En 

la figura 16, se muestran los espectros diferenciales de reducido 

menos oxidado y reducido + CD menos reducido ~ temperatura 

ambiente para la cepa PYM. 

PYM de las figuras 14 y 16 

ausencia del citocromo aa3 

En .l _os espectros correspondientes a 

nota el 

espectro 

(reducido menos oxidado> se nota la 

(máximas a 443 y 603 nm>, tampoco se 

complejo que se forma entre el citocromo a,,.-co en el 

16) diferencial de reducido + CD menos reducido (·fig. 
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Fig. 16. Espactros diferenciales de ditionita menos persulfato 

(trazo continuo) y ditionita + CO menos ditionita de membranas de 

B. cereus cit a- (PYM) de la fase 

discontinuo). Las membranas (10 rng 

estacionaria 

de proteína 

tardía 

en 1 

amortiguador al 50% con glicerol) en el primer caso 

(trazo 

rnl de 

fueron 

reducidas con algunos granos de ditionita (celda de muestra) 

y la celda de referencia preparada con la misma cantidad de 

proteína fué oxidada con algunos cristales de persulfato de 

amonio. En el segundo caso, las membranas (10 rng de proteína en 

1 rnl de amortiguador al 50% co? glicerol) fueron reducidas con 

algunos granos de ditionita tanto en la celda de referencia corno 

en la celda de muestra; rnien tras que en la celda de muestra fu~ 

expuesta directamente (burbujeo) a co durante 5 minutos, la 

celda - de referencia fué previamente aereada. Los espectros y 

preparaciones fueron hechos a temperatura ambiente. 



como el que se observa en la cepa silvestre de la figura 15 (pico 

430 y valle a 443 nml, únicamente se observa el complejo puro 

entre el citocromo o-CD (pico a 415 y valle a 430 nm> en PYM. 

La concentración de citocromos de las cepas PYM y 

silvestre se muestran en la tabla I <parte i nf eri or). La 

concentración de citocromos de la cepa silvestre en la fase 

esporulante <Estado III de esporulación) es superior que en ·la 

fase logarítmica, lo cual se debe a la desrepresión del sistema 

respiratorio; en cambio en 1 a cepa PYM la concentración de 

citocrarnos es mayor en la fase logarítmica que en la fase 

estaci onat-i a tardia Cl2 horas de c~ltivo>, lo cual sugiere una 

posible degradación celular de estos componentes. Por otra parte, 

en la comparación de las concentraciones citocrómicas entre 1 as 

dos cepas, podemos apreciar que la concentración del citocromo b 

en PYM en la fase logaritmica, es intermedia entre las dos fases 

de 

la 

desarrollo (logarítmica y esporulante> de la cepa silvestre; 

concentración del citocromo c de PYM en la fase logaritmica, 

es menor que la detectada en la cepa silvestre en sus dos estados 

de desarrollo, sin embargo la concentración del citocromo o-CO de 

PVM en la fase logaritmica es más del doble de la detectada en 

la cepa silvestre de la fase esporulante. No se detectan en PYM 

· 1 os ci tocromos ª-ª"' ni a 3 -CO. 

En la tabla I <parte superior> también se muestran las 

actividades 

Pri·meramente 

respiratorias basales de las cepas PYM y silvestre. 

se aprecia que la actividad de oxidasas en la cepa 

PYM es mayor en la fase logarítmica que en la fase estacionaria 

tardi a, lo cual era lógico de esperarse por la degradación de 

es t. as citocromos oxidasas como se mencionó anteriormente. La 
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Tabl.a I. Las cél.ul.as de 

en ambas cepas 

1.a fase 1.ogaritmica se cosecharon en 

(sil.vestre y PYM), y 1.as cél.ul.as del. A5 40nm=l..25 

Estado III de esporul.ación, se cosecharon 3.5 horas después de 

iniciada 1.a esporul.ación (s61.o en 1.a cepa sil.vcstre) . Las cél.ul.as 

• 
1 
1 
1 
1 
1 

de 1.a fase estacionaria tardía en 1.a cepa PYM se cosecharon a 1.as 1 
1.2 horas de iniciado el. cul.tivo. Las membranas se prepararon como 

se describe en material.es y métodos. 

Las actividades especificas se expresan como nmol. (min. mg 

proteina)-l para oxidorreductasas y como n g atomo de o 2 (min. mg 

proteina)-l para oxidasas. 

La concentración de citocromos se cal.cul.ó de cos espectros di 

ferencial.es (ditionita-reducido menos persul.fato-oxidado) efectua­

dos a temperatura ambiente. Para 1.os compl.ejos de a 3 -co y o-ca se 

usaron 1.os espectros correspondientes de monóxido de carbono. En 

ambos casos 1.a concentración de citocrornos se expresa como nmol. 

por mg de proteína membrana}.. Se usaron 1.os coeficientes de extin­

ción y pares de 1.ongitud de onda señal.ados en material.es y métodos. 

Las cél.u1as se crecieron en medio G. 

* NOTA: A · s·ignifica 1.a absorvancia. 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
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TABLA I 

Actividades Respiratorias y Citocromos: PYM vs Silvestre 

cultivados en Medio G 

Mutante PYM Cepa Silvestre 

Log ET*' Log SPO III 

Oxidasas: n atoro (min mg) -1 

NADH 21 12 43 360 

succinato 23 7 18 18 

TMPD 5 3 35 346 

Deshidro~enasas: mol (min -1 n mg) 

NADH: DCPIP 25 42 55 340 

Succinato: DCPIP 76 107 148 200 

Citocromos: n mol/mg prot 

cit b 0.27 0.18 0.12 0.45 

cit c o.os 0.05 0.15 0.65 

cit o-co 0.20 0.09 o.os 0.09 

cit ª~3 No Detectable 0.11 0.28 

cit a 3 -co No Detectable o .14 0.25 

ET* Estacionaria Tardia 



actividad de NADH y TMPD-oxidasa de Ja cepa PYM en la 

logarítmica, son menores que las correspondientes a las de 

cepa silvestre, ónicamente la actividad de succinato-oxidasa 

fase 

1"' 

de 

PYM en la fase logarítmica es prácticamente igual a la actividad 

detectada en la cepa silvestre. 

La baja actividad de TMPD-oxidasa detectada para la 

cepa PYM, es muy aceptable debido a la carencia del citocromo c 

y aunque la mezcla de ascorbato + TMPD 

redL•ce directamente a la oxid~sa alterna (5)~ no se detecta esta 

actividi'<d. 

La tabla I Cparte central> muestra. además l<>s 

actividades basales de deshidrogenasas en ambas cepas. Se observa 

primeramente 

estacionaria 

que las actividades de deshidrogenasas en la 

tardía de la cepa PYM son mayores que 

correspondientes en la Tase logarítmica en la misma cepa. 

contrario sucede con las oxi dasi\s; estas actividades 

fase 

las 

Lo 

de 

deshidrogenasas, NADH:DCPIP y succinato:DCPIP oxidorreductasas en 

la fase estac:ionaria tardía C12 horas de cultivo>, son muy 

semejantes a las correspondientes de la cepa silvestre en la fase 

logarítmica. 

Las actividades repiratorias de la cepa PYM crecidas en 

medio G, son más bajas que las detectadas en la cepa silvestre 

<estado III de esporul ación>, debí do a la .ausencia de la 

c:.itocromo e oxidasa (citocromo aa:s> lo que conduce a una 

organización diferente de la cadena respiratoria. 

Se ha sugerido (31) que en las especies bacterianas 

esporoformadoras cuando carecen de los citocromos e y ªª~ (~í a 
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sensible al CN-> no esporulan, lo cual sL1cedia en nuestro mutante 

F'YM. Al analizar la curva de crecimiento de PYM en medio G 

modific,.do, pudimos observar que el pH deciende hasta v"lores 

es incompatible con el crecimiento y ia vida menores de 5.5, q1_1e 

celular, 

sugiere 

por lo que al control at- el pH, el b,.c; 1 o esporuló. Esto 

que el citoc:romo aa:::s no es indispensable para la 

esporulación, y su ausencia es suplida por una concentración 

incrementada del citocromo o. 

Se utilizaron medios complejos no -fermentables (ver 

materiales y métodos) para cultivar a la cepa PYM, en donde se 

observó que el crecimiento y la ~s~orulación fué prácticamente 

igual que en la cepa silvestre~ así mismo pL1dimos observar qt'e el 

incremento en las actividades del sistema respiratorio de las 

células crecidas en estos medios, va aparejado con la capacidad 

de esporular (datos no mostrados). 

Al considerar que la cepa PYM carece de citocromo aa3, 

podemos obtener una cinética de inhibición por r.N- pura para 

citocromo o .. Como se observa en l" figura 17, la cinética de 

inhibición por CN- sobre NADH y ascorbato + TMPD-oxidasa es más 

resistente en PYM que en la cepa silvestre correspondiente. En 

PYM li'I NADH-oxidasa es prácticamente insensible a concentraciones 

altas decN- c2,ooo _,uMl, en cambio ascorbato + TMPO-oxidasa es 

sensible a bajas concentraciones del inhibidor, 

Ú'ahi ba totalmente la actividad respiratoria. 

pero sin que se 

Esto sugiere que 

puede existir otro centro insensible al CN- que reduce oxigeno. 

Con los resultados de la figura 17 se confirma que la 

mezcla de ascorbato + TMPD reduce directamente al citocromo o, de 

otra forma no se hubiera obtenida actividad de ascorbato + TMPD-
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Fig. 

(KCN) 

17. Efecto del inhibidor respiratorio cianuro de potasio -­

sobre las actividades de NADH y de ascorbato + TMPD-oxida-

sa de membranas de las cepas de ~- cereus silvestre y PYM. Las 

membranas (0.2 y 0.8 mg de proteína, que corresponden respecti-­

vamente a las cepas silvestre y PYM) se pusieron en amortiguador 

de fosfatos a 30°c conteniendo las concentraciones indicadas -­

del inhibidor. La reacción se inici6 con NADH 50 mM 6 ascorbato 

0.3 M + TMPD 2.0 mM. 

Los símbolos vacios (~ y (O) corresponden a la NADH-oxida­

sa y ascorbato + TMPD-oxidasa, respectivamente, de la cepa sil-­

vestre, mientras que los símbolos llenos (~) y (o) en orden co-­

rresponden a la NADH-oxidasa y ascorbato + TMPD-oxidasa de la -­

cepa PYM. 

• 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
• 1 

1 
1 
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oxidas~" 

Epectros de la Cinética de Aparición del Citocromo o-Ca 

Como se vió anteriormente en resultados <inhibición por 

ca en la cepa silvestre), la activjdad respiratoria estimulada 

por ascorbato + TMPD es inhibida de igual forma por los tiempos 

de eHposición de las membranas al CO. La actividad respi rai:ori a 

remanente (50%) es sostenida poi;- el ci tocromo o, que es 

resistente a dicho inhibidor. 

La reacción entre las citocromos oMidasas (a~ y o) con 

el Ca fué evi denci <1da mE?dÍ ante espectrc•S diferencial es (reducido 

membranas + ca menos redLtcido) a ambiente en 

esporul antes .. Después de red11cir a 1<1s m1?mbranas con ditionita y 

eHponiendolas a la atmósfera de CO por espacio de un minuto, como 

se observa en la figura 18 (parte inferior), sólo aparece el 

citocromo a3-CO (picos 430 y 592 y valle 445 nm>; conforme la 

i ncubaci. ón con el inhibidor va siendo mayor, aparece y se va 

haciendo m.t..s evidente el citocromo o-CD disminuyendo pico 

correspondí ente al 

i ncubeici ón 

citocromo 

con dicho inhibidor, el 

Después de 50 minutos de 

pico correspondiente al 

o-CD es muy evidente y desaparece el pico 

correspondiente al otro citocromo oxidasa unida al CD Cci toe.romo 

a 3 ), debido a que en esa longitud de onda C430 nm> corresponde al 

valle. del citocromo o-co, conservándose el valle a 445 nm del 

citocromo a,,.-co. 
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Fig. 18. Espectros diferenciales de mon6xido de carbono (ditionita 

reducido + ca menos ditionita reducido) (parte inferior) de 

membranas de las c•lulas esporulantes y espectro diferencial de 

las mismas membranas reaereadas despu•s de que 

con ca durante SO minutos (parte superior) • Las 

''fueron incubadas 

membranas (lS mg 
de prot~~na) despu€s de ser reducidas con algunos granos de di~ 

tionita se diluyeron 3 veces con amortiguador saturado con aire 

(referencia) 6 amortiguador saturado con ca (muestra). La celda 

de muestra fu€ mantenida (con agitaci6n) bajo atm6sfera de CO y 

se registr6 su espectro a los tiempos indicados en cada trazo 

(parte inferior). En la parte superior de la figura, la celda de 

muestra despu€s de que fu€ mantenida bajo atmósfera de ca durante 

SO minutos se reaere6 (por agitaci6n vigorosa) y se registr6. 

espectros y preparaciones de las celdas fueron hechos 

Los 

a 

temperatura ambiente. 
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1 



50' 
40' 

30' 
20' 

10' 
5' 

O' 

413 

+ 

Fig. 18 

561 574 
430 445 

+ + 
¡ ¡ 



Te>nto a la m1~estra como B la referencia se 

Ce>er-eación> medí ant.e agi ti<ci 6n vigorosa y se 

reoxidaron 

registraron 

espectr-ofotornétr-icamente. La figur-e> 18 Cpar-te super-ior->, rnuestr-e> 

el espectro diferencial bajo las condici.~nes antes mencionAdas, 

en donde se puede obser-var la desaparición del pico a 

Ccitocrorno o) conservándose el pico a 430 nm Ccitocromo 

Esto indica que f?l o>:ígeno desplaza ¿:;i¡J CD unido cil citocromo ·o, 

per-o no desplaza al CD unido al citocrorno a3. 

Estos resultados nos permiten concluir lo siguiente: en 

presencia de o~ el CD no se uniré al citocromo o, sólo al a 3 , 

pe1-rnitiendo q11e la respiración sosténida por el pr-irner citocr-omo 

no se vea afectada. 

Estos r-esultados nos ayudan a comprender mejor la 

ausencia de inhibición de la actividad respirator-ia sostenirla por­

el citocromo o. 
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DlSCIJSlON 

En el rresente trsbaJo demostramos que es posible detectar por su 

distinta afinidad al oxigeno cuando menos des oxidasas te~~inales 

Cfig. 6l, la de menor afinidad probablemente corresponde al 

r.:itocromo l(.m=7. 7 µM y l a de m¡¡.yor afinidad 

al citocromo o con una Km=2.9 ~M. 

Nuestra conclución se basa en antecedentes de la literatura 119 y 

23) donde los datos de afinidad de citocromo aa~ y citocromo 

o, por 02 corresponden a los encontrados en el presente trabajo. 

En trabajos anteriores del laboratorio (9, 10 y 11) 

demostramos la pri;;s.enci a de una ter-ce>r<> ci tocromo C:-•~:idas.; en !k_ 

careys que, por sus propiadades espectrales fué identificada como 

citon-omo d. Demostramos que el citocr-omo d se expresa bajo 

condiciones en que se deprime las concentraciones de oxigeno an 

el medio de cultivo y en condiciones aeróbicas per-o en pr-esencia 

de fuentes de carbono de utilización pobre Ccasaaminoácidosl. 

Bajo esta última condición la velocidad de cr-ecimiento decae 

considerablemente en compar-ación con un cultivo también aerobio, 

per-o utilizando fuentes fer-mentables de car-bono. 

De acuerdo con lo ~nteri1~r los cultivos re~lizAdos en 

esta tesis, utilizando condiciones a~robias y sacarosa como 

fuente de carbono no son las adecuadas para la expresión del 

c·f::ocromo d. De todas maneras debido a que el citocromo d 

présenta afinidad por o~ de 10-7 a 10-0 M (24) no hubiera sido 

posible detectar esta oxidasa bajo nuestr<>s condiciones de ensayo 

ya que el oxímetro que se usó a la máxima amplificación detecta 

concentraciones de o~ no menores de O. 2 j-IM• 
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Los experimentos de inhibición de la NADH y TMPD­

oxidasa por CN- Cfig. 7l revelaron, nuevamente la presencia de 

cuando menos dos oxidasas terminales en B. cereus. Dado que el 

TMPDr-• dona electrones al citocromo c de manera preferencial, 

entonces tenemos q1Je concluir que la citocrorno o~idasa altamente 

sensible al CN- debe de corresponder a la citocromo oxid~sa aa~ 

Cvia citocromo e---> citocrorno aa~). El CN- a coricentrsciones 

menores que 25 _,µM inhibe apro>:irr.aci0<rnente el 80% cie Ja TMPD­

oxidasa y se requieren c0r1centr~cio~cs ccrcen~s ~ mM para 

eliminar totalmente la activldAd. ~a actividad de NADH lflg. 7l 

i=ué considet-ablemeni.:.e c.1ás resistente al CN- que la TMPO-oxidt3sa, 

solo un 30% de la activid~d fu~ inhibida por concentraciones de 

hcsta mM, 1 a ar::t:i vi da.d muestra el ~•-amente un componente 

bifAsico con una fracción dP Ja activid~d sensibles a 

conc.entr a.e iones menor· es que 25 pM y el rE·sto de 1 a ~et i vi dc3d es 

;.1fectad" él concentraci onE?s s.ól o mayen-es que 500 uM... El 

ccnlportamiento ~n~Prior se puede explicar si cosideramos qLJe el 

TMPD Nctiva preferencialmFnte a la v!a sensible al cN- mientras 

que el NADH al donar :.us e-1 ectrones al i ni ci o del sistema es 

c~paz de estimular e1 funcionamiento de v4as sensibles y no 

sensibles al CN-. 

La inhibición por monóxido de car~ono produjo 

resultados inesperados ya que supon!amos que la activid~d 

estimulada por TMPD, s•.•poniendo que estimula preferencialmerite a 

la v~a d~l citocromo aa3, deber~a de ser totalmente sensible a]~ 

inhibición por CD Cfig. 8). Sin embargo el CD nunca inhibió más 

de 50% de la actividad respiratoria estimulada por TMPD. Ni las 
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concentr~ciones de CO cErcan~s al q5% Cfig. 81 ni Pl tiempo largo 

de incubación (fig. 9l bajo condiciones de saturación con CD 

ayudaron a incrementar la inhibición por encima del 50% inicial. 

El efecto inhibitorio de CD sobre el TMPD-oxidasa fué muy 

parecido, casi paralelo al observado con NADH-oxidasa. 

Al Revisar la literatura encontramos un antecedente 

similar a lo que nos ocurrió con CD y TMPD-oxidasa. Cheah y cols. 

(5) reportaron que la respiración estimulada por TMPD en 

Halobacterium cutirubrum es sólo parcialmente inhibida por CD, 

estos autores concluyen que la baja sensibilidad al CD podría 

en esas condiciones ser de·bida a la' autoov.idación del citocromo 

c. Para apoyar su planteamiento demL•estran que cuando la 

actividad de TMPD-oxidasa es medida a muy bajas tensiones de Dm, 

entonces el CD tiEne una mayor potencia inhibitoria . Como se 

verá más adelante, existe otra explicación basada en la baja 

afinidad del citocromo o por el CD y a la vez una alta afinida 

por D::.. 

Los experimentos en que se utili=aron CN- y CD 

combinados (figs. 10 y 11) demuestran que el efecto inhibitorio 

de CN- es aditivo sobre la inhibición causada por CD (fig. 11l 

pe~o, el CD no muestra inhibición aditiva sobre la inactivación 

previam1:mte causada por CN- (fig. 10). Esto es particularmente 

cierto en el caso de la actividad de TMPD-oxidasa donde el CO no 

i.ncrementa lr< inhibición del 60"1. causr<da por CN- lO_µM (fig. 10). 

En· cambio cuando se parte de una preparación de TMPD-oxidRsa 

inhibida al 40% por un 80% de saturación de CD entonces, el cN-

11 eva la i nhi bici ón hasta casi el 90'.Y.. 

Lo anterior sugiere que en caso de la TMPD-owidasa el 
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CN- es capaz de inhibir a lss dos oxidasas terminales 190% de 

inhibición en fig. 101 mientrss que el CD sólo inhibe a una 

O>dd&sa (40/.. de inhlbición en fi9. !ll y entonces el Ct~- es C«paz 

de inhibir a la segt~nda o>:idasa no sensible al co~ 

El planteamiento de ql1e la citocromo o~id~s~ o sea la 

r~sponssble de la respiración insensjble al ca es refor7ado por 

los resultados que se observan en la ~ig1Jra 18, donde, se 

dF.<m\tE?stra el ar-c::irtH?ntt- que el ci toe romo o es poco t-l?acti vo con el 

CD, pues se r_equieren tiempos largos de exposición y condiciones 

anó~icas p~ra observ~r el pico. correspondiente, formado por 

citocromo o y CD !pico 413 nm y valle a 430 nml. Es notable, como 

seo muestra en el tra7D Sllperiei1- df? la misma figura,. que Cllando se 

introduce 02 <agitación en vortex) después de 50 minutos de 

reacción con CO en presencia de ditionita, entonces desaparecen 

r~pidamente l~s se~ales espectrales del complejo citocromo o-CD 

Cpico 413 nm y valle a 430 nm>. Este resultado nos lleva a la 

concl L•si ón de qlll? el c i t oc romo o ti ene b<>j <> af j nl di"d por el CO 

como lo sugiere la necesidad de periodos largos de incubación y 

condiciones anóxic<>s para que se forme el complejo y finalmente 

el hecho de que el Da desplaza f~cilmente al CD del complejo. 

Al consider estos resultados es claro que la citocromo 

o~{ :i de\sa o =·e mo::;trara i nsensi ble al CO cua.lido se i e ensaya en 

~1 oximetro debido a que en las condiciones utilizades de ensayo 

se requierl? D2 en el medio para poder medir la actividad. 

Los resultados por Broberg y Smith 13) demostraron que la 

c:itocromo o>:iBdasa en B. megaterium pt-esenta ta.mbien muy baja. 

afinidad por CD. 
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El analisis cinético de las citocromos o\:idasas en un 

respi ratc,ri o complejo como el de B. cereus presenta 

obst~culos por- el momento insalvables ya ql1e no se CL,enta. con 

inhibidores específicos para c~da Ltna de las oxidasas presentes 

en el si si:ema. Así, el KCN es capaz de inhibir a di ferentei:; 

concent.t-aci ones J as tres oxidAs~s terminales y ?it1nqL1e ] BS 

CL\rvas de inhibición son bifásicas no es posible separar 

el ar amente 

inhibición. 

Jos componentes 

Sc.ben1os que una 

enzimáticos para 

O}! i d~sa terminal 

cada 

es 

fase de 

inhibide< 

concentr21ciones de 25 _µ.M de cN- y la ,,.e9unda y tercet-e> o>: ida sets 

requieren concentraciones mayores-

Para sal va1- el obstáculo ~rriba comentado decidirnos 

OHidasas terminales. Estratégicamente, utilize<ndo al TMPD corno 

indicador resultó 1- el C1t i vamE?nt e sencillo aislar 

mutantes que fueran incapaces de virar al colorante. L.os n1L1tantes 

resultaron como se esperaba, deficientes en la vía de cjtocromo e 

---> citocromo aa~; especi~icamente todos los mutantes aislados 

resultar-en de-ficientes en citocromo aa,, C-figs. 14, 15 y 16>. 

El análisis preliminar de la cin•tica de inhibición por 

cN- para estos mutantes, demuestran que la citocromo oxidasa aa3 

es la responsable de la respiración altamente sensible al CN-. La 

actividé\d de TMPD-o>:idasa en los mutantes mostró resistencia 

elevada 

actividad 

a la inhibición por cN-, si 

de la cepa silvestre Cfig. 

se le compara con la 

17>. Cabe mencionar 

misma 

que 

aunque la respiración est_imulada por- TMPD en el m•Jtante PYM es 

más resistente que la misma actividad del silvestre, no alcanza 

los niveles de resistencia que la NADH-oxidasa en la e: epa 
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silvestre. Este res1~ltado 

siguientes Ctlterni'ltivc:cs: 

espectral n1ente detectable 

pod1"""la e~:plicarse con una 

1) Al1nque l?l ci tocrc:imo d 

bajo las condiciones de 

de las 

no es 

cultivo 

~mple~d~s, podri~ Pstar presente en cantidades SL\ficientes para 

ser r~sponsabJe de la actividad respiratoria insensible a 

concentr.-;ci one.·s de cr..i- mayores que rnM. En ver-dad, h8y que 

recordar q1.1e el coeficiente de eMtinción molecular para el 

citocromo d reducido es de apenas 8.2 mM-~ cm-~, valor 

consid~rablemente menor al coeficiente para los otros citocromos 

que flu~túa entre 21 y 80 mM-~ cm-~. De esta manera s~ reql1iere 

de la presencia de conc&ntraciones de citocromo d relativamente 

elevadas para ser espectralmente detectables. 2) En ausencia de 

cit.ocramo d se tendrí8 que peistular la ev.istencia de otr-o 

citocromo no sensible al CN-, capaz de reaccionar con º=· Se ha 

pt-opl1esto que un citocromo e podría estar funcion~ndo como 

c:itoc:romo oHidaSC\. alternativa, C:\Utoo>~idandose con 0:::1: en 

con di el C•nes que 1 a el t.ocron10 o>: i dasa este i nhi bi da por CN- <7>. 

Ahora que se cuenta con un mutante deficiente en 

citocromo aa::s., será posible estudiar un sistema respiratorio 

menos complejo y se requerirá realizar la cinética de inhibición 

para inhibidores respiratorios de los sitios I, JI y JJJ de 

fosforilación, analizar la cinética por o. y la· cinética de 

inhibición por CD en condiciones de baja tensión de 02. El 

mutante será particularmente útil en el estudio de las relaciones 

que existen entre la composición de citocromos oxidasas y la 

capacidad para esporular. Aunque Taber <27) aisló mutantes de g.... 

subtilis deficientes en citocromo a que presentaban fenotipos 
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spo-, más tarde se demostró que estos mutantes también 

presentaban deficiencias en una ó m~s enzimas del ciclo de Krebs. 

Al considerar que los mutantes aislados en nuestro laboratorio 

fueron seleccionados por una técnica específica para la citocromo~ 

e o>tidasa y que, los de Taber en can1bio fueron seleccionados de 

manera inespeci~ica por una r~acción que detecta genéricamente 

hemoproteín2s Ct-Eacción de bencidina>, será pertinente hacer una 

caracterización de las propiedades de crecimiento y esporulación 

de los mutantes PYM aislados en nuestro laboratorio. También será 

pertinente caracterizar a dicho mutante en su contenido 

citocrómico cuando se le cultive b~jo condiciones microaerofílica 

ó anaeróbicas tanto en medios fermentables como en los no 

fermentables. 
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CONCLUSIONES 

Medi <:•nte se obtuvi et-on 

las siguientes ~ancl1~si_ones: 

La cinética de afinidad por el sugit-ore la 

participacjón de dos citoct-omos D}.~idasas terminc:=iJE?s, Ja aa.,, y 1 a 

º· 
El fuerte poder inhibitorio del cianuro sobre Ja TMPD 

o>~ i dasa,. s1tgjere fll 11? l ci \.::i a sensible a dicho 1 nhi bi dor es 

citocromo e ---> citocrorr10 aa 3 • 

La inhibición de la actividad respiratoria por monóHido 

de carb~no sobre Ja inhibición inicial por el cianL1ro es aditivB, 

en el caso de la respiración estimulada por NADH. 

sobre 

tanta 

La inhibición de la actividad respiratoria por 

la inhibición inicial por rnonóxido de carbono es 

para NADH como para TMPD oxidasa. Se sugiere 

cianuro 

adi ti.v"'• 

que Jos 

citocromos o><iqasas Cc:i t.ocramo y 
_, ,_,, en cer~us son 

sensibles al c:i c•nuro .. 

En presencia de oHigeno el monóKido de csrbono no se 

une al citocromo º• sólo al a~. permitiendo que la respiración 

sostenida por ~l primer cltocromo no se vea afectada. 

La ausencia del citocromo aaz en el mutante PYM, no 

impide que éste esporule normalmente, Con la ausencia de dicho 

ci~ocromo en el bacilo se apreció más claramente la "'ctividad de 

Ja vi a al terna. 
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ABREVIATURAS 

ADN Acido d<?soxirribonuclE-ico. 

ADP Acido dipicolinico. 

ATC Acido tricarboxilico. 

ATP Trifosfato de sdenosina. 

Ci t Ci tocr-omo. 

CN- Cianuro. 

ca = Monóxido de carbono. 

COm Dióxido de carbono. 

CTE Cadena de transporte de ~letrones, 

DCPIP = 2,6-diclorofenolindofE-nol. 

H~s Acido sulfhídrico. 

KCN Cianuro de potasio. 

Nm = Nitrógeno molecular. 

NADH = Nicotinamida-sdenin-dinucleótido reducido. 

PFK Fosfofructocinasa. 

PMS Metasulfato de fenazins, 

TMPD = N,N,N",N"-Tetremetil-p-fenil?ndiamina. 
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