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INTRODUCCION. 

Algunas bacterias pueden formar sistemas de transporte 

de electrones considerablemente más complejos que el siste

ma encontrado en las mitocondrias de las cfilulas eucari6ti-

cas. La complejidad de estossistemas reside en la presencia 

de un mayor número de deshidrogenasas unidas a la membrana, 

las cuales donan los electrones a los componentes del sist~ 

ma respiratorio para reducir al oxfgeno y a aceptares termi 

nales alternativos. Las múltiples deshidrogenasas primarias 

y oxidasas se encuentran ligadas mediante vfas que se sobr~ 

ponen e interconectan en diferentes grados. Estas interac-

ciones dan por resultado la ramificaci6n en los sistemas de 

transporte de electrones. Los electrones pueden entrar a e~ 

tos ~ist~mas a travfis de numerosas deshidrogenasas y ab~nd~ 

narlos a través de diferentes oxidasas. 

Las bacterias que poseen la capacidad de sintetizar -

sistemas de transporte de electrones ramificados aparente

mente alcanzan una mayor eficiencia evolutiva. Por ejemplo, 

en,Haemophilus parainfluenzae se observa la aparici6n de un 

sistema de transporte de. electrones más extenso y m~s com

plejo a medida que la tensión de oxígeno es disminufda en el 

medio de cultivo. La disminuci6n en la tensi6n de oxígeno 

estimula la sfntesis de los citocromos a2 (d) y c, y en me

nor grado, la de los citocromos by o. Me~iante este proceso 
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el organismo es capaz de mantener una rápida velocidad de 

crecimiento. 

En Achromobacter también se ha encontrado que este o~ 

ganismo modifica la composici6n de su sitema de transporte 

de electrones cuando el medio externo es cambiado. Estas -

células contienen por lo menos dos oxidasas que funcionan 

simultáneamente: la citocromo oxidasa a2• que es poco se~ 

sibl~ al cianuro, y la citocromo oxidasa ~. que presenta 

una mayor sensibilidad a este inhibidor. Estas dos oxida

sas terminales ta~bién han sido descritas en Azotobacter. 

En I· col i se ha obtenido evidencia de un sistema de 

transporte de electrones ramificado; se han sugerido vfas 

separadas para los ei ectrones derivados del formato hacia 

el oxígeno y de los derivados tanto de NADH como de succi 

nato hacia el oxígeno. 

También se ha encontrado que algunas bacterias conti~ 

nen dos pigmentos capaces de combin~rse con mon6xido de -

carbono: Bacillus megaterium, Mycobacterium ~.Micro.-. 

~ denitrificans, contienen citocromo .a 3, que se com

bina rápidamente con el CO, y citocromo o, que se combina 

con CO en forma más lenta • . 
Por tanto, la presencia de cadenas alternas es un fe

n6meno ampliamente distribuido en los sistemas bacterianos. 

~ Por otra parte, durante la formaci6n de endosporas -

también se han encontrado modificaciones, tanto cualitati-
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vas como cuantitativas, en la cadena de transporte de elec~

trones (CTE) de diferentes especies de Bacillus. En!· mega

terium, por ejemplo, se ha descrito (1) la ausencia de cito

cromo c durante el crecimiento exponencial y su aparici6n d~ 

rante los primeros estadios de esporulaci6n. Además se ha d! 

mostrado la aparici6n de cadenas alternas, poco sensibles al 

cianuro, durante este proceso. En!· subtilis también se ha 

demostrado la aparici6n de citocromos poco comunes (2), como 

el citocromo o, que puede funcionar como oxidasa terminal y 

presenta al ta sensibilidad al cianuro. En !· cereus existen 

muy pocos reportes en la literatura sobre la CTE; Halvorson 

(3) .encontr6 que existe un incremento notable en el consumo 

de oxígeno una vez que las células dejan de dividirse y al

canzan los primeros estadios de espo_rogénesis. Fel ix y col s. 

(4) demostraron que al finalizar el crecimiento vegetativo 

existe un ~ncremento en los componentes de la CTE y que es

tos nivel es se mantienen a través de todo el proceso de es

porul aci6n. Estos investigadores encontraron además (5), -

que la inhibición del transporte de electrones, mediante la 

adición de cianuro al medio de cultivo, no afecta en forma 

significativa el crecimiento vegetativo pero inhibe fuerte-. 
mente la esporulación. Estos resultados apoyan la idea de 

que durante el ércimiento vegetativo no se requiere de una 

cadena respiratoria terminal típica, la cual sí constituye 

un requerimiento absoluto para la esporogénesis· (6). 
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En la presente tesis mostramos evidencia que confir

ma los resultados obtenidos por Felix y cols. en cuanto al 

incremento en la concentración de citocromos durante la e~ 

porulaci6n de!· cereus, no obstante, hemos encontrado grarr 

des discrepancias en cuanto a la capacidad reductora de di

ferentes sustratos de la CTE; mientras que estos autores no 

muestran n~nguna diferencia espectra1 en la reducción d~ la 

cadena por NADH o por succinato, nuestros resultados indi

can un patrón de reducción distinto. 

Por otra parte, esta diferencia también se hace aparerr 

te en las actividades de la NADH y de la succinato oxidasas 

(medidas utilizando al oxfgeno como aceptar final de elec

trones) asf como de la NADH y de la succinato oxidorreduct~_ 

sas (medidas utilizando colorantes como aceptares finales), 

durante el crecimiento vegetativo y la esporulación.Por un 
' 

lado, la NADH oxidasa incrementa su actividad (alrededor de 

8 veces) en los primeros estadios de la esporogénesis y es

te incremento también se ve reflejado en la NADH oxidorre

ductasa (aproximadamente 5 veces). En el caso de la succin~ 

to oxidasa sus niveles de actividad son pobres tanto en la 

etapa vegetativa como en la esporulante, sin embargo, la a~ 

tividad de la oxidorreductasa es elevada durante la fase v~ 

getativa y una vez que se inicia la esporulación esta acti-

~ vidad desaparece totalmente, evidenci~ndose con la adición 

de cianuro al ensayo de actividad. Lang y cols. (5) también 

encontraron esta dependencia por el cianuro de la succinato 
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deshidrogenasa (SDH) de la etapa esporulante; la explicaci6n 

que estos autores proponen para este efecto es que los acep

tores artificiales de electrones (DCPIP) compiten con el ox.!. 

geno por los electrones en las células vegetativas pero no -

en las esporulantes. Sin embargo, nuestros resultados no apQ. 

yan esta idea, ya que otros inhibidores de sitios I y II no 

evocan la actividad como lo hace el cianuro. Hemos encontra

do que, además del cianuro, la anaerobiosis y la diciclohexil 

carbodiimida (DCCD) son capaces de evocar la actividad. Es -

conocido que estas tres condiciones actúan directamente sobre 

la citocromo c oxidasa, por lo que resulta de interés diluci 

dar el mecanismo por el cual la SDH sufre este cambio en su 

actividad. 

Un resultado interesante es el hecho de que el cianuro 

no es eficiente inhibiendo las actividades de NADH Y.de suc

cinato oxjdasas. En este sentido, los análisis espectrales 

mostrados por Felix y cols. no son capaces de explicar la b~ 

ja sensibilidad a este inhibidor~ estos autores proponen .una 

ramificaci6n de la CTE a nivel de la NADH deshidrogenasa, no 

obstante, no identifican ningún componente intermediario en

tre la flavoproteína y el oxígeno. 

Los objetivos de esta tesis han sido, por tanto, la ca

racterizaci6n d~ la actividad oxidativa y de los componentes 

de la cadena respiratoria de Bacillus c·ereus durante el cre

cimiento exponencial (etapa vegetativa) y la esporulaci6n, y, 
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por otro lado, la dilucfdacf6n del papel qu~ juegan el cia

nuro, el DCCD y la an~erobiosfs en el desenmascaramiento de 

la actividad de la SDH de la etapa esporulante. 

J 
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GENERALIDADES DE LA ESPORULACION 

BACTERIANA. 

\ 

' / 

Algunos microbi6logos consideran que la formaci6n de .e~ 

poras está limitada a las bacterias de los géneros Bacillus 

y Clostridium, pero se ha encontrado una gran diversidad de 

microorganismos capaces de formar esporas, entre ellos se en 

cuentran los cocos del género Sporosarcina, bacterias fila

mentosas del género Thermoactinomyces y bacterias Gram neg! 

tivas del género Desulphatumaculum. La formaci6n de endosp~ 

ras no está restringida a un grupo de organismos íntimamente 

relacionados, la diversidad fisiol6gica de las bacterias de 

estos géneros es vasta; algunas son anaerobias (Clostridium} 

mientras que otras son aerobias o anaerobias facultativas -

(BacillusY; algunas tienen requerimientos nutricionales sim

ples~ mientras que otras requieren de factores de crecimien 

to muy complejos; unas son capaces de fijar nitrógeno, otras 

pueden utilizar algún sulfato como aceptar final de electro

nes. Todas estas especies mencionadas forman una sola espora 

por·~élula. Por otro lado, se han encontrado organismos que 

producen dos o ~ás esporas por célula; estos microorganismos 

no están perfectamente caracterizados desde el punto de vis-

~ta taxon6mico, y generalmente se encuentran asociados con o~ 

ganismos hospederos constituyendo un mutualismo, entre ellos 
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se encuentra un organismo designado M~tabacterium polfspora 

que puede formar de dos a cinco esporas endógenas.Los organi~ 

mas hospederos generalmente son a.rtrópodos y anfibios y la presencia de 

estos microorganismo esporogénicos en el tracto digestivo -

del huésped aparentemente no tiene consecuencias patogénicas. 

El proceso de la esporulación puede ser considerado C.Q. 

mo un caso especial de adaptación celular a la accesibilidad 

periódica de nutrientes en el medio ambiente. Las caracterí~ 

ticas morfológicas esenciales de diferenciación que convier

ten a las células vegetativas en esporas latentes han sido -

estudiadas por microscopía electrónica, y se ha encontrado -

que estos eventos son similares en todas las bacterias form~ 

doras de esporas estudiadas. La formación de esporas no es un proc~ 

so necesario en el ciclo de desarrollo de estas bacterias; normalmente -

ocurre después de la fase de crecimiento logarítmico, cuando ei tiempo -

de generac16n aumenta debido a la limitación de nutrientes. La esporogé

nesis· es, en primera instancia, un proceso de división celular mediante 

el cual se forma un protoplasto dentro del citoplasma de la célula. Es -

además, un proceso secuencial ordenado. 

El proceso de la esporulaci6n ha sido dividido en siete eventos ca

ra~terís ti cos que se muestran esquemáticamente en la figura l. 

El estadio O se refiere a la célula vegetativa, la cual 

contiene dos cuerpos de cromatina en los estadios de división, 

, mientras que la espora solamente contiene uno en el estado de 

latencia. Con el cambio del crecimiento logarítmico al creci-
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miento logarftmico al° crecimiento lineal que precede al i

nicio de la esporulaci6n, la síntesis de ácido desoxirri

bonucleico cesa, pero los cuerpos de cromatina continuan -

cambiando en distrfbuci6n y en forma hasta que constituyen 

un filamento axial dentro de cada cfilula. Este cambio con~ 

tituye el estadio I de esporulaci6n. La deformacf6n de la 

cromatina es reversible; los filamentos axiales asociidos 

a la esporulaci6n incipiente desaparecen rápidamente si el 

medio gastado es reemplazado por medio fresco. La síntesis 

de ADN se reinicia y los cuerpos de cromatina y las cfilulas 

se dividen por el camino normal. 

Una vez que el filamento axial ha sido formado, los cr.Q_ 

mosoma~ se separan y uno de ellos migra hacia uno de los po

los de la cfilula. El estadio II designa la formaci6n-de un -

septo asimfitrico; la posici6n de este septo es presumiblemen ., -
te determinada por el hecho de que el cromosoma se encuentra 

en el extremo de la cfilula, unido a mesosomas. El septo es formado a ex

pensas ·del crecimiento e invaginaci6n de la membrana plasmática, 

delimitándose así dos compartimientos: el de la cfilula madre, 

que ocupa dos terceras partes del volumen total del esporan

gio, y el de la prespora, que ocupa el volumen restante. El 

crecimiento continuo de la membrana conduce al englobamiento 

de la presporaº (estadio rrr); el desarrollo de la memórana -

es soportado por dos mesosomas, ubicados en el lado externo 

de la prespora y no asociados a ADN. Como resultado del ere-
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cimiento unidireccional de la membrana citoplasmética, la o

rientaci6n de la membrana externa de la prespora es inverti

da, es decir, el lado de la membrana que normalmente estaba 

en contacto con el exterior de la célula ahora se ~ncuentra 

en contacto con el protoplasma de la espora. El englobamierr 

'to culmina con la fusi6n de las membranas en ~l extremo de 

la célula, la prespora se libera de la membrana y se mueve 

libremente dentro del citoplasma de la célula madre. 

El estadio IV marc·a el inicio de la formación de la co.i:. 

teza en la superficie de la membrana inmediata al citopla~

ma de la prespora; el peptidoglicano cortical se deposita -

entre las membranas interna y externa de la prespora duran

te este estadio y continua hasta el estadio VI. En· la etapa 

IV la apariencia del protoplasto se hace más densa y homog~ 

nea. 

Con 1-a terminación de 1 a .Prespora y el inicio de 1 a sírr 

tesis cortical, la célula esporulante alcanza una etapa de 

"compromiso" en la cual no puede regresar a la etapa veget! 

tiva a menos que lleve a cabo la maduración de la espora y, 

posteriormente su germinación. Antes de estos eventos, un -

cultivo de células en el estadio II o III puede revertir al 
• 

crecimiento vegetativo mediante la adición de medio fresco.· 

Durante estas etapas el septo de la prespora se convierte -

, en un septo tr'ansverso que da lugar a 1 a formación de dos -

células, una larga (la parte no espora) y una corta (la es

pora potencial). Con la reanudación del crecimiento vegeta-
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tivo, estas células se dividen rápidamente, primero la más 

grande y después la de menor tamafto. Una vez que la presp.Q_ · 

ra se ha completado~ la adici6n de nutrientes conduce a un 

retardo prolongado de la esporulaci6n y cuando las esporas 

se liberan, generalmente germinan. 

Durante los estadios V y VI las cubiertas protefnicas 

de la espora son depositadas y modificadas en la membrana 

externa de la prespora; el esporangio sintetiza ácido dipl 

clfnico (OPA) que es transportado al interior de la espora 

y se observa la acumulaci6n de calcio en el protoplasto ·de 

la misma. Con el desarrolio de las cubiertas la mayorfa de 

las células esporulantes llevan a cabo un blanqueamiento -

de la prespora que es perfectamen"te visible' al microscopio 

de contraste de fases. Durante estos estadios también se -

lleva a cabo la maduraci6n de la prespora, mediante la hi

drólisis .de los enlaces del peptidogl i cano cortical que prQ. 

ducen un polímero expandible. 

El estadio VII consiste en la liberación de la espora 

madura mediante la autolisis del esporangio. La secuencia 

de eventos que tiene lugar después del estadio VI tiene una 

du~ación aproximada de siete horas en Bacillus cereus. 

MICROCICLO DE ESPORULACION. 

El proceso de esporogénesis ha sido descrito en célu

las cortas, parcialmente elongadas, obtenidas de esporas ge~ 

minadas. Estas células inician la esporulación eliminando la 
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proliferaci6n vegetativa y a este acortamiento del ciclo se 

le ha denominado microciclo de esporulaci6n. 

Cuando se suspenden esporas germinadas en un medio qui 

micamente definido que carece de una fuente de energía y 11 

mitado en fosfatos, se producen células primarias en un la~ 

so de dos horas. Después de aproximadamente seis horas de -

aereaci6n vigorosa, estas células inician el proceso de es

porulaci6n siguiendo los eventos morfogenéticos normales. -

Por tanto, la espora germinada o la célula primaria expues

ta a un medio insuficiente de nutrientes, para soportar lá 

, divisi6n, desarrolla un tiempo de generaci6n muy largo y es 

inducida a la esporulaci6n. Durante este periodo el nivel -

de DNA aumenta aproximadam~nte tres veces antes de que la -

célula proceda a esporular. 

ESTRUCTURA DE LA ENDOSPORA. ', 

La espora incluye un protoplasto que contiene sustratos 

de reserva rápidamente metabolizables y casi toda la maquin~ 

ria completa para el metabolismo y la biosíntesis. El estado 

hipometabólico y las propiedades de resistencia son adquiri

das como resultado de la síntesis de una serie de integumen

tos 'ctue rodean al protoplasto y llevan a cabo la inactiva ción 

de las macromoléculas. Un pequeño número de compuestos de b~ 

jo peso molecular y unas cuantas proteínas, únicas del prot~ 
,, 
plasto de la espora, contribuyen a la estabilidad del estado 

de latencia y a las propiedades de resistencia de las esporas. 

/ 
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la estructura y los compuestos presentes en la espora 

~adura son sfmilares de una especie a otra. la estructura 

de la ~ndospora se muestra de manera esquemática en la fig~ 

ra. 2. 

EXOSPORIO.- El exosporio es una estructura transparen. 

te con apariencia membranosa que se encuentra rodeando a -

la espora completa en!· cereus, B. anthracis y organismos 

relacionados. Esta estructura es menos aparente eri las es~ 

paras de otras especies como !· subtilis y !· megaterfum. 

El exosporio aislado contiene un 20% de protefna, 20% 

de polisacáridos, 12.5% de lfpfdos neutros, 5.5% de fosfo

lfpidos y 20% de cenizas. En!· cereus aparece poco después 

del englobamiento de la prespora, envolviéndola gradualmen

te. Las cubiertas de la espora se forman dentro del exospo

rio en desarrollo. La funci6n de esta estructura es, proba

blemente, la de concentrar las subunidades protefnicas de -

las cubiertas, a medida que son sintetizadas, para asegurar 

su polimerizaci6n en la superficie de la prespora y no en -

algún otro ,sitio de la célula madre. Las proteínas del exo~ 

pario son resistentes a la accf6n de pro~easas, lo que su

gier~ que esta estructura también.funciona como una defensa 

adicional de la espora contra los ataques de enzimas hfdro-

lfticas. 

CUBIERTAS.- Las cubiertas ·de la espora constituyen del 

30 al 60% del peso seco de la espora, comprenden aproximad~ 

mente el 50% de su volumen y contienen más del 80% del to-
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tal de protefna de la misma. La morfologfa y la estructura 

qufmica de las cubiertas varfa, dependiendo de la especie. 

Lo~ estudios realizados con esporas desprovistas de -

cubiertas mediante tratamientos químicos y con esporas mu

tantes que contienen cubiertas alteradas han demostrado que 
' estas estructuras no son requeridas para la retenci6n del 

DPA, para la refractilidad o para la termoresistencia. Las 

esporas que carecen por completo de cubiertas son suscepti 

bles al tratamiento con lisozima y con sol~entes, tales co 

mo octanol y cloroformo. La resistencia a los solventes a

parece cuando se forman las cubiertas y antes de la termo-

resistencia. 

CORTEZA Y PARED CELULAR DEL PROTOPLASTO.- La corteza ~ 

parece como una regi6n transparente a los electrones y está 

rodeada por las cubiertas de la espora. Una membrana exter

na se encuentra separando a las cubiertas de la corteza. -

Es probable que durante la deposici6n de las cubiertas y dcl 

exosporio quede atrapado algo de material citoplásmico pro

veniente de la célula madre y que se sitúe entre la membra

na externa y las cubiertas. La corteza está compuesta, en -
' su maypr parte, por un peptidoglicano modificado, cuya es-

tructura se muestra en la figura 3. Por debajo de la cort~ 

za se encuentra la pared del protoplasto, inmediatamente -

p.or afuera de la membrana del mismo. La corteza es hidroli 

zada mediante enzimas lfticas durante la germinaci6n,mien

.tras que la pared del protoplasto persiste; aparentemente, 

,1 

) 
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la pared-del protoplasto es estructural y funcionalmente e

quivalente a la pared de la célula vegetativa. 

PROTOPLASTO.- Existen pocas enzimas especfficas del pr~ 

toplasto de la espora; algunas enzimas del ciclo de los áci

dos tricaróoxílicos y·muchas enzimas óiosintéticas están au

sentes y las esporas germinadas no oxidan acetato hasta que· 

estas enzimas son sintetizadas. Sin embargo, el estado hipo

metab6ltco no puede ser explicado por la ausencia de las en

zimas requeridas para el metabolismo de sustratos end6genos. 

Las esporas latentes contienen ni~eles elevados de ácido.3-

fosfoglicérico y las enzimas requeridas para convertir este 

compuesto, que es inestable en las células vegetativas, a -

acetato y co 2 están presentes en la espora. El. fosfoglicer-ª._

to es metabolizado durante los prim~ros minutos de la ge~mi 

naci6n, antes de que se lleve a cabo l~ síntesis "de novo". 

Las esporas latentes contienen cantidades muy pequeñas 

de nucle6sidos trifosfato y una carga energética muy baja. 

Los azúcares fosforilados también se encuentran en niveles 

mucho menores que en las células vegetativas. El ATP es -

sintetizado rápidamente durante los primeros minutos de la 

ger~inacf6n, antes.de la intcia~i6n de la sfntesfs.de matr~ 

moléculas. Los nucle6tidos de piridina y la acetil-CoA, -

también están ausentes o en niveles muy bajos en las esporas 

,. latentes. 

Las fuentes primarias de energía para la síntesis de 
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nucle6sidos trifosfato a expensas de nucle6sidos difosfato 

durante la. germinaci6n temprana están constituidas por el 

fosfoglicerato y por proteínas básicas, presentes en el pr~ 

toplasto de la espora. El catabolismo de estas reservas es 

suficiente para generar piridín nucle6tidos reducidos yac~ 

til-CoA durante los estadios iniciales de la germinaci6n. 

Aproximadamente el 45% de la coenzima A de la espor·a 

latente está unida a proteínas mediante enlaces disulfuro. 

Esta coenzima es liberada y convertida, en su mayoría, a -

acetil-CoA durante los primeros minutos de la germinaci6n; 

Las principales fuentes de moléculas pequeñas para la 

síntesis de proteínas y de RNA provienen del recambio de -

proteínas y del RNA de la espora. Muy pocas proteínas son 

hi drol izadas durante la germi naci6n. Tres proteínas básicas, 

de bajo peso molecular, que comprenden del 40 al 50% de las 

proteínas presentes en el protoplasto son rápidamente de

gradadas. Las enzimas proteolíticas responsables de su de

gradaci6n no hidrolizan proteínas convencionales, sino que 

reconocen una secuencia de aminoácidos específica, común a 

las proteínas básicas que son formadas durante la esporog!_ 

nesis. Los polipéptidos, junto con las proteasas responsa

bles de su hidr6lisis, proveen una reserva de aminoácidos -

rápidamente movflizable en la espora latente, que es utili-

,zada para sostener la síntesi~ de proteínas y el metabolis

mo energético en la fase temprana de la germinaci6n, hasta 

que las enzimas ~equeridas para la biosíntesis de aminoáci 
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dos son formadas. Las enzimas necesarias para el metabolismo 

no son degradadas debido a la estricta secuencia de aminoáci 

dos requerida por las proteasas responsables del recambio de 

pol ipéptidos. 

CAMBIOS METABOLICOS ! BIOQUIMICOS ASOCIADOS CON LA 

ES PORULAC ION. 

Uno de los factores más importantes en la determinación 

de la esporogénesis es el nivel de carbohidratos disponibles, 

principalmente de glucosa. Se ha encontrado que el cataboli~. 

mo de la glucosa sufre modificaciones cuantitativas en los -

diferentes estadio de desarrollo de los bacilos formadores -

de esporas aeróbicos. Las células vegetativas contienen enzj_ 

mas de la vía glucolítica, así como también enzimas de lavía

de la hexosamonofosfato (HMP). Las células vegetativas utili 

zan casi exclusivamente la vía glucolítica y solamente una -

pequeña parte de la glucosa disponible es catabolizada por -

la vfa de la HMP. Como consecuencia de la glucólisis, las c! 

lulas vegetativas excretan al medio productos metabólicos ·i~ 

termediarios, principalmente ácidos orgánicos como pirúvico, 

acético y láctico, lo que a su vez conduce a una disminución 

del 'pH del medio. La actividad respiratoria terminal es muy 

baja en las células vegetativas. 

Durante el periodo pre-esporulante, dos sistemas se ha-
" 1 cen funcionales: el ciclo de los ácidos tricaróoxflicos (TCA) 

y la formación y degradación del ácido poli-beta-hidroxibutf 

rico. Algunas enzimas dei TCA se encuentran en muy pequeñas 

J 
·-·-----1 
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cantidades en las células vegetativas de'ª-· cereus. La citr~ . 
to sintetasa, la aconitasa, la fumarasa y la enzima málica -

están presentes durante la esporulaci6n, pero en niveles b~ 

jos durante el crecimiento exponencial. El papel deJ TCA d~ 

rante los periodos pre-esporulante y esporulante queda evi

denciado por el hecho de que las bacterias deficientes en -

cualquiera de las enzimas de esta vía no son capaces de es~ 

porular aún cuando crecen normalmente. 

Los ácidos orgánicos excretados durante el crecimiento 

son utilizados al iniciarse la esporogénesi$, lo que condu

ce a un incremento en el pH del medio. 

Se ha demostrado que la mayor parte del carbono del a

cetato producido durante la etapa vegetativa es incorpora

do en las moléculas de ácido poli-beta-hidroxibutírico du

rante las etapas iniciales de la esporulaci6n; este compues .. ,_ -
to puede observarse en el interior de las bacterias esporu

lantes como inclusiones distribuidas a lo largo de la célu

la. Posteriormente este compuesto es degradado y sus produ~ 

tos de degradaci6n aparecen principalmente como constituye~ 

tes de la espora y en menor grado como co 2• El acetato rema 

nent~ es oxidado a co 2 por las enzimas del TCA. 

En las etapas de pre-esporulaci6n y de esporulaci6n se 

lleva a cabo una degradaci6n extensa de las proteínas exis

~entes y de los tres tipos principales de RNA, seguida de -

la utilizaci6n de precursores para la síntesis de nu~vas m~ 

léculas •. Los estudios de recambio han demostrado que el 80 
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·al 100% de las protefnas de la espora son formadas ·~e novo" 

durante la esporogénes1s. Los cambios enzimáticos que tienen 

lugar durante este proceso se muestran en la figura 4. Dura! 

te el crecimiento logarftmico las células contienen las enzj_ 

mas necesarias para su crecimiento normal. Al tiempo t 0 se j_ 

nicia la esporulaci6n; las proteasas, los sistemas de anti

bi6ticos y la lisis de la pared se inducen (cfrculos abi~r

tos), mientras que muchas de las enzimas de la célula veget! 

tiva disminuyen su actividad. Este decremento puede ser de -

dos tipos: el primero aparentemente involucra la inactiva~ 

ci6n de enzimas (triángulos cerrados) como lisina descarboxj_ 

lasa, isocitrato deshidrogenasa, treonina deshidratasa y fo~ 

fofructocinasa. El segundo tipo incluye las enzimas que dis

minuyen su actividad lentamente o permanecen constantes du-
·, 

rante la esporulaci6n (triángulos abiertos). En los tiempos 
' t 1 a t 4 muchas otras enzimas aparecen en las célVlas esporu-

lantes. La fase temprana (t1 a t 2) incluye algunas enzimas -

del TCA y enzimas que oxidan ácidos. La fase tardfa (t3 a t4) 

incluye las enzimas responsables de la sfntesis de los comp! 

nentes de la espora, como ácido dipicolinico. Finalmente ªP! 

rece el esporangio seis horas después de que cesa el creci

miento. 

REGULACION FISIOLOGICA Ql LA ESPORULACION. 

El inicio de la esporulaci~n se encuentra reprimido por 

la presencia de fuentes de carbono y de nitr6geno fácflmente 

/ 
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metabolizabl~s. Cuando cualquiera de estos componentes se a

gota en el medio de cultivo, la esporogénesis puede iniciar

se aún en presencia de un exceso del otro. Bajo ciertas con

diciones, la limitaci6n del fosfato también puede inducir la 

esporulaci6n. La probabilidad de que una célula vegetativa -

quede comprometida a esporular depende de las fuentes especf 

ficas de carbono y de nitr6geno. La probabilidad es baja con 

fuentes ricas· de carbono y de nitr6geno; sin embargo, si al 

guna es reemplazada por un compuesto metaóolizable más lent! 

mente la probabilidad de que la esporulaci6n se inicie se· ift. 

crementa, y en algunos casos, por ejemplo el crecimiento en 

un medio mfnimo de sales adicionado de glucosa e histidina -

como fuente de nitr6geno, alcanza la unidad. Estas observa

ciones sugieren que la esporulaci6n es reprimida por catabo

litos nitrogenados. 

Un me,canismo de control negativo hipotético, mediante -

el cual los metabolitos nitrogenados podrfan regular la ini

ciaci6n de la esporulaci6n, sería que estos metabolitos sir

vieran como ca-represores de la iniciaci6n. El alto nivel de 

corepresor podrfa activar a una molécula represora, la cual~ 

pod~ía reprimir la expresi6n de los genes iniciales de la e~ 

porulación. El crecimiento en fuentes de carbono y de nitr6-

geno poóreme~te'metabolizables o el agotamiento de las fuen-

, tes de carbono y de nitr6geno del medio podrfa causar una -

disminuci6n del corepresor nitrogenado y, en consecuencia, -

se incrementaría la probabilidad de que la represi6n de la -
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expresi6n del inicio ·de la esporogénesis sea liberada, ya. que 

existiría menos correpresor para activar a la molécula represora. 

Otro modelo posible para la regulaci6n de la esporulaci6n 

serfa la represi6n catab6lica. En su sentido más significativo 

la represi6n catabólica está relacionada con la velocidad del 

crec{miento. Cuando se utiliza glucosa u otra fuente de carb~ 

no "preferida" los tiempos de generaci6n de los bacilos en m~ 

dio mínimo son de 50 a 75 minutos y la represi6n por cataboli 

tos probablemente esté furicionando. Cuando se utiliza glutam~ 

to o acetato como fuente de carfíono los tiempos de generaci6n 

son de 80 a 120 minutos y la represión catafíólica no se obser_ 

va. Como el efecto de la represi6n catabólica requiere de la 

acumulación de un catabolito de glucosa, además de una canti

dad grande de alguna molécula energética (prooaolemente ATP}, 

el uso de este mecanismo de control en~aja cien con los datos 

oótenidos ·so!:lre el control de la esporuladón. Por tanto, cúan. 

do los nutrientes se agotan en el medio, el control por repr~ 

sión catafí6ltca, cesa y las enzimas de la esporulación pueden 

ser fnductdas. Cabe hacer notar que este mecanismo no excluye 

la regulaci6n de las enzimas fíiosintéticas por este procedi

miento. 

Otro mecanismo involucrado en la regulación de la esp6r~ 

génesis serta la inhibición por retroalimentación. Se sabe -

,que la poza d~ algunos metafíolitos aumenta después de que ha 

finalizado el crecimiento, pero las razones de esto no han -
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sido dilucidadas. El crecimiento se detiene por el agotamieR 

to de los nutrientes y esto deberfa redundar en la disminu

·ci6n de la poza. Sin embargo, se sabe que las hidrolasas se 

incrementan en este momento, por lo que se cree que la poza 

aumenta como respuesta a un incremento en el recambio de los 

polfmeros celulares. Esto podrfa tener el siguiente efecto: 

'el incremento en la concentración celular de aminoácidos y -

nucle6tidos reprimiría la formaci6n de enzimas biosintéticas 

e inhibiría, por tanto, la síntesis subsecuente de sus pro

ductos finales por retroalimentación; esto permitiría a l~ -

célula construir la espora utilizando las enzimas no inhibi

das ya existentes en la célula en crecimiento. El principal 

beneficio de la cél~la esporulante sería un uso eficiente de 

la energía total de la célula. 

Las enzimas alostéricas tendrían además otras ventajas 

durante l& esporulación. La actividad basal de muchas de las 
' enzimas del metabolismo de carbohidratos es afectada por me-

tabolitos que no son estrictamente los productos finales,. p~ 

ro que reflejan el estado energético de la célula. Un ejemplo 

de este tipo es la fosfofructocinasa (PFK}, que es inhibida 

por.el ATP. La regulación de la glucólisis y de la gluconeo

génesis depende de las reacciones que producen energía. Los 

bacilos que esporulan en un medio mínimo pueden llevar a ca-

' bo un control alostérico específico que permite la síntesis 

de aminoazúcares (para la corteza) en las células que se en

cuentran en inanición. 
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Se ha encontrado un tipo de inhibi,c16n que no es debida 

al fen6meno de retroalimentaci6n. Algunas enzimas biosintéti 

cas disminuyen dr~sticamente ~u actividad cuando los meta~.Q_ 

litas siguen el reverso de la vfa. La PFK es una de estas en. 

zimas. Este fen6meno se ha observado Qnicamente en levaduras 

y bacilos. Al inicio de la esporulaci6n la PFK disminuye va

rias veces y esto ocurre simultáneamente a la disminución -

del ATP de la poza intracelular. Esto sugiere que la activi

dad de PFK se pierde por otro mecanismo diferente al de inhi 

bici6n por retroalimentación y a una velocidad mucho mayor -

que la esperada por el recambio de proteínas. Una hip6tesis 

de trabajo podría ser la transici6n alost~rica controlada por 

un metabolito que podrfa fluctuar como respuesta. a las nece

sidades del metabolismo esporulante. 

Los mecanismos mencionados parecen ser suficientes para 

proveer el ,control fisio16gico necesario para la esporula c16n, 

pero pueden existir otros. 

¡ 
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MATERIALES 1 METODOS. 

Cepa emp 1 ea da. 

Se utiliz6 una cepa de Bacillus ttreus T, aislada por 

Andreoli y cols. (7}, con las mismas propiedades 5acteriol.Q_ 

gicas que la cepa ~e Bacillus cereus 9373. 

Condiciones~ cultivo. 

a) En presencia de glucosa como fuente de carbono (me

dio G): El microorganismo se creci6 en 12 litros de medio G 

modificad~ (8} cuya composici6n es a base de sales, 0.1% de 

sacarosa y 0.1% de extracto de levadura; para ello se utilj_ 

z6 un fermentador (Magnaferm, New Brunswich Scientific Co.) 

aereado vigorosamente (8 litros de aire'~or minuto), agita

do a 150 rpm y temperado a 30°c. El in6culo para el crecimien 

to a gran escala se prepar6 con la técnica de Collier (9), 

utilizando un mfnimo de 5 transferencias seriadas, a interv_! 

los de tres horas, crecidas en el mismo medio. 

b) En medio de casaminoácidos como fuente de carbono -

(medió CAAS}: el bacilo se creci6 en el medio de hidrolizado 

de casefna descrtto por Sterlini y Mandelstam (10) en un fer

mentador con 12 1 de medio, las condiciones de aereaci6n, agj_ ,, 
taci6n y temperatura fueron las mismas que las utilizadas pa-

ra el medio G. Para el in6culo se utilizaron esporas activa

das por choque térmico, mediante calentamiento a 7oºc durante 
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30 minutos. 

Crecimiento r coletha. 

En am6os tipos de medio el crctmiento se sigui6 espec

trofotométricamente, midiendo la absor6ancia a 540 nm. Las 

células se colectaron por centrifugaci6n en una centrífuga 

de flujo continuo (Sharples, modelo T-1) durante la etapa -

exponencial (A 540 1.25} o al tiempo de esporulaci6n indica

do. Los cultivos fueron examinados peri6dicamente en un mi

croscopio de contraste de fases para evaluar el estadio de 

esporulaci6n y el grado de sincronía. Típicamente más del· -

90% de las células se encontraban en el mismo estadio de e~ 

porulaci6n. El paquete celular se lav6 tres veces con buffer 

Tris-HCl 0.2 M pH 7.4 adicionado de CaC1 2 5 mM y MgC1 2 5 mM 

(buffer TCM} mediante centrifugaci6n a 10,000 rpm/10 min. a 

4°C (centrífuga Sorvall RC-2B). 

Romfiíniertto celular r p·reparación de 1 as m·em6ranas. 

Las células asf o6tenidas se resuspendieron en 100 ml 

de buffer TCM y se rompieron en un fraccionador Ribi cell · 

(modelo RM-1 Ivan Sorvall Inc.}a30,000 lb/pu1 2 de presi6n, 

según Andreoli y cols. (7}. El nomogenado obtenido se incu

b6 cQn unos pocos cristales de desoxirribonucleasa I pancre!_ 

tica bovina durante 10 min. a temperatura am6iente y agita

cf6n suave, para eliminar la viscosidad producida por el ADN 

'li6erado. Las células completas se eliminaron por centrif~g~ 

ción a 1~500 x g durante 10 mfn., se descart6 la pastilla y 
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el so5renadante se centr'ifug6 a 140,000 x g durante una hora para 

sedimentar las membranas. El paquete de memóranas se lav6 tres veces 

con buffer TCM, mediante centrifugación a 140,000 x g durante 60 min. 

Las membranas así obtenidas pueden almacenarse en nitr6geno líquido 

durante varias semanas sin pérdida apreciable de actividad de SDH, -

'sin emóargo, el almacenamiento en estas condiciones disminuye drást.i 

camente la actividad de NADH deshidrogenasa, por lo que es preferible 

ensayar esta enzima con membranas recién preparadas. 

Ensayos ·enzimáticos. 

al Oxidorreductasas: 

l. Succi na to: PMS: DCPIP oxi dorreductasa. El ensayo se realizó de 

acuerdo con el descrito por Arrigoni y Singer (11), en cubetas de 3 

ml a· 30°c. La mezcla de ensayo contenía: buffer de fosfato de potasio 

50 mM, pH 7.6, membranas (aproximadamente 0.4 mg de proteína de mem

branas), succinato disódico 20 mM, metasulfato de fenazina (PMS) 1-.1 

mM y diclorÓfenolindofenol (DCPIP) 0.08 mM llevados a un volumen fi

nal de 3 ml con agua destilada. La mezcla de ensayo se incubó durante 

3 min. antes de la adición de los colorantes. La reducci6n del ocprp· 

se sigui6 espectrofotométricamente a 600 nm (espectrofotómetro Pye -

Unicam SP.1800~, al cual se· adapt6 un circulador de agua.para mantener 

la te¡nperatura a 30°C). Se registr6 la actividad durante 2 a 3 min. y 

se adicion6 KCN 0.1 mM. La actividad dependiente de cianuro se cuanti

fic6 por el cambio producido en la pendiente después de la adición del· 

··mismo. La adici6n del cianuro durante'el periodo de incuóación (antes 

de los colorantesl no modificó significativamente el resultado. 

./ 
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La actividad se expresa como nanomolas de DCPIP reduci~ 

das por minuto por mg de protefna. El coeficiente de extfn

ci6n molar utilizado para el DCPIP fue 21 rnM- 1cm- 1• 

2. NADH:DCPIP oxidorreductasa. La mezcla de ensayo contenfa buffer 

de fosfato de potasio 50 mM pH 7.6, 0.4 mg de proteína de membranas, NADH 

1.4 mM, DCPIP 0.08 mM y agua destilada hasta volumen final de 3 ml. La -

mezcla de ensayo se incub6 durante 3 min. La reacci6n se inici6 con la -

adici6n de DCPIP. La adici6n de cianuro y la reducci6n del DCPIP se lle

va ron a cabo de la manera arriba descrita. La actividad se e.!_ 

presa en la misma forma que para la succinato oxidorredúctasa. 

3. Succinato:citocromo c oxidorreductasa. La mezcla de ensayo conte

nfa buffer de fosfato de potasio 50 mM pH 7.6, succinato di

sódico 20 mM, 1.5 mg de citocromo c, 1 a 2 mg de proteína de 

membranas y agua destilada hasta un volumen final de 3 ml. -

La mezcla de ensayo fue incubada a 30°c durante 3 min. antes 

de la adición del citocromo c. La reducción de este citocromo 

se cuantific6 midiendo la absorbancia a 550 nm durante 3 a 4 

min. después de lo cual se adicionó KCN 0.1 mM. La activ.idad 

se expresa como nanomolas de citocromo c reducidas por minuto 

por mg de proteína. El coeficiente de extinci6n molar utili

za~o para el citocromo e fue de 19.1 mM-1cm-1• 

4. NADH:citicrimo c oxidorreductasa. El ensayo se realizó 

en la misma forma que el anterior, excepto que se utilizó NADH 

~ 1.4 mM como sustrato, en lugar de succinato. La actividad se 

expresa de igual manera que para la· succinato:citocromo c oxido-
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rreductasa. 

_b) Oxidasas. 

las oxidasas se ensayaron polarográficamente utilizando 

un electrodo de oxígeno. la cubeta contenía en todos los casos 

la siguiente mezcla de ensayo (M. E.): buffer de fosfato de po-

tasio 50 mM, pH 7.4, membranas (1 a 2 mg de proteína de mem-

brana} y agua destilada hasta volumen fina 1 de 3 ml. la mez-

el a de ensayo se preincub6 durant~ 3 min. a 3oºc antes de ini 

ciar la reacci6n con la adici6n del sustrato. 

l. Succinato oxidasa: M.E. + succinato dis6dico 20 mM. 
i 

2. Succinato:DCPIP (o TMPD) oxidasa: M.E. + DCPIP 0.3 mM 

(o TMPD 0.3 mM} preincubaci6n a 3o0 c y adici6n de succinato 

20 mMl 

3. NADH oxidasa: M.E. + NADH 0.5 mM. 

4. NADH:DCPIP oxidasa: M.E. + DCPIP 0.3 mM preincubaci6n 
1 

a 3o0 c y ad{ci6n de NADH 0.5 mM. 

5. Ascorbato:DCPIP (o TMPD) oxidasa: M.E. + DCPIP Q.3 mM 

(Q TMPD 0.3 mM} preincubaci6n a 30°C y adici6n de ascorbato· 

10 mM. 

Las actividades de oxid~sas se expresan como nanoátomos 

de oxigeno consumidos por minuto por mg de proteína. los valo

res se corrigieron en aquellos casos en que se present6 auto

oxidaci6n de los colorantes. 

Los inhibidores se adicionaron a la mezcla de ensayo antes 

de los 3 minutos de preincubaci6n. Se prooaron los siguieñtes 
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inhi5idores: cianuro de potasio (KCN}, azida de sodio (NaN 3), 

diciclohexilcaroodiimida (DCCD), 2-heptil-4-hidroxiquinolina

N-oxido (HOQNO), antimicina y rotenona. El HOQNO, la antimi

cina y el DCCD se utilizaron en soluci6n etan61ica; el KCN y 

la NaN 3 se disolvieron en buffer de fosfatos. 

Espectros Diferenciales. 

La medición de los espectros diferenciales se realiz6 a 

77°K en un espectrofotómetro de doble rayo (Aminco DW2) con-ª

ditamento para nitrógeno lfquido, utilizando "split beam" con 

un paso de banda de 1 nm. Se utilizaron cubetas de 0.4 ml con 

una longitud de paso de luz de 0.2 cm. Las membranas fueron -

~es~spendidas en glicerol al 50%. Los espectros reducidos me

nos oxidado se registraron utilizando como reductores NADH 5 

mM, succinato 30 mM, ascorbato 10 mM + DCPIP (o TMPD) 0.3 mM 

o ditionitá (algunos cristales); las membranas se oxidaron m~ 

diante agitaciói en el Vortex durante 5 minutos. La velocidad 

de registro fue de 2 nm/segundo. Los máximos de absorción ob

tenidos de esta manera se consideran "steady s~ate". Los es

pectros anaeróbicos reducidos vs aeró5icos reducidos se obtu

vierop buroujeando nitrógeno a las membranas durante 60 min •. 

Solubilización ~l.-ª. succinato deshidrogenasa. 

La SDH fue solu5ilizada de las mem5ranas de células veg~ 

tativas o de células esporulantes utilizando un detergente no 

i6nico, el Brij 36-T, que es un derivado de alcoholes polioxi 

etilénicos. Las memóranas resuspendidas en_buffer TCM se adi-
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cionaron con 0.3% del detergente y fueron sonicadas durante 

15 min.,en un bafio de hfelo, e incubadas durante 60 min. a 

4ºC. La suspensi6n se centrifugó a 140,000 x g durante 2 h~ 

r~s y se separaron las fracciones. Este tratamiento produce 

aproximadamente un 60% de actividad de SDH en el sobrenada.!!_ 

te, comparada con la actividad de las membranas no tratadas. 

Inactivación alcalina ~ 1ª. SDH ~membranas vegetati

vas ~ esporulantes. 

La inactivaci6n se llev6 a cabo de acuerdoal método de 

King (12). Las membranas {de células vegetativas o esporu

lantes se resuspendieron en buffer de fosfatos-boratos 50 -

mM, pH 7.6 y se alcalinizaron con NaOH lN hasta pH de 11.5, 

se centrlfugaron inmediatamente a 140,000 x g durante 60 min. 

a 4°C .. se descartó el sobrenadante y la pastilla se resus

pendi6 en buffer TCM pH 7.6, aforando al volumen original. 

La actividad de SDH en esta fracci6n fue nula. 

Reconstituci6n ~ 1ª. SDH soluble·~ membranas inactiva

das por tratamiento alcalino. 

Para que la enzima solubilizada pudiera ser utilizada en 

los experimentos de reconstituci6n fue necesario remover el 

Brij 36-T, ya que este detergente presenta una concentraci6n 

micelar critica (CMC) muy baja, que impide la asociaci6n de 

la enzima a las membranas inactivadas. La remoci6n del deterge.!!_ 

' te se llev6 a cabo utilizando una columna de DEAE-celulosa D-22 

/ 
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de 15 cm de largo por 1.5 cm de diámetro, equilibrada con 

buffer Trfs-HCl 50 mM + succinato 40 mM + colato al 0.25%, 

pH 7~4. La adicf6n de colato tuvo por objeto el intercam

bio de detergentes, necesario para evftar la inactivaci6n 

de la SDH. El colato presenta una CMC mucho mayor que el 

Brij 36-T por lo que no interfiere en la reconstituci6n ya 

que es dializable. El sobrenadante obtenido de la solubili 

zaci6n se adsorbi6 en la columna; la elucion del Brij 36-T 

se llev6 a cabo pasando el buffer utilizado para equilibrar 

la columna; este detergente absor5e a 260 nm, lo que permi · 

ti6 seguir su salida, hasta la recuperaci6n de la linea b~. 

sal, después de lo cual se adicionó NaCl 0.6M para eluir -

la proteína. A esta fracci6n la denominamos SDR soluble. 

Para los experimentos de reconstitución se adicion6 
., 

enzima esporulante (o vegetatival soluble, con una activi-

dad relat,iva de 6 D.O.= 11 unidades po'r minuto a 1 ml de -

membranas vegetativas (o esporulantesl fnactivadas por t~~ 

tamiento' alcalino y con una concentraci6n de proteína de -

2.5 mg/ml. La preparac{6n se sonic6 durante 10 min. conti

nuos, en un baño de hielo, y se colocó en una bolsa de di! 

lisis; se dializ6 contra 500 ml de 5uffer Tris-HCl 50 mM + . 
succinato 40 mM + colato 0.25%, pH 7.6, durante 12 horas con dos cambios 

de buffer. El dializado se centrifugó a 140,000 x g, Se separ6 el so-

' brenadante y la pastilla se resuspendi6 en buffer TCM al volumen ori

ginal, después de dos lavados previos. Se determinó actividad a cada -

una de las fraccfones. 
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La concentrac16n de protetnas se determin6 de acuerdo con 

el método de Lowry (13). · 

Rea·cttvos. 

La desoxtrrHionucl easa I ,- el PMS, el NADH, el cito cromo e 

(tipo 111), el HOQNO y la antimicina fueron obtenidas de la C-ª. 

sa Sigma Chemical Ca.; el DCPIP de la casa Baker. Los demás r~ 

activos utilizados fueron de grado reactivo. 
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RESULTADOS y_ DISCUSION. 

En la figura 5 se representa una gráfica típica del cr~ 

cimiento y la esporulaci6n de ~· cereus en medio G modifica

do. El ti.empo t 0 indica el inicio de la esporulaci6n, el cual 

se lleva a cabo a los 30 minutos posteriores al pH mfnimodcl 

cultivo. Los estadios subsecuentes de esporulaci6n t 1 , t 2, t3, 

etc., se obtienen a los 60, 120, 180, etc., minutos después 

de ha5erse detectado t 0 y pueden seguirse mediante la o5ser

vaci6n al microscopio de contraste de fases. 

La figura 6 muestra el crecimiento y la esporulaci6n de 

B. cereus en medio CAAS; se observa una fase de retardo muy 

larga que no se presenta en el crecimiento en medio G. Esta -

diferencia es debida, por un lado, a la preparaci6n del in6c~ ., 
lo, que en el caso de medio G consiste en un cultivo activo, 

mientras que en el medio CAAS se parte de esporas activadas 

(ver Materiales y Métodos); por otro lado, el medio G conti~ 

ne glucosa como fuente de carbono, que es un sustrato de ~á

pida utilizaci6n, no asf el hidrolizado de caseína que es me 

tabolizado más lentamente. El pH en este medio no muestra v~ 

riac~6n porque no hay acumulaci6n de ácidos orgánicos en el 

medio, como ocurre en presencia de glucosa. Por tanto, se -

considera como t'0 el final del crecimiento logarítmico; los 

,estadios subsecuentes de la esporulaci6n se siguen mediante 

microscopía de contraste de fases. 

) 
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El objetivo de cultivar el bacilo en ausericia de glucosa fue el . 

de evitar la represi6n, por este sustrato, de las enzimas del ciclo 

de Krebs durante el crecimiento exponencial, inducir la cadena de -

transporte de electrones (CTE) en esta etapa y comparar el sistema 

oxidativo de las membranas de células crecidas en estas condiciones 

con el de las crecidas en presencia de glucosa. 

En la tabla I se muestran las actividades de NADH y succinato -

oxidasas presentes en las membranas de células vegetativas (membranas 

veg} crecidas en presencia {medio G} y en ausencia (medio CAAS} de 

glucosa y su comportamiento frente al cianuro. Se observa que ambas 

actividades se incrementan 3.1 y 4.9 veces respectivamente, lo que -

sugiere la existencia de un incremento en los componentes de la CTE 

én ausencia de glucosa. Esta idea se ve reforzada por los espectros 

diferenciales (reducidos con ditionita vs oxidados) que se muestran 
·,, 

en la figura 7. Puede observarse que en ambos casos la composici6n . ·., 

de citocromo es igual, desde el punto de vista cualitativo. Existen 

picos de absorción a 527 y a 555 nm correspondientes a citocromo b; 

un hombro muy ligero a 548 nm que corresponde. a citocromo c, este ci

tocromo también absorbe a 519 nm (línea beta), sin embargo este máxi 

mo no se detecta en forma clara en las preparaciones mostradas, apa

reciendo únicamente un hombro ancho en la regi6n de 515 a 530 nm; fi-
• 

nalmente se observa un máximo a 600 nm que corresponde a citocromo -

a+a3• 

,. Por otra parte, desde el punto de vista cuantitativo encontramos 

que la altura de los picos en el medio CAAS {trazo A) es aproximada

mente el doble que la de los picos registrados en el medio G (trazo B), 
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ux1dasa · MEDIO G ~EDIO CAAS 
-KCN +KCN % INHIB. -KCN +KCN % INHIB Act.CAAS 

. . . . . ... J\ct. G. 

NADH 10 8.1 18.8. 31 27 13 3.1 
Succinato 7.5 6.3 15.7: 36.7 33.4 9.1 4.9 

TABLA I. Actividad ·de oxidasas presentes en membranas veg de!!_. cereus. 
i,. La concentrad 6n de KCN es O .1 mM 

La actividad se expresa como nanoátomos de oxigeno consumidos por 
minuto por mg de protefna de membrana. 

ux1e1asa MEDIO G , MEDIO CAAS 

t 

.. 

-KCN +KCN % INHIB. -KCN +KCN % INHIB Act.1..AAS 
Act. G 

' ... 
NADH 81.2 63.5 21.7 197.2 157.7 20 2.4 

\ 

Succinato 13.6 12.2 10.4 34.3 28.2 17.7 4,9 .. 
. . :~ 

TABLA II. Actividad de oxidasas presentes en membranas spo de!!_. cereus. 

La concentraci6n de KCN es 0.1 mM 
La actividad se expresa en la misma forma que en la Tabla I. 

'! 

-- i 

i 

'e 
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ya que en el primer caso el espectro fue trazado con la mitad de la 

sensib.il idad de 1 a utilizada para medio G (Abs. 0-0.1 y· 0-0. 05, .res..: 

pectivamente). La concentración de proteína es similar en ambos ca-

sos. 

Es sabido que los espectros obtenidos a la temperatyra del ni

trógeno líquido (77ºK) no son adecuados para realizar cálculos cuan

titativos y esto es debido a que la baja temperatura disminuye la· -

distribución de los subestados de energía, tanto vibracional como ro

tacional, de las moléculas lo que da por resultado la aparición de_ -

picos exagerados en relación a la_ cantidad real de citocromos presé.n. 

tes. No obstante, es posible efectuar comparaciones cuantitativas 

cuando las concentraciones de proteína son equivalentes. 

En el caso de las membranas obtenidas de" células esporulantes -

(membranas spo), también encontramos un incremento en la capacidad -

oxidativa cuando los bacilos esporulan en el medio CAAS comparada --, 
con la de ~os bacilos que esporulan en medio G (tabla II); este incr~ 

mento también se refleja en la altura de los picos de los espectros 

diferenciales (figura 8) evocados con ditionita. 

El incremento registrado en los componentes de la CTE de las mem. 

branas obtenidas de células crecidas en ausencia de glucosa era de e~ 

perarse, ya que en estas condiciones la célula requiere de otras vías, 
• 

distintas a la glucolítica, para la obtención de energía. Cuando la -

única fuente de carbono presente en el medio son aminoácidos, la ener

gía debe ser obtenida a expensas del ciclo de Krebs, el cual a su vez 

requiere de una cadena respiratoria funcional para reoxidar al NADH. 
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Por otro lado, independientemente de la composici6n del medio de cultj_ 

vo utilizado, existe un incremento considerable en los componentes de 

la CTE durante los primeros estadios de la esporogénesis, como puede -

verse en los espectros diferenciales de las figur.as 9 y 10, que mues

tran los máximos de absorci6n de los citocrombs reducidos con ditioni-
' 

ta de membranas veg y spo obtenidas en medio G y en medio CAAS, res

pectivamente. La elevaci6n que sufren los citocromos durante la espo

rul aci6n de ~; · cereus fue cuantificada por el grupo de Lang (5}, qui~ 

nes encontraron que el incremento es como sigue: citocromo b, 5.8 ve

ces; citocromo c, 5.3 veces; citocromo a, 3.3 veces y citocormo a3, ·:_ 

1.8 veces. 

La tabla III muestra en forma comparativa las actividades de oxj_ 

dasas de membranas veg y spo obtenidas de medio G y el efecto inhibi

torio promovido por cianuro (0.1 mM). Se observa que la actividad. de 

NADH oxidasa es pobre durante .la etapa vegeta:iva y se incrementa 8 

veces en la· esporulaci6n; además, si observamos el consumo de oxige

no promovido por la mezcla artificial ascorbato:TMPD notamos que -

también existe un incremento notable (5.5 veces} durante este proc~ . 

. so. Es conocido que la mezcla de ascorbato:TMPD dona los electrones 

directamente al citocromo c (1}, por tanto, el consumo de oxígeno -

prompvfdo por esta mezcla constituye un reflejo directo de la cito

cromo c oxidasa; el incremento observado coincide co·n los datos de 

Lang y cols. Sin embargo, el incremento en la capacidad oxidativa no 

,. se ve reflejado en la succinato oxidasa, cuya actividad es pobre du

rante la fase vegetativa y se mantiene baja durante todo el proceso 

J 
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. . VEGETATIVAS ..... spo. (t.3.51 ..... 

OXiDASA *Act. especifica % INHIB.: Act. especffica : .. 
-KCN +KCN . -KCN . . 

NADH 10 8.1 19 81.2: 

Succinato 7.5 6.3 15.7 13.6: 

Asc:lMPD 77.1 30.3 60.7 421.9 : 
.:. Asc:DCPIP - - - 516 

TABLA UI. Ox1dasas presentes en mem5ranas de~· ~· 
Las células se obtuvieron en medio G. 

*Act. esp. en nanoátomos de oxf geno/min/mg de prot. 
Concentraci6n de KCN = 0.1 mM. 

/ 

+KCN . . ... 

63.5: 
12.2: 
54.8: 
o 

Act. Es~; SPO .. .i'lct •. ESp •. VE~. ' ... ' .... i 

% INHIB'. 
' ... . . :._~ 

22 a.o 
10.4 0.9 
87 . 5 •. 5 

100 -. . ... 

. ! .~ 
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de esporulaci6n. Este hecho podr1a ser explicado de dos maneras: por 

un lado, la actividad intrfnseca de la SDH es baja, o 5ien, la efi

ciencia de la enzima.para reducir a la CTE es muy pobre. La primera 

alternativa puede ser descartada, en apoyo de la segunda, de acuer

do con las siguientes evidencias: 

i} La actividad de la SDH medida como oxidorreductasa, utili

zando al PMS como acarreador artificial de electrones y al DCPIP c,Q_ 

mo aceptar final (Succ:PMS:DCPIP) es elevada tanto en la etapa ve

getativa como en·1a esporulante (tabla IV) lo que sugiere que la en. 

zima es activa oxidando al succinato pero es poco eficiente para c~ 

der los electrones a la CTE, lo que podríamos considerar como una 

pobre conexi6n de la SDH a la cadena respiratoria. A diferencia de 

esta enzima, la NADH deshidrogenasa, medida como oxidorreductasa u

tilizando al DCPIP como aceptar final de electrones, se incrementa 

aproximadamente 5 veces (tabla IV) durante la esporogénesis en medio 
, ' 
G. Este incremento podrfa ser el resultado de un mecanismo de desrr~ 

presi6n enzimática una vez que se detiene el crecimiento exponencial 

por agotamiento de la glucosa en el medio, ya que en el medio CAAS 

el incremento es únicamente de dos veces, sin embargo, este mecanis-

mo es tan solo una espéculaci6n. 

ii) La adici6n de acarreadores artificiales de electrones como 

DCPIP, TMPD o PMS sobre la succinato oxidasa estimulan significati

vamente el consumo de oxígeno en ambos tipos de membranas (tabla V),. 

lo que indica que no es la actividad intrfnseca de la SDH el factor 

limitante en la oxidaci6n del succinato y, nuevamente sugiere, que 

J 
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MEDIO G MEDIO CAAS 
.f: 

VEGETATIVAS SPO (t3,5) , . VEGETATIVAS SPO (t3,5) . . 

Ensayo KCN +KCN. Veces Est.KCN -KCN +KCN Veces Est •. -KCN +KCN Veces Est:: 
.' 

-KCN: +KCN: Veces 1Est • ., 
.. KCN . ' ; .. . ' .. : . . . 

: . 
Succ:PMS:DCPIP 160 170 1.06 O: 202.:5 Total 192.:6, 287.:5 1,.5 . ' o: 250.:7 Total .. .. 

: .. 
31;3 - 155: 160:7 89.3 NADH : DCPIP 28.2 o 1.04 43.7 43.7 o 125 : 1.4 

Succ : DCPIP 9.0 9.0: o o 15 Total -- -- -- -- . -- --
' Í 

Succ : cit e O: o o o 2.8 Total -- -- -- -- -- --
"NADH : cit e O: o o 45.3 52.7 1.16 -- . -- -- -- -- --. . ••• ~ ' 1 • . '.,' . . . .'• .... . . . .. . . 

TABLA IV. Oxidorreductasas p~esentes ~n memoranas de-ª._;·~. 

La activida_d se expresa en nanomol as,. de DCPIP o de cit. c reducidas .por minuto y por mg de prot. 
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VEGETATIVAS SPO (t3,5) 

OXIDASA Act. Esp. Act. acarreador Act. Esp. Act. acarreador 
Act. 6asa1 ll:ct. 6asal 

Succ. (basal) 7.5 7.05 

Succ:DCPIP 69.8 9.3 45 6.4 

Succ:1MPD 85.3 11.4 51 7.3 

Succ:PMS 180 24 144 20.5 

NADH (basal) 10 81.2 

NADH:DCPIP 80 8 116.5 1.4 

TABLA. V. Actividad de succinato y NADH oxidas as de membranas de_!. ~ 
frente a diferentes acarreadores artificiales. 
La actividad se expresa como nanoátomos de o2 reducidos/min/mg. 

) 
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la SDH no se encuentra bfen conectada a la cadena respiratoria. E,n e~ 

te sentido, la oxidacf6n de NADH durante el crecimiento vegetativo es 

estimulada significativamente por la adici6n de DCPIP (alrededor de 8 

veces), mientras que durante la esporogénesis la estimulaci6n dismin)! 

ye a 1.43 veces lo que sugiere el incremento de la eficiencia de la -

cadena respiratoria para recibir electrones de la NADH deshidrogenasa 

durante la esporulaci6n. 

iif) Los espectros diferenciales de las membranas veg y spo reduci

dos con NADH o con succinato vs oxidados (figuras 11 y 12) muestran -

nuevamente el pobre contenido de citocromos de las membranas veg; al 

igual que con la ditionita, ambos substratos evidencian solamente los 

picos u hombros de absorci6n correspondientes al citocromo b (527 ~ 

·555 nm) y al citocromo a+a3 (603 nm),•mientras' que el citocromo c -

(519 y 548 nm) es poco aparente. Por el contrario, en las membranas 

spo el NADH evoca la reducción completa de Jos citocromos. Con ester~ 

ductor aparecen, además de los máximos de absorci6n de los citocromos 

b, c y a+a3, un pequeño pico a 512 nm que no aparece en las membranas 

veg, y un pequeño hombro a 562 nm, que posiblemente se encuentre en

mascarado en las membranas veg, ya que la cafda del pico a 555 nm no 

es simétrica, sino que se ensancha en su inferior. El hombro a 562 nm 

sugiere la presencia de un segundo citocromo del tipo b, el b562 , que . 
ha sido descrfto en.!!_; megaterium (ll. Reportes en la literatura (14, 

15) indican que el pico a 512 nm corresponde al pico beta de absorc16n 

,. del citocromo c554 (pico alfa de afisorci6n a 554 nml, que ha sido ais-

1 ado y purificado de las membranas de.!!_." ·s·uHilis. Se safie 

. '-~~. , 
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que los picos de absorci6n de algunos citocromos se sobreponen en la 

regi6n alfa del espectro (16), por tanto, es muy posible que el pico 

a 554.de este citocromo c esté siendo enmascarado por el pico a 555 

nm del citocromo b, ya que es muy difícil la resoluci6n de dos cit.Q. 

cromo que absorben con un nm de diferencia. 

En B. cereus nunca han sido descritos estos citocromos, por lo 

que resulta de interés su caracterizaci6n y su ubicación dentro de 

la CTE. En este sentido,el grupo de Hogarth (1) ha sugerido que el 

citocromo b562 de .!!_. ·megaterfum corresponde al citocromo o descrito. 

por Kamen (17) en otros sistemas bacterianos, y que se comporta como 

una oxidasa terminal resistente al cianuro. 

El espectro diferencial de la figura 12 muestra que, en las m~ 

branas spo, el succinato produce un patr6n de reducci6n distinto al 

evocado por NADH; succinato solo es capaz de reducir significativa

mente al citocromo b555• Hederstedt (18) en.!!.; ·subtilis aisló y ca-.. , 
racteriz6 un complejo de SDH-citocromo b reducible a expensas.de -

succinato; además, en experimentos con mutantes (19) encontr6 evi

dencias que apoyan fuertemente el hecho de que el citocromo b es el· 

sitio de unión (o parte del sitio de unión) a la membrana de la SDH, 

sugiriéndose que la SDH reduce directamente al citocromo b sin me

diación de una quinona • . . 

Por otra parte, llama la atención el hecho de que el cianuro no 

sea eficiente inhibiendo las actividades de NADH y succinato oxidasas 

" (tabla III), mientras que el consumo de oxígeno promovido por los -

sustratos de sitio III, ascorbato:TMPD y ascorbato:DCPIP, es fuerte

mente inhibido (87 y 100% respectivamente) por este compuesto. Esto 

,:; 

j 
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sugiere la posibilidad de que, cuando se utilizan reductores de sitio 

I Y. de sitio II (NADH y succinato}, los electrones fluyan hasta el ox.!. 
. . ~ 

geno por otra vfa además de la citocromo c oxidasa. La presencia de C-ª._ 

denas alternas es un fen6meno altamente distribuido en las especies -

bacterianas (20, 21, 22). Con el objeto de caracterizar estas cadenas 

en nuestro sistema, decidimos ensayar el efecto de inhibidores de los 

tre sitios frente a la capacidad reductora de NADH, succinato y ascor

bato:TMPD y analizar espectralmente la composici6n de citocromos. 

La figura 13 muestra las curvas del efecto de la concentraci6n de 

rotenona (sitio I}, antimicina y HOQNO (sitio Ill sobre la NADH oxidasa 

de membranas spo (t3•5}. Debido a la baja eficiencia inhibitoria de la 

rotenona. en sistemas bacterianos, no es posi61e discutir su efecto. En 

el caso de·antimicina y HOQNO se observan inhi6iciones del orden de 78 

y 73%, respectivamente. Como inhibidores de sitio III probamos azida de 
"· 

sodio, KCN y DCCD. El caso· de la azida es similar al de la rotenona en 

cuanto a que-no es un buen inhibidor de la citocromo c oxidasa en bac

terias; a elevadas concentraciones (40 mM} solo es capaz de inhibir en 

un 13% a la NADH oxidasa. El KCN logra inhibir en un 57% esta actividad 

(figura 141 a concentraciones por arriba de 2.0 mM. Los resultados obt~ ' 

nidos con HOQNO y antimicina y con el cianuro, permiten sugerir la pre

senci.a de una ramificaci6n en la CTE primaria a nivel del citocromo 5 . 
y la presencia de una segunda oxidasa poco sensible al cianuro. El -

DCCD promueve un 80% de inhibición sobre la NADH oxidasa (figura 151. 

,Reportes recientes (23} indican que el DCCD actúa directamente sobre -

las suóunidades III y IV de la citocromo c oxidasa obtenida 

·'~' .. , 
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nida de mamíferos, aunque también se conoce que puede producir efec

tos colaterales sobre sitios secundarios debido a que se reparte en~ 

tre la membrana, lo que a su vez hace difícil la interpretaci6n de -

los resultados. 

El efecto de inhibidores sobre la succinato oxidasa resulta di

fícil de interpretar dada su baja capacidad para reducir a la CTE, -

corno puede observarse en los espectros diferenciales de la figura 12. 

Los resultados obtenidos con ascorbato:TMPD y ascoróato:DCPIP -

muestran que ni HOQNO ni antirnicina son capaces de inhibir el consumo 

de oxígeno, lo que está de acuerdo con el hecho de que esta mezcla· d.Q_ 

na los electrones a nivel del citocrorno c; por otra.parte, el cianuro 

promueve inhibiciones muy elevadas, corno se rnencion6 anterJorrnente y 

corno se muestra en la figura 16, a muy bajas concentraciones. Estos 

sugiere que los électrones que ingresan a la caden.a a través del cit.Q_ 

cromo c siguen, corno única vía plausible, el camino hacia el ox~geno 
. '-.... 

vía citocrorno a+a3, el cual se muestra corno una oxidasa altamente se.n. 

sible al cianuro. En la figura 17 se muestran los espectros diferenci.!!. 

les' reducidos con ascoróato:TMPD y con ascor5ato:DCPIP vs oxidados. En 

·ellos se oóserva la eficiente reducci6n del citocrorno c548 y del cito

cromo a+a3 (602 nrnl; lo que es notable en estos espectros es la apari 

c~ón más clara del hombro a 562 nrn ([i 5621 y el incremento del pico a . 
512 nrn, que corresponde al citocromo c554• La presencia del pico pequ~ 

ño a 527 nrn (piéo beta del citocromo 05551 nos nace pensar que el pico 

registrado a 554 se debe a la contrU>uci6n tanto del citocrorno .c554 · c.Q_ 

mo ·del 0555 que puede ser:parcialrnente reducido por el flujo reverso 

de los electrones. 
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Con el objeto de evidenciar en forma más clara al citocromo b562 
decidimos realizar los espectros diferenciales reducidos en condicio

nes de anaerobiosis vs reducidos aer6bicamente en presencia de KCN; -

en estos espectros solamente aparecerán los picos de los citocromos 

que se oxidan en presencia de cianuro (ref~rencia aer6bica), dado que 

los demás citocromos reducidos se anulan con la referencia. Los espef_ 

tros obtenidos de esta manera se muestran en la figura 18. El trazo A 
corresponde a la reducción con succinato, en el cual se observa un p.!_ 

co a 565 nm que probablemente corresponde a 1 b562 ; e.1 va 11 e regi s t~a

do a 555 nm aparentemente no· corresponde a este citocromo (no hemos -

encontrado datos en la litera tura a. este respecto). El trazo B corre~ 

ponde a la reducci6n con NADH, en este espectro es mucho menos evide.!1 

te el pico a 562 nm. Una posible explicación a esta diferencia serfa -

la entrada directa de los electrones al citocromo b555 cuando el reduf. 

tor es el succinato, lo que probablemente facilitarfa la reducción del 

. •'•'-"-'·'·' 

En nuestro laboratorio se han realizado espectros diferenciales 

reduciendo con NADH y burbujeando CO a las membranas vs membranas re

ducidas aer6bicame~te. En estos espectros se han encontrado un pico de 

absorción a 412 nm y un valle a 430 nm, ambos caracterfsticos de cito

cro~o o (24), que probablemente corresponde al· b562 de nuestro sistema. 

La utilización de CO en los espectros permite analizar la posibilidad 

de que un citocromo interaccione con el o2; si el citocromo no fija CO 

, puede conclufrse que no interactúa con el o2• Desgraciadamente no es 
' posible hacer la aseveración contraria, ya que no todos los c'itocromos 

que fijan CO son o~idasas terminales. 
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Con estos resultados hemos planteado un esquem~ hipot€ttco de 

la cadena respiratoria de.!!_; ·cereus, el cual se muestra en la figura 

19. En este esquema proponemos que los electrones derivados del NADH 

llegan al citocromo b555, vía menaquinona, de donde pueden seguir.di 

ferentes caminos: (i) la cadena principal hasta el oxfgeno-a través 

de los citocromos c554, c548 y a+a3• Esta es la secuencia propuesta 

para el flujo de los electrones en.!!_. subtilis (14). (iÍ} Cós' ei'ectrQ. 

nes pueden fluir desde el citocromo b555 al c548 y de ahf al oxígeno 

a través de a+a3, o bien, a 'través de c554 al oxígeno, vía h562• Por. 

otro lado, una pequeña parte de los electrones derivados del citoérQ. 
' 

mo b555 puede fluir directamente al oxfgeno vía citocromo b562• En el 

caso del succinato, los electrones ingresan a la cadena a .nivel del 

citocromo b555, de donde pueden seguir cualquiera de los caminos pro-_ 

puestos para .el NADH. 
\, 

Una herramienta valiosa para dilucidar la secuencia correcta de 

""' los citocromos en la cadena sería la disponibilidad de inhibidores·e!. 

pecíficos que permitieran evidenciar el orden de reducci6n. Por otra 
' 1 

parte, la medici6n de los potenciales de óxido-reducci6n de cada u.no 

de los citocromos también arrojaría informaci6n·sobre el orden corref_ 

to. 

El esquema propuesto en la figura 19, si bien corresponde a la 

composición de citocromos de las células en etapa esporulante, parece 

no corresponder ·a la composici6n de citocromos de las células en etapa 

logarítmica. La diferencia estriba, fundamentalmente, en la presencia . 

de ambos tipos de.citocromo e; en la etapa vegetativa el c548se en-

l 
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cuentra en concentraciones muy limitadas, mientras que el c554 (que 

puede seguirse por su aósorcf6n a 512 nm} no es· evidencfado. Este h~ 
, ·· ... 

cho pennite sugerir_ que es durante el proceso de la esporulaci6n que 

se incrementa la síntesis del citocromo c548 y se inicia la del c554, 

lo que parece plausible dado que se requiere de una vía oxidativa -

· - tenninal para la formaci6n de endosporas. 

Otra diferencia notable entre las membranas de ambos tipos de -

células es la actividad de la succinato:PMS:DCPIP oxidorreductasa; En 

la tabla IV se observa que la actividad de esta enzima no es detecta

ble en las membranas spo, a menos que se_ adicion'ef cfanuro al ensayo 

de actividad y este efecto se demuestra en todas las oxidorreducta-

sas dependientes de succinato, en cambio, en las membranas veg no se 

requiere de la adfci6n de cianuro para evocar la actividad. Además, 

la concentraci6n de cianuro requerida,para desenmascarar la actividad :· 

de la SDH de membranas spo es muy pequeña (figura 20), presentando una 
; 

Km de 2.7'micromolar. Por otro lado, la actividad de NADH:DCPIP oxido-

rreductasa. de membranasa spo tampoco requiere de cianuro para evocar 

su actividad. Esto indicaría que el DCP!P reducido por la SDH no es 

equivalente al DCP!P reducido por la NADH deshidrogenasa. · 

La disociaci6n, por medio de detergentes, de la SDH de las membr-ª. 

na~ spo es capaz de abolir la dependencia de la enzima por el cianuro; 

en la tabla VI se observa que la actividad obtenida en el sobrenadante 

de solubilizaci6n no es dependiente de cianuro; la actividad recupera-

,· da en el precipitado, después de la solub11izaci6n, tampoco se muestra 

totalmente dependiente y esto es debido a que el detergente remueve en 

fonna inespecffica los constituyentes de la membrana. Estos resultados 

J 
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ªACT. TOTAL 

-KCN +KCN 

o 1080 

252 372 

298.3 709.6 

¡; 

VECES EST. 

bKCN 

TOTAL 

1.5 

2.4 

TABLA VI. Actividad de succinato:PMS:DCPIP oxidorreductasa durante 
_su solubi1izaci6n de membranas spo (t3•5). · 

ªActividad específ~ca en micromolas de DCPIPH2/min/mg x pr.Q_ 
teína total en mg. 

bconcentraci6n de KCN, 0.1 mM. 

ªACT. TOTAL VECES EST. 

FRACCION -KCN +KCN bKCN 

l. Enz. veg. soluble 18.7. 21.2 "--.. 1.13 
2. Memb •. spo inact. o o 
cp.p. reconst. (1+2) o 8.3 TOTAL 
ds, N. recons t. (1+2) 6.1 7.7 1.24 

3. Enz. spo. soluble 35.1 59.l 1.7 
4. Memb. veg. inact. o o 
cp.p. reconst. (3+4) 9.43 16.l 1.7 d . 

8.74 12.4 S .• N. reconst. (3+4) 1.4 
• 

TABLA VII. Actividad de succinato:PMS:DCPIP oxfdorreductasa en 
membranas reconstituídas. 
a y b igual que para la Tabla VI. 
c y d. Los precipitados de reconstituci6n corresponden 
a la pastilla obtenida después ·de centrifugar el diali
zado de la enzima soluble con las memb. inactivadas; los 
sobrenadantes son los obtenidos después de la centrifuga 
ci6n a 100,000 g. (Ver Materiales y Métodos). -
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sugieren que el (o los} componente(s} responsables del efecto desen

mascarador del cianuro reside· en las membranas. Para confirmar esta 

idea ·decidimos reconstituir a la SDH solubilizada.de las membranas 

veg en membranas spo previamente inactivadas por tratamiento alcalino 

{ver Materiales y Métodos}. En estos experimentos fuimos capaces de 

reconstituir la enzima veg soluóle en las membranas spo, asf como -

también la dependencia de la enzima por el cianuro (tabla VII}. En 

el experimento complementario, reconstituimos la enzima spo soluóle 

en membranas veg inactivadas por tratamiento alcalino y encontramos 

que la actividad de SDH spo que se reconstituye en las membranas és 

independiente de la adici6n de cianuro. Por tanto, estos resultados 

apoyan la idea de que durante el proceso de la esporulación aparece(n} 

el componente{s) en la membrana qu~ actúa como responsable de la de-_ 

pendencia de la enzima por el cianuro,'. 

Con esta idea en mente, decidimos dilucidar cuál era este compo

nente, para lo cual ensayamos el efecto de otros inhióidores sobre la 

actividad de la succinato:PMS:DCPIP oxidorreductasa de membranas spo; 

encontramos que los inhibidores de sitio I y II {tabla VIII) no evocan 

su actividad·; mientras que el DCCD logra desenmascarar un 45% de la -

actividad; concentraciones mayores a la indicada promueven un efecto 

inhibitorio • • 
Un hallazgo interesante fue el hecho de que la anaerobiosis (ta

bla VIII} desenmascara alrededor de un 20% más de la a~tividad evocada 

,. por el cianuro, lo que.a su vez confirma la presenciá de una segunda 

-oxidasa terminal, dado que en ausencia de oxígeno los electrone no -

j 



INHIBIDOR 

KCN 0,1 mM 

\ 
\: 1 

ROTENONA 0.005 - 0.08 mM 
ANTIMICINA.0.01 - 1.0 mM 

HOQNO 0.001 - 0.4 mM 
AZIDA DE SODIO 0.1 - 10 mM 
DCCD 0.4 mM 
ANAEROBIOS IS 

72 

ACT. MAXIMA RELATIVA 
A KCN 0.1 mM 

1.0 

o 
o 
o. 
o 
0.45 
1.22 

. ,, 
TABLA VIII. Efecto de inhibidores de la CTE y de la anaerobiosis sobre 

la succinato:PMS:DCPIP oxidorreductasa de membranas spo. 
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tienen otra alternativa que la de reducir al DCPIP. Estos resultados S.!!_ 

gieren que·el componente que buscamos se encuentra en la porción termi

nal de.la CTE. por lo que decidimos analizar espectralmente el efecto -

del cianuro y del DCCD sobre la reducción de citocromos cuando se uti- \ 

liza succinato como reductor. 

La figura 21 muestra los espectros diferenciales reduddos con SU.!:. 

cinato vs oxidados en ausencia (trazo A) y en presencia (trazo B) de -

KCN 0.25 mM. En el trazo A solo se observa la reducción del citocromo 

.b555 ; la adición de cianuro modifica considerablemente el espectro, e

videnciándose los picos de reducción del citocromo c (a 519 y 548 nm) 

y de cjtocromo a+a3 (601 nm), el cual se observa poco defi~ido probabl~ 

mente debido a que no se reduce totalmente. Se observa tamb~én el pico 

a 5i2 nm correspondiente a citocromo c554• Es notable el hecho de que 

en presencia de cianuro se aumenta mucho el pico a 54B nm, mientras -

que el pico a 555 nm es pequeño. Esto podría ~ugerir que en presencia 

de cianuro el citocromo b es susceptible de ser reoxidado por otra -

vta cuando se utiliza succinato como reductor, o bien, que el citocro

mo 6 actúa como paso limitante para la reducción de los demás citocrq-

mos. 

Contrariamente a lo,que ocurre con el succinato, la adición de -

cianµro a las membrana~ reducidas con NADH no cam5ia significativamente . 
el patrón de reducción. de los citocromos (figura 22}, observándose -

únicamente un incremento de alrededor del 10% en la altura de los pi

' cos, lo que sugiere el paso preferencial de los electrones a través -

de la cadena primaria cuando es la NADH deshidfogenasa la que provee 

los electrones. Parecerfa pues, de acuerdo con Hederstedt (19), que -
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'· 
' ·la SDH está directamente conectada al cttocromo n y que los electrones 

derivados ,del s_uccfnato pueden ser llevados al b562• 
.J 

La fig'ura 23 muestra los espectros diferenciales reducidos con 

succfnato vs oxidados en ausencia (trazo A) y en presencia (trazo B} · 

de DCCD 0.5 mM. Puede observarse que este compuesto modifica el pa

tr6n de reducci6n de los citocromos en forma idéntica al que pr~mueve 

el cianuro, lo que indica·que ambos compuestos interaccionan en el. mis 

mo sitio aunque por diferentes mecanismos. 

Estos resultados nos .han pennitido plantear una hip6tesis de tr'ª-' 

bajo que explica la dependencia al cianuro de la SDH de membranas spo. 
-

Esta hip6tesis considera el establecimiento de un "óy pass" entre los 

electrones derivados del. succinato y el citocromo c, mediado por el -

PMS'y por el DCPIP: la SDH es una enzima pobremente conectad~' a la 

CTE por lo que la reduce con muy baja eficiencia, permitiendo que·los 

electrones fluyan hacia el DCPIP, vfa PMS. El DCPIP reducido de esta 

manera (OCPIPH2) es reoxidado a gran velocidad por el citocromo c, que 

se encuentra prácticamente libre de electrones, lo que impide la acum.l!_ 

laci6n del colorante reducido y, por tanto, la detecci6n de la activ.!. 

dad. La adici6n de cia~uro inhibe a la citocromo c oxidasa,. impidien

do la reoxidaci6n del citocrom~ c y favoreciendo de esta .manera la a-; · 

cum,ulaci6n del DCPIPH2 manifestándos.e ast la actividad de la SDH •. En 

el caso de la NADH deshidrogenasa, esta enzima no requiere de la incl.l!. 

si6n de cianuro al ensayo de a,,c~ividad-debido a que se encuentra bien 
L 

conectada a la CTE y es capaz de reducir paralelamente a la cadena y 

al DCPIP; este último se .acumula en fonna reducida evocando la activ.!. 

dad •. 

.r 
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En las membranas veg no se requiere de la adici6n de cianuro pa

ra evocar la actividad de SDH debido a que el componente que reoxida 

al DCPIPH2, el citocromo c, se encuentra en cantidades muy limitadas 

lo que ha sido discutido con anterioridad. 

Finalmente, un resultado experimental que permite confirmar e~ 

ta hipótesis es la dependencia parcial al cianuro de las membranas 

vegetativas obtenidas de células crecidas en ausencia de glucosa.En 

la tabla IV se muestran las actividades de SDH de membranas veg obt~ 

nidas en presencia de glucosa (medio G) y en su ausencia (medio CAAS). 

Se observa que en el primer caso la actividad de SDH es estimulada.s.Q_ 

lamente en un 6% por el KCN 0.1 mM, mientras que en las membranas oÉ_ 

·tenidas de medi.o CAAS el cianuro promueve un 50% de estimulaci6n. 

, En los espectro·s mostrados en la •figura 7 se observa un incremento' -

considerable en la concentraci6n del citocromo c, lo que evidenteme.!!_ · 

te demuestra que el componente responsable del efecto desenmascarador 

del cianuro es el citocromo c. 

'· " 

'· \. 

" 
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.. ABREVIATURAS. 

\I 1 

CTE, cadena de transporte de electrones. 
DCCD, diciclóhexilcarbodiimida. 
DCPIP 1 2, 6-di el orofenolindofenol •. 
HOQNO, 2-heptil-4-hidro~iquinolina,N óxido. 
Membranas spo, membranas obtenidas de células en etapa de esporul~ci6n. 
Membranas veg, membranas obtenidas de células en crecimiento exponencial •. 
PMS, metasulfato de fenazina. 
SDH, succinato deshidrogenasa. 
TMPD, N,N,N,N-tetrametil-p-feniléndiamina. 
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