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SUl"lfolARY 

A clear e::planation for the inactivation of the forespore 

respir·atory system of Bacillus species during late sporulation 

is still lac~ting. Our studies in ~ cereus showed that stages 

dormant spores still con ta in good levels of func ti on,:i 1 

dshydrogenases and cyi;ochrames. 

Her e 

the 

ev1dence is presented suggesting that the inactivation 

of forespore respiratory system coL1ld be due to major 

decrea5e in the cont•o?nt of cndogenoLts menaquinon-.: \2-uu:o>i..ny i. ·-·-
farnesyl digeranyl 1,4 naphtoquinone, Ml<-7; i t can be rec.:;tored 

<NADH-o>r id ase) by 

menadione (Vitamin 

electron flow in 

menaquinone level. 

the addition of menaquinone analDfJS 

I<~; 

the 

2-methyl-1,4 

dormant spore 

naphtoqu1noneJ 

15 arrested 

as 

Thus, 

During germination, the capacity NADH 0::1dc:;ition 

resto red and it is accompan1ed by a significar1t 1ncreas~ in ti•e 

menaquinone Ievels. 



RESUMEN 

No eH1ste una e>:plicación satisfactoria de como ocurre 1 a 

inactivación del sistema t•espit•atorio CS.R.) de la endospora en 

BacillL\S. Los estudios previos demuestran que las 

la tetes contienen niveles r8lat1vamente altos de destiidrogenasas 

y citocromos. 

En el presente tr·abajo se apot•ta evidencia que indica que la 

inactivación del S.R. de l~ endospora se debe al decremt'O'nto en 

el contenjdo de menaqu1nona 2-metil 3 farnesil digeranil 1,4-

MaftoqL1inona, MQ-7), poi· lo que el flujo de electrones en lü 

espora latente esta detenido a nivel de MQ. Es pos-.ible 

reconstituir la actividad de NADH oxidasa, en una prerparación de 

membranas, por la adicion de menadiona (2-metil 1,4 naftoquinona, 

análogo de ,...IQ>. 

Cuando la germ1nacion rJe la espora se lleva cabo, la 

capacidad par¿¡ o::idar al NADH se regenera paralelamente L(íl 

incremento significatívo de la concentración de Menaquinona. 
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INTRODIJCCION 

Los eventos por medio de los cuales una bacteria pasa a ser 

una espora, que posee una b~ja o nula actividad metabólica, son 

sLtmamente comple:ios. Dicho::; eventos consisten en una serie de 

cambios morfologicos, fisiológicos y bioquímicos que capacitan a 

la célL1la para t~esistir condiciones ambientales e>~tremas. 

deo:;;de hace casi un siglo se ha venido estudiando "l {"\L1nque 

mecanismo de la l~tenci~ y de come se preserva, se puede decir 

que 

que 

un 

no se entienden todavia los eventos bioqLtimicos necesarios 

acompaf'tan la maduracion de la espot~~ y SL\ mantcnim.i.en to en 

estado qLtE se puede considerar como programado para la 

germinac16n. 

con 

El 

"l 

cuando 

proceso de diferenciación en la espo1~a 

metabolismo o:~idat ivo. Al inicio de 

la fu en te de carbono fermentable se 

está 

la 

ha 

relacionado 

esporu l ;.:i.c 1 ón, 

glucólisis se detiene y la célula esparulantE> depende 

la 

por 

completo del ciclo de f'~rebs y de le:>. respii·ación (FreE·~e. 1•781). 

La etapa esporulante se cat•acteri=a por una alta uct::1vtddd 

metabólica actividad, para proveer a la espora en for·mación, de 

Jn'C" con::;tituy.;;·ni..t=s qU!-? le permiten formar un_::,¡ estr'LtCtUr'a lcttent:e. 

La célula e~por·ulante esta constituida por dos compa1·t1mentos 

perfectamente diferenciados morfológica y b1oquimicamente, que 

son la ceJula madre y l.;,\ endospora. 

Como se mencionó anteriormente~ 1~ célul~ c~po1 ul~1lbe depende 
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energéticamente del ciclo de .rebs y de la resp1racicn,siendo l~s 

má::imas actividades en 1 ¿¡5 etapas iniciales de la 

esporLtlación. Por ejemplo, la actividad de la NADH oxidasa fué de 

390 

120 

ngramos átomo de O/ min/mg protelna, la TMPD-oxidasa fué 

nmoles de DCPIP reducido/min/mg proteína, asi mismo 

d" 

la 

deshidrogenasa de t·JADH tuvo su nivel más alto que es de 300 

nmoles de Die loro fenal indofenal <DCf'IF'red> /min/mg prateina. Las 

concentraciones dr~ los citoc1•omos estubieron entre 0.07 y (l. 1 

nmnl/mg pr~tefne. <Escamilla,et.¿\). 1986). Estas actividades 

respir~toric-.s son las más al tas que ~e pueden encont1·ar par?. el 

Sistema Re%piratorio en la célula espct·ulante. 

A partir de t~, (indica 3 horas posterio1·es al inicio de la 

esporulación>, es posible separar y pL1riticar los compa1-timiento~ 

de la célLtla madre de la endospora y medir las actividades 

respiratorias aso e iad~:.s cada tipo de mernbr.:.1na. Cuando se 

midieron la!:5 actividades del Sistema Respiratorio asoc: 1.::1d.:is 

las membranas de la endospot·a cayó bruscamente a pa1·tir t.,.~,este 

descc~n5o llegó al nivel más baJo en las membranas de la esporM 

madura <la ,:;1ctividad cayo c.1pro>:1madamente 2(J veces) ,ver· f19. l y 

Tabla l. <Escamilla, et.al!..., 1986). Por otra part<,! ~l decremt?nto de 

dL L.i y .icid.ci cie -1·1·fr·i.J-o;-:1aasa Tué cons1der~"blemante menor y se 

decir que constant;e lo largo de la 

esporulación y aún en la espora !~tente. En el caso de 1~~ l\Jf-'!DJ-1 

deshidroganasa, ésta cayó prácticamente a la mitad en la mspo1·a 

con respecto ¿\ la etapa esporulF.:\nte 
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TABLA 1. COMPARACION DE LAS ACTIVIDADES RESPIRATORIAS 

ESPECIFICAS Y CONCENTRACIONES DE CITOCROMDS DE LAS ESPORAS 

LATENTES Y CELULAS ESPORULANTES T 3 .DE: Bac:iJ lÚS. ·é::er'eús. 

ENSAYO ENZIMATICO Esporas Re!lación 

NADH 300 140 0.46 

Oxidasas: 

NADH 390 19 0.05 

Ascorbato-TMPD 120 55 0.45 

Ci toe romos: (b > 

o. '07 o. 05 t). 71 

0.36 0.27 0.75 

(l. 27 0.22 0.81 

o-CD <). 12t) o. 10 o. s::. 

a~-co (¡. i•) 0.07 (1. 70 

'ª) Las actividades especificas de las oxidorreductasas y de las 

o:-:idasas estti.n e:<presadas de la misma Terma 9ue en lci. f1g.1. 

Cb) La concentración de los citocromos está expt~esada como 

nmoles/mg proteina. 



Si observamos ahot~a el comportamiento de las membranas de la 

célLlla madre, se puede notar que las actividades de a::idasas, 

tanto de NADH como de TMl-:>D cayeron de manera paulatina. NADH 

o:: i dasa cayó zde .:;50 a 250 y l<J. TMF'D o::idasa z de 290 a 200. De 

la misma. forma, los nivPles de l~ drashidt,ogenasa de NADH bajaron 

de 400 a apro!~imadamente ::.(10~ 

A partir de estos datos se puede SLJgerir que e::iste una 

inactivación del S.R. del esporangio que ocurre de manera 

diferencial. Es decir, el decremento de actividad respiratoria 

está estrechamente t,elacionado al medio ambiente que rodea cada 

co¡11pat•timento y a sus caracter1Dticas intrinsecas.Cuando la espora 

es tot,::i.lmente madura, ¡~ ¿i_ctivíd.:i.d respiratoria se da en su 

minima e:<presión, pt~ecisamente como resultado de un proceso de 

inactivación especifico. 

A pesar de que a partir del estadio t 4 , l.3 concentración de 

coenzimas reducid.:i.s es muy baja~ lo que podría ser sLtficiGnte 

para mantener nula la actividad respiratoria, (Setloi-.J y Setloi\I, 

1977a), no pat•ece ser que la baja la baJa actividad de ox1dac1ón 

del NADl-I se deba solo a la carencia de SLtstratos. 

Se puede considerar que la caída en la respirac1on de 1"' 

espora es un proceso de inact1vaci~n rnr~~~ :::.t.:.:: .. "":.: .. J,:..,; ~t: 

las membranas de la- espora 1 estas son 1nr::apac~s d"2 o::id,:it'' ..._\l ll,'."1üi-i 

aL1nque manten901, niveles relativ~mente Dltos de los componentr2s 

de 1 a caden<::i. (como l•Jf.\DH y e 1 toc1~omo~l 1 

<Escamilla, et-!'--'ª..L... .. , 1986). 

Lo que se puede suponer es qur:oi ·f?.lta la conecc:ion entre la 



NADH desh id r·ogenc:.sa y los citacromos en las membranas de las 

espot·as 

germinan 

maduras. En part ic:L\lar, porque cuando las esporas 

la actividad de NADH 0}:1dasa se incrementa de manera 

impor"'tante. Esto no se modifica por la inclusión el medio de 

germinación de un inhtbidor de sinte~is de prote1nas (l•li lkinson, 

et .. al., 1977>. 

En la germinación, los piridin nucleótidos redLtcidos 

y por lo ta.nto se genet'2 su:5t1·Bto ¡-:i;:i.ra la cadena. 

aLtmentan 

Con estos datos en mente cabe preg1Jntarse: .:::..Qué sucede en 1.:is 

rncmbr,.,,n.::is rle la:; esporas durante el proceso de maduración de la 

endospora, para que la actividad respit·atot•ia descienda hasta 20 

veces !:5in que los componentes, como la deshid1·09enasa de NP1DH y 

las citocromos cambien not.ri.blcmente su concentración·"? 

Puede entanc~s plantearse un ffiQcanismc de inact1vac1on que 

prefet~en temen te este mec~nismo hace que 

al final de la esporulaci6r, 1 .3 prácticamente 

care:ca de resp1racion, lo cual contribuy~ tuerteme11te a man~ener 

el estado criptica de la espot·~. 

Cuando la germino.e 1. ón se lleva a cabo, tambien SLtri;1e 

pregunta 

Antes 

.;..como ocu1•re la súbita reactivación del S.R.? 

de abord.;_\r el prooi..-,,111<.--.. m.::.::. fonri<; olantear la 

metodologia y los result~dos obtenidas, es conveniente e):plica1· 

los eventos por los cuales una espora se prepar".3- para la 

germinación es decit·~ el proce5o de n1<::\duración) y por otrn lado 

h.:\bl.:-r manc=ra generi:'I 1 de los Sistem:01s Respiratorio;; 

8acte1·ianos~ tGl que podamos conjuntar ambos antecedentes hi'l.cia 
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el p1~oblema de la inactivación del s.R. en lo endospora. 
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ESPORULAClOl'J 

L" espor•u 1 ación se ha dividido arbitrariamente pc;ra su 

estudio <?n una. serie de et.;:~pas que involucran c.ambios 

fisiológicos y bjoqu1micos. Dichas etapas abarcan desde el final 

del crecimiento vegetativo, que coincide con el inicio de la 

esporu 1 ación, hasta la liberacion de la espora madu1•a o latente. 

En las primeras etapas, desde to hasta t~ t:-:o:, indica ;:_; horas 

posteriores la esporulación>, se 11.eva a cabo l .?. formación 

visible del compartimento que constituirá la e$pora. A pi:\rtir de 

momC?nto~ p1·uiJL1cen 10•3 cambios que conducen a la 

maduración de ésta, como la formación de la corte:a~ cubierta y 

síntesis de moléculas especificas nara la lat~nc1a. La maduración 

corresponde dnl estudo t4 hasta la liberación. En este proceso 

la espora acumL~l~ v~rios tipos de moléculas de divet•sos tamaf'los 

aunque la actividad 

des.hidra ta.e i ón 

calcio. 

Al final 

del 

del 

metabólica 

protoplasto 

crecimiento 

es nula, ésto debido la 

y a lc1 acumLt l ación masiva d~: 

ve9etativo se terminan los 

nutrientes de rápida utilización y se inducen el ciclo de l(rebs y 

la esporLtlación, la espora en formación depende, por tanto. del 

apor·te energético de la re5p1rac1on. El recambio de proteinas 

durante esta etapa es muy al to, pues algunas enzi1nas especificas 

se sinteti=an mientras otrc>.s p1·op1as de la fase vegeta 1: i v-::1 

inactivan y/o se degradan. 

A mcdid.J que., la 1Jfdci1.t1 -=icion de !a e<:;pora se produce, los 

8 



cambios en el patron de protelnas en los compartimientos de la 

célula madre y de la 

tiene proteinas del 

endospora. Se sabe que 

tr¿¡nsporte de electrones 

la 

y 

endospora 

para el 

metabolismo de aminoácidos C por• ejemplo, 

se encuentra en l.:\ célul.::"1 m0d1·a. 

la aspa1•tasa> que no 

Por otra pa1•te ltna c~ntidad 1·elativamente grande de proteínas 

en la espora latente son las prote1nas de bajo peso molecular• y 

solubles en medio ácido (SASPJ CSetlcw, 1981>. Estas p~oteinas no 

es t:án pres~ntes en las células en lc'1 fc_'<se de ct·ecimiento en 

los prime1~os eventos de la esporula.ción, sin que se sinteti=an 

en el estado siendo su s1ntesis controlada 

transcripcion.;i.lmente. Las Si'\SP <::;e degr<?.dan en los primero minutos 

de la germinaci6n y los ¿1minoácidos producidos pL1eden sost~ner 

el metabolismo aner·gético y la s1ntesis de protelnas. 

No claro si la resistencia al calot· depende de 

Tormación normal de la corte;:.a, lo que produce deshidratacion del 

protoplasto o de la producción del complejo Ca-·d ipicol inato 

<Piggot y Coote.1976). Algunos t•eportes indican que la producción 

del dipicolinato es esencial para la r•esistencia, mutant;es 

carentes del complejo son termosensibles y cuando se les permite 

esporular en cresenc1a de dipicolinato recuperan la resist2r-.ci21 

(Balasa,et.~1.,1979), T a.mbi én se ha propuesto que "1 

dipicolinato de calcio estabiliza ciertas en=1mas y al DNA centra 

la inactivación par calor y otros agentes Cl1urre11, 1981>. Lo que 

se con oc: e con ;;-i:mbo::-, l.:.\ 
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desh i dra tac i ón y li\ formacion del diptcolinato> mé\ntienen 

latencia. 

La desh id1~atac i ón se regula por el estado físi.co d<? 1 

peptidoglicano cortical cuyas dimensiones responden al amb ientE' 

i•.Jnico. El peptidogl icano se hincha o contrae, dcpc:ndiendo de los 

contraiones cercanos, asl. la e:-:pansión de la corte::a crea pr·esión 

sob1•e el protoplasto deshidr•atado <Dworl~in, 1985). Por otro lado 

la quel ac i an de componentes por el dipicolinato y pot~ cationes 

(Ca 2 -) estabili::an el sistema en una matri= insoluble. 

S:i la espora madura 5e e::pone a lus condiciones adecua.dar:; <8n 

presencia de nucleósidos o 0rninocici.dos) se produce la 

germinación, la cual convierte a L~na espora latente en Ltna célula 

activa. El pt'oceso en térm1r1os genarales, se ha dividido en: 

activación, germinación y dE,sarrol lo <Dworl~in, 1985). 

La activ~'l.cion es el condiclonamiento reversible de la espora 

PUi""-º· la g~rmina.ci('Jn, no parEce involucrur metabolismo y consiste 

aparen tementc> en cambios en la confi~)urac::ión de las molécula<::-, poi~ 

la entr~ada masiva de a9L1a. 

El primer paso i rrQvers ib 1 c.; en 1 <-'°I con·.•ers í 6n de la espora 

una célula vegetativa es la get"m1nac16n. Esta va acompahada por 

Ltna rap1da d~gradac1ón de varios tipos de molécul~s. p.;.rdidc:~ de 

res1stenc1.::t al c::a.tor y el incr"emenl;o de la pe1"meabi l idad 

celular. 

La germinación se define arbitrariamente como el pst'fodo 

el cual ocurren los f10t" 

1 t) 



endógenas de la esp1..:Jra. 

Puesto qLte la metabólica empieza casi en los 

p1"imeros minL1tos de germinación, se pL1ede espet"ar qLte 

compuestos de ¿\lt.::::, ener91a upare=cc::i.n en este tiempo. De hecho en 

~ megater•ium, se ha observF.\do l.?. ,:l.CUmuJtlción de ATP, 1'1ADH, NADPH 

y Acetil CoA durante los primeros m1nu+.os del proceso. Sin 

embargo, se l;¿i_ suge1"ido qLte la producción de estos compL1estos no 

es esencial pn1"a algunos eventos iniciales de la 9ermin""1ci6n. La 

1'ormac i ón ATF' en la 1 l ev.:.:; a cabo pOt' la 

fosforilación a niv8l de sustrato y la ox1datíva partir de 

reservas endógenas de la r:c>spora (Setlow y SetloYi, Estos 

eventos:. están relacionados con un rápido consumo di:;:, 0::1geno en 

los primeros minutos de la germinación. 

La principal fuente de energ1D con que cuentan las espor•ac es 

el 3-fosfoglicer~to <3-PGA), el cual es abundant12 en la cspot .. a y 

desaparece en los primer·os 1n1nutos de la ger·minac.icn, en una 

serie de reacciones que ocurren aún en preuencia de 

del metabolismo o>:idativo y de inhibidores de la stntesis de RNA 

o protel.nas <Setlo\.'J y l<ornbet'g, 1970 b). El 3-PGA puede pasa1· ~ 

piruv.:ito y este reaccionar con CoA para producir· acetil cor.:-i y 

La uti 1 i:;:acion de 3-FGi':'\ y la BCLUnu 1 ac ion i4TF' sc:in 

inhibidos por fluor·uro, el cual potente inhib1dor de l "' 

Una segunda -fuente de enBr91a t:.:-ndó!_:"Jena son los ~minohcidos 

generados por la dc:gradncion de las p1~oteinas SASP. Los 

1 1 



aminoácidos se owidan dat• NADH dentro de los pf'imeros 20 

minutos del ~vento (Setlow y Primus, 1975). 

Se sabe, por ott·o lado, que en la espora germinada el f lLtjo 

de cat~bono ocurre por la vla de Embden-11eyerhof-Parnas y en menor 

medida por la v1a colateral de las he::osas fosfato. 

A pesar de qLte el ciclo de Vrebs no es funcional durante 

germinación y el desarrollo, las esporas contienen, aún en 

la 

Ja 

·forma latente, un sistema respiratorio <S.R) e 1 cual se 

inactiva durante el proceso de madL1rac i ón de Ja endospora 

CEscamilla, 9_t __ ._~l-.~--· 1986) y act;iv,:;ido o0;0lo dur~•nt~ l.:t gcrm1na.c:ión 

y El lar, 1979; Wilkinson, et.al., 1977). Un (Seto-Young 

componente de la fosfori !ación o::idativa que podria activar 

después de la germinación es la H---f.)TPasa (Seto-Voung, 1979). Sin 

embargo, en otros trabajos, no se reporta haber encontrado 

activación de esta en=ima <DillG y Vary, 1978>. 

f'or otro lado, a pesar~ de la controversia inicial sobre la 

existencia de citocromos en la espora latente, se han encontrado 

niveles l"elativamente .:iltos de citocromos, lo c:ua l hace dificil 

entender el proceso de 1nactivación de la MADH 

citocromos han sido identiticados son aa~, b, 

cuales s;on capaces de complG>t2r su cicla redo:: con 

OHidasa. 

e: y o, 

LISO 

Los 

los 

donadores cu~tificiales <menC.\d1ol, ascorbato-Tl1PD, etc.) 

CTochikubo, 1971; 

et. al., 1986). 

Wi lkinson y 

En varl.os r.:on inhibidorc::; 

diferencias funcionales entre las enzimas en las 

12 

Escamilla, 

membranas de 



espora y las cot•respondientes la célula vegetativet. Sin 

embargo, dichas di fer·enc i as no se han definido <Bahnvieg y 

Douthit, 1975;Will~inson y Ellar, 1975). Se piensa además que los 

fos·fol ípidos de la membrana pat•ticipan en L<n mecanismo 

desconocido de reparac1on. Se cree que las membranCls de la espora. 

latente est:~n y en el momento de la ger.ninación 

ocurre la repa1·aci6n posiblemente de los fosfol1pidos, la cunl no 

requiere la slnte~i.s dP prote.tnas y es inhibid<J. p.:i:·ciwlment2 por 

< VJ i 11~ i nson. 

Con respecto a los piridin-nucleótidos y sulfhidr·ilos, eEl;os 

se encuentran en la espora ldtente ·en forma o:-: ida.da y las 

espocies reducidas son gpr.eradas en los pr1mert:1s minutos de 

germinación (Scott,<:'i:::.i'\l., 1978; SetlovJ y J:ornberg, 1970 a; Setlow 

y Setlow, 1 '/77b >. La reduce i ón l'JAD y l'J?~DF depende en ~1ran pa1·te 

de las reservas del 3-PGA, aunque parte del NADP~l se fot·ma por la 

fnsfori lac:lón del f\lf.:,¡D prcc::istenti;? en l.:\ 2spo1'<="•· 

La CoA o~:idad,Cl se encL1en tra formando un complejo 

pt·otetnas en la espora latent~ (58tlow y Setlow, 1977 a,c) 

enlace di su l fLtro formado en e 1 comp 1 e jo CoA-SS-F'rot e 1 na E•s 

con 

El 

roto 

dent1•0 de los primeros minL1tos de la germ1nE1ci ón por un sist2ma 

.::;,n::i111.:~l;l1...w (unci 1·~Uuc:i.asaJ o s1mp.1.emen·te por el 1ntercamb10 con 

glut2.tión rf.~d!..lC ido, ,:.i.LLnqu¡::; no 

glutation-pt•otefna en las esporas 

Setlow, 1977c). Se sugiet•e que 

h~n si do det1?ct;ados compleJos 

(Cheng et.al.,1973; Setlow y 

el complejo CoA-SS-Froteina 

participa en el mantenimiento de la latencia, entre otras cosas 

por· mantener los niveles de CoA libre muy bajos. 



MACROMOLECULl-'S. 

f'rote1nas. 

Aunque no hay sintesiS de proteínas en la espora la·ten·te, 

dado que la e~pora latente cont-iene ribosomas defectuosos, los 

CLtales dC?tienen el proceso, no e~-:1stir mensaJeros 

estables. El 

minutos de 

RNA. En el 

desarrollo, 

aparato biosintético es activo en los primeros 

la la 9erminaciOn pero posterior a la síntesis 

p~?riodo c:omp1·endido entre la germinación y 

de 

"1 

aunque es pr~ferentement;e degradativo, se sintetizan 

proteínas, si E":!ndo esta síntesis controlada 

transcripcionalmente. Existen prote1nas pt·evias a la síntesis de 

mensajeros, (posiblemente almacenadas) por' ejemplo, prote1nas 

r i bosoma 1 es, 

involucradas 

del met~bolismo de amino~cidos y nucleótidos, 

en el cataboliGma del carbono y las asociadas a 

1 c.<S 

la 

rep 1 ic:ac: i ón del DNA (Setlow, 1973; Setlow y Kornba1~g,1970b). 

Adem.:i.s de la síntesis e:{iste una rápid.::1 degradación de 

proteínas de 

9t~rminac i ón. 

síntesis de 

la espora latente en los primeros minutos 

La actividad proteolftica es independiente de 

proteinas y RNA CSetlow,1975a,b,c,>. 

RNA .. 

Las esporas~ a diferencia de otros sistemas 

de 

las 

la 

ATF, 

nr:> 

a.lmacenan Rl\IA mt~nsaJeros. La evidencia consiste en que que toda 

la síntesis de protainas se detiene durante la 9erminac16n y el 

desarrollo si las es;poras ~e ~)et·minan en prps~nc:i.:> de inhtb1dorcs 

de síntesis de RNA CSal:al~ibara, Aunque se 



que la s1ntesis de los mensajeros funcionales empieza en los 

primeros minutos de la germinación. 

Aún con la infarmacicn precedente permanece la pregunta de 

¿qué es Ja latencia? La r~::;puesta es sumamente compleja. pues; hay 

una serie de eventos que pueden causar en conjunto la 

actividad metabólica: deshidratación del protoplasto, formar: i ón 

de que la tos con calcio y ácido dipicolinico la caida en 

ci.ctividci.d respiratoria y d isminLIC i ón de SL\stratos: pit~ict1n 

nucleótidos reducidoG, CoA libre,etc. 

En el conte::to del metabolismo o::idativo, la regulación del 

Sistema Respiratorio juega un papel central en el rnantenimientD 

la actividad metabólica. Durante la latencia su inactivación 

debe ser mantenida pa1·a evitar el consumo de ~nerg1a <:.'llmacenada. 

Dur.::1nte la germinación, la reactivac1ón se mani1'iesta,entre otrds 

cosas, 9rac1as a un gradiente protón motri~ q1.1e puede 

utilizado para divet·sos pt·oce~os que se llevan s cabo. 
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SISTEMAS RESF'IHATORIOS Bf-lCTERIANOS 

Los sistemas respirator~ios(S.R.l bacterianos resLtl tan ser 

SLtmamente complejos, su e:-:presion depende de factores ambienta.le=: 

y de la capacidad del microorganismo para o:: 1dar SL1stra tos 

orgánicos o 1nar~9~n1cos en presenciil de 0::1geno n1olecula1~ u otro 

aceptar 'fin al. Todos ellos comparten la característica de 

encontrarse en la membrana plasmatica de las bacterias. Están 

constituidos por componentes, que al igual que en la mitocondria, 

se encuentran acomodados de acuerdo a su potencial redo::, 

empez¿:¡ndo 

reacciones 

c:on un 

metc:1.ból icasJ, de 

rr?ducido (qLto pt ovt:n.l.r' 

baJo potencial hasta llegar~ al 

aceptar que es el más electropositivo, con la concomitante 

liberación de energ1a .libre. Asl mismo comparten la 

característica de tener sit¡os de acoplamiento, aunque estos son 

variables y dependientes del tipo de cadena de que se trilte. Pe1-o 

debe deci1~se que pora ~lgunas o::idasas bacterianas no se sabe 

con certez~ si son 6 no sitios de acoplam1ento. (Janes, 198:::) 

Por otro lado, los S.R. bacterianos coni:ienen componen tes 

adicionales como las menaquinonas, ent1•e otros, que generalmente 

S<? encL!ent ran las bacteria<.0, gram (+¡ en l Ltgor de 

ubiquinona de la caden~. CHaddocl~ y Joncs,1977). 

Las cadenas de transporte pueden ser ramificadas a d1·ferencici 

de la cüdena Út"l ica de la mitocondria. E::J sten var 1 as rutas 

alternativa.s en la célula y se e::presan poi~ la influenci~ de 

16 



Puede hacerse una clasificación de los diferentes tipos de 

sistemas respiratorios bacterianos: <ver fi9L1rci 2 ) • <Haddock. y 

Janes, 1977; Th.3.Lter, 1977>. 

1. - Resp i rae i ón aer'ob ia en quimioheterótrofos y fotótro·fos 

facultativos. los cuales usan pt'incjpalmente como sustt•<:i.to 

o~:idable Nf-iDH. succinato o metano! y al Dl;ígeno molecular como 

aceptar final. 

2.- Resp1racion anaerobia en quimiohete1·ótt·ofo~ facult•t1vos 

y anaerobios es·trictos. F'Lteden reemplazar al o~ c:on aceptares 

al ternos como fumara to, ni tr•ato. nitrito, sales de a=ufra y de 

Fe3 .... , CD~, ó::ido de trimetilamina,etc. En términos generales las 

cadenas an,::i_erob i as contienen básicamente el mismo tipo de 

acarreadores redo:-: las citocromos a:: idas.ns que son 

reempla=.:1das poi• t"eductasas específicas. 

3.- Respiracion de quim1olitotrofos (Quimioautotrofos). Este 

tipo de mi croar'gJn i smo:::. o:;idan prl.ncip~lmente 

inorgánicos usando al ox19eno como el aceptar• mas importc:i.n tf:' 1 

aunque pLleden usar rJo~-. Los donadores mejor ca1~acteri=ados son 

H~, algunos compuestos de Dzufre, nitrógeno, Fe:;~-+ y CD. L1:."\S 

cantidad es de ATP qLu? pueden prodL1cirse en estos sistema~ es mLty 

v,::i.ri:=Jblc menorE>s 

de ATP que en otras tipo:=; rcspir.:.1torl.os. 
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1.-

3 .. -

SLtccinato 

1 Fp.Fe-S 

NADH - Fp.Fe-S - . 1 
Qui nonas 

NADH - Fp.Fe-S - Qüinonas 

Fp. tt=--S 

1 
FL1marato 

H~ ------------~ 
1 

Fp.F~.-S 
1 

Fe-S 

NAbl-I - Fp-Fe-S - Qu!nonas 

Citocromos 

. 1 
Qu inona 

1 Metano! 

ND::i:-

110.Je-S 

Citlc:romos 

Fe:.::!..,.. 

1 
CLl 

. 1 
C1 toe romos 

1 
Mo 

N¿~-

Fi9 .. 2 Tipos respir~::i.torios oacti::rianos. 

1 .. - QLtirnioheterótrofos y Fotótrofos facultativos. 

2.-- Quimioheterótrofas a.naerobios y facultativos. 

3.- Quimiolitótrofos. (Jones,1983). 
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Respi1·ac1ón Aerobia. 

t<nowles, 1980) ~ 

{Jones, 

Componentes de 1~ cadena. 

1983; Haddock y Jones, 1977; 

a.- Flavoprotetnas. Estén constituidas por una apoproteina de 

tamaf'io variable a la que se une el grLtpo prostético que puede ser 

Ft1N ó FAD. 

Ambas flavinas transportan dos hidrogenos en su nücleo de 

isoaloxazinn. Los E'oO<potenciales estandar a pH 7) son -205 y -

219 mV para los pares FMN/FMNH~ y FAD/FAD~I~, aunque estos valot•es 

se mod.i·fican Ltn poco C:Llando se un8n a la. prote1na. 

b.- Centros Fe-5. s:;on proteinas qt.1e contienen al átomo de 

fierro covalentemente unido por ci.ztefne\. Este fierro se une 

a otro Fe por uniones de a=ufre que son lábiles en medio .:.1c1do. 

Estas proteínas pueden contenet• 2,4 u 8 átomos da et Un 

cuando cadD. centrc1 acarrea un solo electrón. 

Anál isi!:. de las protefne\s membrana.les han demostr.':\do que l C.I 

h!ADH deshidrogenasa ( de Parac:ocus deni tr'i.ficanc::. y de E-=-cherich'i.a 

contiene un grupo FMN y 4 centres Fe-S de bajo potencial. 

Mientras qLIE la suc:ci.nat;o deshidrogenasa tiene un FAD 

centros Fe-5. 

c._- Quinonas. (k.rciger y Unden,1983). Gene1·almente son 

componentes que se encL1entra.n entre las deshidrogenasas y 

citoc:romos y son los Ltn ices transportadores redo1-: de 

lipídica en la cadena. 

Las qu1nonas bacterianas pueden ser: Ub1qu1nona 

19 
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Menaquinona o vitamina I<~ CMQ) y desmetilmenaquinona (Dt-IQ) (ver 

:; ) En genera 1 la ubiqL1inona. (2,3 dimeto;.:i-5 

metilbenzoquinona, fig. 3.c>, se encuentra en las bacterias gram 

(-)' mientras qLte las naftoquinoi-1as (MQ y Dt•lQ, fig. ~:..a y 3.b) 

forman parte de la cadena de las bacterias gram (+J, sin embargo 

se han encontrado me=clas de ellJs 8n algLtnas bacteri~s. 

Las bacterias put~amente fet·mentat1vas, 

incluidas en la rnc::•mb1·.:i.na pl.:i.sm~tica. 

no con tienen qL1inonas 

Cualquiera de las quinonas puede participa1· en el transporte 

de electrones teniendo como acepto1· final al o::i.geno o 

En el en condiciones aerobias sinteti::n. 

prefe1~entemente UQ y en el crecimiento microaerofilico se induce 

le\ síntesis de MQ, pudiendo usat• en condiciones anaerobias al 

fumarato o.al nitrato con10 aceptares finales. 

La diferencia de función entre UQ y MQ puede E}:plicarse por 

la difet·enc.:ia de pot¿ncial 1·edo::: 

Segun 

QUil"ONA 

MQ 

DMQ 

UQ 

E'o <mV) 

-74 

36 

112 

s-stos datos sola MQ y DMQ podri¿i.n funcion.J.i' como 

redo:: en el transporte de electrones hacia fumaroto pues UQ 

podr1~ ser oaidada por el par fumarato/sL1ccinato (E'o .:.u mV>. 

Todas las quinonas compat•ten la ca1·acterlstica de tenet· 

no 

Ltna 

cadena de unidades isoprénicas de lar·go va1·iable, que puede ir· d8 
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unidades. 

unidades, siendo en la mayor•1a un pt·omedio de 7 a 

La eetructura de la cadena lateral ha sido útil en 

1 (l 

la 

clasificacion de bacterias y tiene una influencia pt•edom1nante en 

el "ancla.je de la quinona'' a la fase lipidica de la membran..-ot, 

permitiéndole alta movilidad. 

Por ott•o lado la cadena de isoprenos no está involucrada en 

las 1•eac:ciones de tr.01nspot·te de electrones y no tiene influencia 

significativa en el valor del poi;encial redo;:. 

E: 1 hecho de que la Quinona sed un componente obligado en el 

S.R. fué demost1•ado por• varias evidencias independientes: 

-Por irradiación con U.V. para la destrucción de la quinona, 

con la concomitante ca.ida en la actividad respiratoria. Sin 

embargo este método ha dado resultados inespecificos. CSone, 1'771.J·; 

f<rOger y Un den, 1985). 

-Otl"'O método mLtc:ho más eficientt.• es "1 de e::tracción-· 

rf? i ncorporuc i ón. Asi l ci resp i. r .::i.c: i ón y l ¿., 1 '8duc:c l on de Tturi.:.ot rato, 

po1· ejemplo, han demostrado ser dependientes de l.,._1 pre5enc1a 

MQ en & mi=igaterium. O<rciger y Dadal~, 1969). 

-La forma más clat·a de conocer, la participación de MQ e11 l" 

cadeni'l de transporte de B. ~~· fué usando una mutante MQ-··. 

} a CLICl. l 8'3 ln•~p¿i,:: de c;;;:idút- iJ.:.üH, pero s1 se ag1•ega un anBlogo 

estruc:turo-funcion.;:11 cerno 12 Mc;n,:,dion.:01 o una 1·1enaqu1nona Ge~ puede 

reestablecer la resp1racion. <Bergsma,~.' 1976) 

e:: i ste un caso e5pecial de qL!J.nona, Fin<.\lmente, 

caracter1stica5 hidrofilicas que funcior1a como qt·upo 

de las deshidrogenasas de metanol, glucosa y 1net1lam1na. 
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qLtinona tc:i.mbien transtiere electrones al sistema terminal de 

e i toe romos y es una 4,5 pirroloquinoleina quinona o meto::atina, 

siendo su potencial parecido al de UQ (E m PQQ/PQQH2 ~ 150 mV). 

d.- Citocromos. E::isten i den ·ti ·f i e ad os cuatro tipos 

fund.:1mentales de citocromos, donde sus grupos· 

prostéticos hemos estcin unidos il una apoproteina determinada. El 

átomo central es un Fe::<+ que puede aceptar un solo electrón para 

dar Fe:::! ..... (Janes, 1983>. 

Los 4 tipos de citocromos difieren básicamente en la 

n.3turale:.::a de los sust i tL1yentes del heme, teniendo 

propiedades f1s1coqu1mic:as diferentes (como eus espectros de 

absorción, Em. (potencial medio a un pH de·finido> etc.) que 

finalmente están detet·minadas por su estructura individual y de 

corno estén unidos c:i.1 grupo hemo {ver Tabla I ) . Los potE-nciales 

v~n desde -100 hasta 400 mV, ~LtS má:: i mas de absorción van de 

550 a 650 nm y los pesos moleculares van de 12t)00 (alquno.s b y e) 

350000 para la a::idasa d. 

Su disposición en la membrana tambien es variable; mientras 

que los citocromos c y algunos b son muy hidroffl1cos y 

y 

por 

1.:.ts tanto son proteínas periféricas, los b en su 

o;.:idasas son proteínas intrínsecas de membran.=1. 

Los sistemas 

quimioheterótrofas 

de 

pueden 

citocromos de; 

dividirse en dos 

m.::\yor1a 

las b¿:icterias 

grupos: varios 

e i toe romos tipo b y c no autoo~~ i dables y Lino O más e i toe t•omos que 

son au too:< i dables, unen co y que por tanto funcionan como 

o:-: i dasas terminales (aa:::o:, o (b~o:o:?>, d, al , y posiblemente 
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CITOCROMO 

b 

e 

o 

d 

ca 

TABLA I. CARACTERISTICAS DE LOS CITOCROMOS DE LAS CADENAS AEROBIAS. 

GRUPO PROSTETICO 

Heme b 

Hemo e 

2 Hemos a 
2 Cu 

2 Hemos b 

2 Hemos d 

2 Hemos b 

2 Hemos a 

Heme e 

Hemo e 

1 a 2 Hemos a 

1 Cu 

INHIBICION POR: Em (mV) 

co 

-104 a +110 

+190 a +342 

+t .¡+ +200a 265 y 360-375 
+210 

+ -122 a 417 

+280 
+t + +140 y +250 

+ .¡+ +160 y +260 

+t + +360 

++ .¡+ 1 

PM (Kd) 

12-17.5 

12-100 

73 

28 

350 

12.5 

38-118 

Tomada de Jones C. Bacteria! Respiration and Photosynthesis. ( 1983). American Soc. far M:lcrobiol. ED. 

16pp. 
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posiblemente ca, aLtnque esta Oltima se ha encontrado en las 

Las 

los 

bac:teri,'=:\s termoófilas no se sabe si e:-:iste como ta 1 >. 

o:-• id asas varian por su afinidad por el o:.:19eno, siendo 

valores de afinidad; d >> aa::'!: u o (citocromo b~6 ~) .El citoc:romo 

Q es es una en=ima constitLttiva en muc:hos microorganismos 

(B.cereui:;, E.coli,etc) que se e:~presa en cualquier condición de 

tensión de O=:'!. CEscamillu, 1986). 

Debe decirse que muy pocas o:-:idaSé.~S han sido purificadas, y 

no se saben muchas de sus propiedades, por ejemplo, Sl funcionan 

como bomba de protones, lo cual ya se confirmo para la o::idasa 

aa::-.:, CLud~..iig, 198(1). 

Es interesante mencionar que no todas las bacterias aet·obias 

o facultativas pueden sintetiz.~'lr e i toe romos, por ejemplo, 

y no lo haceí'I. Al crcct:o>r Streptococcacea. 

aeróbica.mente, 

flavino;:idasa~ 

las ca.den as respiratorias t~rminun con unc:i 

la cual puede reducir o~ a H~O'.;;!. Estas bact.2r1<0\5 

cuentan además, con una cat.alao::::.a para redL1cir el a9u<01 o::igen.::<.dn a 

H~o (Janes, 1983). 

Como hemos visto las cadenas respiratorias pueden modificarse 

fenotípicamente, lo que depende finalmente de las condiciDnes 

ambientales a las qu8 se enfrenta la bacteria \Calidad y cantidad 

d" nutt'ientes, la presencia de inhibidores o 

alteraciones:;; en la fuente de carbono o enerqlC:.\ y lo. d•:E' 

o::fgeno en condiciones limitantos). 

El con 

formación deo> mutantes que sean defic1entet:. en algun centro redo:-:, 
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por ejemplo la mutante de E.coli MQ- ya seNalada. 

Ejemplos de Vias Respiratorias. 

Todos 

presentan 

los quimioheterotrofos y fotótrofos facultativos 

una variación considerable en la .c:omposic:ión y 

organización de su S.R •• Todos presentan ramificaciones a nivel 

de las deshidrogenasas y una o varias oxidasas. Las vias lineales 

son relatiVamente raras y limitadas a alguna condicion, por 

ejemplo, E.r.oli, baja condiciones aerobias. J'.l con t::. nL\W.C i ón 

comparan las vias de algunos microorganismos con el sistema 

transporte de electrones d_e la mitocohdria. <Haddocl:: y Janes, 1977; 

.Iones, 1983; Thauer ~:...' 1977; Stouthamer, 1980). 
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NADH 
\ 

\ 
FP UQ - Cit· b - Cit c1.Cit e - Cit ªª-== - 02 
I 

I 
SUCCINATO 

Paracoccus ~cnitrificans 

I 
NADH -- Fp -- UQ -·- e i t bof!>~• 

\ 
\ 
cit c1c: - cit aa.::-; - 02 

METlNOL 

E5cheric.hiC!. ~ (aeróbico) 

SUCC!NATO 
\ 

\ 
NADH --.- Q -- cit bt::1t::1-'> -- cit o -- 0 2 

I 
I 

GL!CERALDEHIDO 3~P 

~ ~ <microaerofilial 

SUCCINATO 
\ 

\ Q 
NADH-- { DMQ ) 

I 
I 

GLICERALDEHIDO 3-P 

\ 

cit b ~º~ - cit d 
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ANTECEDENTES 

En el laboratorio se ha estudiado el sistema respiratorio 

<SR) de Bacillus cereus y su e~:presión durante el desarrollo de 

la 

Se 

bacteria, de maner~ especial en el proceso de espot'u 1 ación. 

ha demostrado que la é:l.Ctividad respiratoria es ma::1ma en el 

estado esporulante para descender de manera diferencial, a partir 

de en la célula rnadt'E y en la endospora. En esta ültima el 

descenso en la actividad de desh idroc1enasé:l.s es de apenas el ~jü'l. 

mientras que los citocromos caen a menos de l <1 mitad de su 

concentración, con t'especto a la célula esporulante. En carnbio 

la actividad de NADH oNidasa cae hasta 10 veces en la endospora. 

Entonces no se puede e~plicar la baja capacidad pa~a oxidar NADH 

en un sistema donde los citocromos y las deshidrogenasas son 

funcionales. <Escamilla, gh_al.,1986). 

Poi~ otro lado, ~<Jill~inson. ~t.aL.._<1977) ha demostrado que las 

esporas al 9erm1nat· .::.1umentan su resp i rei.c i ón endógF.'nti 

actividad de NADH o}: id asa en un evento independiente 

proteínas, lo que sugiere que es;por¿i. 

y 

de 

la 

l ¿\ 

latente síntesis 

mantiene su ba,ja o casi nL1la resp i rae i ón porque el·:iste un 

componente de li\ cadE>na entre la deshidrogenasa de /\IADH y los 

citocromos aue se in~~+iv~ ?spe~ffic~mantc. 

El único componente del que no se l~ hv ::u 

con e en trae i ón durante el proceso de esporLtlacién es le<. quinona; 

1 ¿¡ c:uc.i. 1 er<?, el Un ico tran5pot· l;c:.1dor redo:: no prot:eic::o '/ SLI 

síntesis no dependería directamente de la sintesis de pt·ote1nas. 
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Como una primera apro;,imacicn se t .. econstituyó la actividad 

respiratoria de la espora con un €1né.~logo estructuro-funcional de 

la Menaquinona, lü menadiona. obtP-niéndose que la ar:tividad de 

o::idasa aumenta hasta 15 veces. 

Esto parece indicar que el S.R. de la espora es inactivo 

porqLte la deshidrogenasa está desconectada de los e i toe romos, 

entonces la menadiona PLtdiera_ funciona.r como intermediario, lo 

quo podr1a inciicat• que esta ocupa el lugar de la Menaqu1nona. 

Por-10 tanto se puede plantear• la siguiente hipótesis: 

la caida de concantración d~ la men~quinon~ !Q 1·espor1sdbl~ ae la 

inactivación del S.R., entonces se deben encontrar niveles de 11Q 

concordantes con la ~ctividad de NADH o::idasa, en la endospot·a y 

CL1ando est~ germina la MQ debe aumentar· dG manera par-~lela a 

o~:idasa. 

Resulta necesario entonces probar si la r~:o>ac ti v.01c i ón por 

menadiona es fisiologica, descartando cualquier· c:1r' t:efac to, es 

decir que la Menadiona ocupa El lugar fisiolc91ca de l~ 11Q. 

Además es indispensable conocer lo que sucede a la ~1Q, .:;.. Se 

degrada a lo largo del proceso de madur·ación o se modifica de 

tal forma que no participa en el transporte de electrones? 

Si se degrada entonces debemos encontrar· niveles t:"Je 

concordantes con la actividad respiratoria y r::-n el momento de la 

ge1~minac:ión debe volverse a s1nteti~ar pat·a regenerar 1" 

actividad de NADH o::idasa. 

proceso maduración de ltt espora, si es que ae modifica la 
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c:oncentr~ac1ón de 11Q puede no cambiar~ y esto nos l levar~á .::.. bL1scar 

la modificación. 

Debemos buscar la MQ en la endospora y en la célula madr•e 

establecer las causas de la inactivacion diferencial de la 

la endospora 

activid¿¡d 

y 

de 

finalmente correlacionar los niveles de MQ con 

o>:idasa y los niveles de citocromos en la espora 

latente y germinada. 
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l'l/'.1 TER I fiL Y /•IETODOS 

En el presente trabaJO se uso una cepa silvestre de Bacillus 

cereus, aislada y caracteri=ada por Andreol i 

tl~, 197.3 ) • 

Cultivo de células. 

El medio de cultivo qu8 se utilizó fué el medio G 

CHanson,et.al.,1963J, el cuaJ contenia: 

Sacaros¿1 O. 1 'l. como fL1en te de Carbono. 

<NH~>~So4 0.2 % 1 como fuente de Nit1~ó9~rio. 

K2HF'O.-i. o. 5 % • 

MgSO.-i. (J. 02 'X • 

MnS04. 4H_~o o. 005 'l. • 

cae 12 .. 2H~o o. (1025 '% 

CL1SO.-i.. 5H:;;!O O. 005 X 

FeS04.7H~o o.oooos % 

CoSD.-i..7H~o 0.00002 /. 

ZnS04.7H~O 0.00()5 % . 

En el caso de obtención de esporas las fuentes 

fosfato se aqrenaron .~1 rir:ibl<::? d!2 c:oncc;;t1'i.ü.:..i6n. 

(Andreol i, 

modificado 

C,N y 

Las culti~os se hicieron en un ~erm~ntadct' construido por· el 

Centro de Instrumentos,UNAM, con una capacidad de litros 

usando lag siguientes condiciones: Te1nperatura constante de 

30'"C, agitc.i.ción de 200 rpm y un flujo de aire de 10 litros/m1n.El 

cL1ltivo en el fermentado1~ se inició con un inóculo que prov8nia 
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de cuando menos 4 rez1e1nbras en fase 109ar1tmica de crecimiento, 

cada .::.. horas, consiguiendo con esto sincronla en el cultivo. El 

volL1men del inoculo fué de 1 a 4 litres. 

El crecimiento del cultivo se siguió midiendo Ja densid.:i.d 

óptica (00) a 54ú nm cada hora hasta que se alcanzaba la fase de 

crecimiento deseada. Bajo estas condiciones el final del 

crecimiento vegetativo et·a a las 5 horas de cultivo, que coincide 

con ., l inicio de ]¿1 fctse de es;poru1aci6n y es apro~: imadamente 

igual a una hora después de haber obtenido el pH más 

cultivo CpH 6.2). 

Para la obtención de esporas latentes o maduras, el 

bajo del 

cultiva 

se cosechó en el momento en QLte por microscopia de contraste de 

fases se observaban esporas libres. 

cultivos se cosecharon en LIMCI centrifuge\ Los 

continL10 Sharpl8s Mod Tl y las células se lavaron 3 

de flujo 

veces con 

buffer que contenia: 

5 mM. CBL1ffer TC/1). 

Tris-HCl- 5(l mM, pH 7. 4; MgCl.";;! 5mM y CaCl:;;:: 

Ruptura y fr·accionamiento. 

Las células resuspendidas en el buffer TCf'I en prest?ncia 

fluoruro de fenil metil sulfonilo CPMSF,inhibidcr de proteas~s>. 

se rompiC?ron en un fr¿,ccion.:idor DJ'NO-MILL Type ~·.:.UL con perlas de 

vidrio de 0.1-0.2 mm de diámetro; dependió 

del tipo de desde :::>O segundos para c~lulc:-.s 

vegetativas y esporulantes hasta 3 y 6 minutos par~ las 

germinadas o 1 nf::{':>nt~s rc:::pec: l;l v'ú•lh::::!n te. 



El homogenado resultante de la rup·tura se centrifugo a 7500 

t•pm por 10 minutos. El sobrenadante obtenido en el paso anterior~ 

fué centrifugado a 40 1 000 rpm por 30 minutos, sedimentando asl las 

membranas, las cLla les se resupendieron en bL1ffer TCl1 y 

fueron almacenadas a -70~ hasta el momento de utili=ación. 

Determinación de Proteina. 

Se usó el método de Lowry <Lowi·y,et.al.,1951). 

Ensayo=; En::imaticos. 

- NADH Deshidrogenasa. <E.C.1.6.99.3) <Lang,et~,1972). 

La en::ima se midió de acuerdo con la siguiente reacc1on: 

NADH + DCPIP (azul) --~- NAD• + 

En una celda de 1 ml se agregó: (Concentraciones t1nales,). 

Buffer fosfatos 50 mM, pH 7.6; KCN 10 mM; Oiclot•ofenol1ndofenol 

DCP!P) 8X10-~11; NADH 2X!0- 4 M; agua cbp 1 ml~ ~e regist1·~·:-. le' l:J,::.,s,c.11 

y se inició la reacción con la adición dr:~ membranas ( 5 

proteina/ml) El CoC?ficiente de e~:tincian molat· iCE!'li P.3.f'R. 

DCPIF' usado fué de 21 mM.cm-.1.. 

dr~ 

el 

-Succínato Deshidrogené:.\sa <E.C.1 .. 3.99.1) {Lang,~_L"....E!..h, 19/"2). 

La reacción que se utilj::::a par.::1 la medic.i.cn de l.a actividad 

fL\é: 
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SLtccinato + F't"lS __ i:.:_ Fumara to + PMSH::.'! 

PMSH~ + DCPIP (a~ul) --e- Pl"IS + DCPIF'H: <incoloro) 

En 3 ml de volumen final se ,;;igregó: Succinato de sodio 20 mM, 

Buffer fosfatos 50 m~I, pH 7.6; Fenazina metostilfato CPMS>,1.1 rnM; 

DCPIP O.OS ml1¡: •<Ct•J 0.1 mM; la reacción empiezó con la adici6n de 

PMS y DCPIP y me1nbranas. El CEM usado para el DCPIP fue de 21 

mM.cm- 1
• 

-SL1ccinato y NADH- O::idasas. 

Las actividades se midieron por el consumo de oxigeno en un 

o::imetro Yellow Springs Mod. 53. El medio de reacción contenía 

buffer de fosfatos 50 mM, pH 7.4; membranas (l. 5 mg/ml de 

proteína). SQ registró el consumo basal de o:;igeno y se agregaron 

los sustratos, NADH 0.5 mM o Succinato 20 mM. 

-Citocromo e OJ{idasa. 

L" actividad fué estimada polarográficamente usando Tl"IPD y 

as corbato como sistema donador de electrones para el citocronio c. 

Preparación de la menadiona redLtC ida. <Modificac:ión de 

Krivanl~ova y Dadal:,1976). 

Se disolvieron 0~4 g de menadiona en 7 ml de éter et1lico y 

se colocaron en un embudo de separación que c:ontenla 2 g de NaBH4 

di 5Ltel to en 6 ml de agua. La me~cla se agitó dur~nte hOl'úS 

hast~ que el color café paso a amar•illo. 

A la fase etérea ya separada se le agregat·on 5 ml de solución 
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saturada de NaCl y 0.4 1nl de una solución 0.5 g/ml de NaBHA y se 

filtró sobre un papel filtro impregnado de éter que con tenla 

Na:<!SO"' anhidro. El filtrado se evaporó a sequedad, cristalizando 

la menadiona reducida <menadiol), la cual se lavó con éter de 

petróleo frío. Se registró el espectro de las especit?s o::idada y 

reducida, ver fig.4 

E~:tracción de la menaquinona de me1nbranas de Bacillus cereus. 

(Kr~ger y Dadak,1969>. 

Las membranas de diferentes estadios fueron liofili=adas para 

la El 11ofili=ado ~e rcsuspcndió en 4~) ml de Une:\ 

mezcla acetona: éter de petróleo (1:1} y se agitó por 30 minutos a 

4 .. c. Al terminar el tiempo seNalado_ la mezcla se filtró al vacío 

y 

Al 

el filt1'ado se secó con un flujo de nitrógeno de alta pL1reza. 

extracto seco, se le agregaron 5 ml de et~nol ~bsoluto y se 

cuantificó la menaqu1nona espectrofotométricamente, registrci.ndo 

el espectro de la especie oxidada y el de la reducida. 

-Espect t'O o:: i d~:i.do. 

A una alícuota de 40 µl del solubilizado Gn etanol 

agregaron 100 µl de l(OH 5 N y 860 µl de r::.•ta.nol, ést¿~ 

se 

contra etanol. Se corrió el espectro de 300 a 220 nm, tomando las 

absorbancias a 265 y 289 nrn. 

-Espectro reducido. 

A una 

agregaron 

pH em 

altcuota de 40 µ1 del solubilizado etanolico se 

100 µl de NaBHq 7 mg/ml y 15 µl de buffet• acetatos 

este caso se leyó contra 885 µl de etanol y 15 µl 
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buffer de acetatos; 

el espectro o::idado. 

el espectro se cor1~io de la misma forma 

Para obtener la cantidad de MenaqL11nona se L1só la siguiente 

relación: 

{ E1~ed - Eo::) ~ht:Snm - (E red - En~:)~~"'""' 

Germinación de esporas. <Tochikubo,et.al. 1986). 

-Activación. 

La activación de las esporas se reéllizó por choque térmico a 

BOªC por 20 minutos. usaron 2 mg/ml de una suspens1 on 

liofi-lizada de esporas. 

Las esporas activadas se resuspendieron en agua destil~da y 

como germinantes~ agregó L-Alc y adenos1na 20 mM y 1 mt1 

concentraciones fin.:.1les re._;:;pectivamente), la me::'.cla se incubó pot' 

20 mintJtos a 30ªC. 

La germinacion se SÍgLIÍÓ por me todos diferentes: la 

observación en el micPoscopía de contra~te de faGes, a m~dida que 

la germinación ocurre las esporas pasan de se1~ refr1ngf;;intes 

opacas. Esta mismn prapie?dad se usó para medir la caida C?n DO 

5fJO nrn. r,1 miso;u Li1o;;mpo se m1d10 el aumento de la res;p i rae ion 

endógen~ Qn t?l o;:lí!'1Gtro. 

Todos los reactivos 1 C:'.S 

Sigma, Merck y J.T. Bal~er. 
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RESULTADOS Y DISCUSION 

1.- Reactivación 

Menad ion.a. 

del Sistema Respiratorio de la Espora c:on 

Una primera aproximación par~ tratar de explicar la baja 

actividad respiratoria de las esporas, dado que la actividad de 

NADH deshidrogenasa y citocromos era suficientemente alta, 1'ué 

adicionar un análogo estructuro-fLtncional de la rnenaqL1inona, la 

Ct.lal era el (1nico componente que no se habla determinado en el 

sistema. Para esto se midió la actividad de NADH 01:idasa en 

presencia de concen'traciones crecientes de 

encontretndose un comport2.miento como se muestra. en la 

menadiona, 

fi9L1rc:1.5 • 

Podemos 

aumentó 

observc;r 

p1~imero 

en la figura que la actividad de la 

linealmente conforme la con e en t rc1c i ón 

o:: id<:1sa 

de la 

menadion.n se incrementa (de (l a 1(11) µMJ, para despues alc~n~ar lB 

s-LI.tLtración, obteniéndose un valot' de c:'.ctividad mct::imci alrededor• 

de 20 veces la ..;1ctividad basal, <Iu actividad be\sal de las 0sporus 

latentes era entre 6 y 12 nano9t·a1nos de o~/min/mg prote1na~. Esto 

impljcó qLIE el simple hecho de adicionar el análogo l C:\ 

menaquinona, reactiv~ al sistema respiratorio de la espot·a en un 

fenómeno~ que por la saturación oarecta ser dependiente del 

sistema en:;:imático. De hecho, konings, CBergsma,§?~-ª..h. 1976J., o."ll 

trab.;:1jar con mutantes de B.subtilis deficientes en men.:i.qu.inon¿1, 

h" 

la 

la 

mc=nad.ionc:i.), 

bacteria. 

ro> 11 os 

en la reconstitución del sistema t•esp1r·atot·10 de 

Parece se1~ que dichos análogos son mas eficientes 
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que la propia menaquinona para al tt·ansporte de electrones. 

.La reactivación con menadiona podr1.:1 indicar que la qui nona 

no era sufuciente para sostener la actividad de endógena 

o~:idaci6n del NADH Cen condiciones basales) o que la 1nenaquinona 

habta sido modificada de tal for•ma que no estaba disponible 

acar~eadot• redo,:. 

como 

Sin embargo, estos resultados podr1an ser producto de a.l9t'.1n 

artefacto 

hicieron 

criterios 

en 

una 

que 

nuestro sistema e::perimental, por lo tanto se 

serie de controles tomando en c..:uenta 

f(onings considere par·a el uso de análogos de MQ. 

E=tos son: la menadiona 1ieb~ de tener un potencial adecuado p~ra 

funcionar como aca1•t•eador de electrones entre la deshidrogenasa 

de NADH y el citocromo b; el sistema reactivada debe de se1~ 

sensible a inhibidares respiratorios; el pH del medio de reacc1on 

dE?be ser el adecu~•do disminL1ir al 

espontánea de oxidación del menad1ol; no debe 

mínimo la re.:i.cc1an 

de haber reaccion 

qulmica detectable entre el NADH y la menadion2 y por lo t;dnto 

solo debe haber consumo de DH1geno en presenci~ de men1b1·anas. 

Dadas estiOl.s condiciones podemos dec i t• lo SlQU:J.t~nt<:!': Con 

respecto al potencial t•edox de la menadiGna sabi~mos que a µH de 

7 es de :;;: -1'.2 mV, CBisschop and 1~:onin9s,VJ. ,et._~, 19761 lo qLte 

1·esulta adecuado p~ra quE' é~ta funcionara como oar redo:: ent1~e la 

NADH deshid1~09enasa,cuyo potencial estándar a pH 7 ES de --3~) mV 

y el del citocromo b, en las mismas condiciones es 113 mV 

<Hager y Deeb, l.967). Por lo tanto en este sentido la men.,,;diona 

rE-sul ~6 dde.::uada pJl"iJ. nuostros pre!pD<:si ·t-r_:ic:;. 
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El siguiente pLtnto a investigar ·fué la sensibi 1 idad 

inhibidores respiratorios y compararla con aquella en Ql Gi~.tcma 

respiratorio funcional (en membrClnas de células esporulantes). Se 

ensayó entonces la inhibición por la actividad 

estimulada con menadiona (ver fi9. 6 .>, encontrándose una CLll'Va 

en la que se observó unn rapida inhibición inicial hasta 500 µM y 

una rc:5istencic:.' 

Esta curva fué semejante a la que se ha reportado en nue5tro 

laboratorio para 

Benito, 1984 > • 

el S. R. de células espot·ulantes <Escamill~ y 

Se sabe que la menadiona es o:<id~da espontáneamente pot• el 

oxigeno cuando se encuentra en el estado reducido (nienadiol>, en 

un proceso dependiente del pH. Entonces era muy importante 

conocer en que ran90 de pH dicha auttJo:·:idaclón era minima. Para 

Con el menadiol se construyó una curva de autoa::1dc:\cicn, 

midiendo el consumo de o::fg.::;no a v.;:i.rios valores de pH (5.8 

7.~), (ver fig. 7 • ) • Como podemos observar la autoo::idacion del 

menadiol es fuertemente dependiente del pH. A pH menor de 6.2 es 

prctcticamente nula. lo que indica oue en los e::perimentos 

previamente descritos la contr1buc1on 2..l consumo de 0::1geno 

debjdo a la autoo}:idación del menadiol 

usegurarnos ahora de que no habia t'e<.,c.ciun d1t~'~?cta de 

ó;:1do-reducción entre el l\JADH y la menad1ona. s~= mid1W el consumo 

de oxigeno result<lnte al me~clar menad1ona )' NAD~I. Es decir, Sl 

el N(4DH estaba reduciendo a la menadiona di rec tamen t<~, ésta 
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deberia de o::idat~me con el o~ del medio, lo cual no sucedió. 

También se ob se1·vó que el espectro en la ::ona del 

ultravioleta, de la menadiona O):idada no se modificaba al agregar 

NADH. 

El experimento concluyente de que la menadiona es tab.J. 

fL1nc ion ando como intermediario de 6:-: ido-reduce ion en el S.R. de 

la espora, fLté que solo en presencia de membranas activas y un 

sustrato respi~~atorio, la mena.diana era capa:: de producir un.a 

activación, medida por el aumento del consumo de o::igeno. Esto se 

muestra en la Tabla 3: la menadiona. producía una estimulaci6n de 

la NADH o;:idasa, de apro::1madamente 20 veces con respecto 

control sin menadiona. 

la 

Cuando 

Tabla ·-~ 

las niembranas son inactivadas poi• c~lor· l ver pié 

o no se aftadieron al medio de no 

registró consumo de 0::1geno. De la mi~ma Torma =,e h1c1et~on 

al 

de 

se 

los 

e::per i men tos c:on menadiol, obteniéndose resultados s1mi l.:1res 

comparados con los de la menadiona. Esto demostró que la 

menadiona podía funcionar como aceptar y donador de electr~anes en 

el sitio fisiológico de la Menaquinona. 
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TADLA F<EACTIVACION DE LA NADH-OXIDASA DE ESPORAS Lf.-,TENTES 

POR MENADTONA. 

F'reparación: (a) t\IADH-OX I DAGA 

MEMBRANAS + NADH 6 

11ENADIONA ox. + NADH 18 

MENADIONA ox + t1EMBr..:ANAS + NADH 120 

MENADIONA ox + MEMBRAMAS TEF~MO I NACT I IJADAS (b) + NADH 10 

rlENf4D l UNA RED (C) + NADH 32 

f"IENADIONA RED + r·IEMBRANAS + NADH 125 

MENADIONA RED + MEMBRANAS TERMOINACTIVADAS + NADH 14 

(a) La a~tividad se mido en buffer· de fosfatos de potasio 0.1 11, 

pH 6.6, NADH 0.5 mM. 

(b) Membranas termoinactiv.::.das 5 min a 90°C. 

(e:) La menadiona fué reducida con borahidrut'o de sodio. Ambr..s 

menad1onas se Ltsaron en Llna concentración de 100 µM. 
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:2. - E:-:tpacción de la Menaquinon,:\. 

El grupo de resultados anteriores sugirieron qLle los niveles 

de MQ 1 ibre en las membranas de la espor•a estaban bajos, pot· lo 

que decidimos investigar la cantidad de MQ a lo largo del proceso 

de_ maduración de la endospora, (ver fi9L1ra 8). Si la menaquinona 

punto de regu 1 ac ion de 1 a r•esp i rae i ón de 1 a endospora 

entonces deb1amos encontt~ar una caída en la concentraci6n de 

paralel~ a la caída en la actividad de NADH oxidasa. 

Se determinó c::.':\ntid::i.d de mor.dqLt1non6 de 

membrana les de células en diferentes estados, tanto de 

endospora como de la célula madre. Los resultado se muestr~n 

1" fig. 9 Encontramos efectivamente que Jos cambios en 

actiVidad t•espiratoria efe la endospora lo largo de 

MQ 

la 

en 

la 

j c1 

esporu 1 ación, fueron paralelos a los cambios en la concentracian 

de MQ. Hay que hacet· notar que la caida m~~ dr~st1ca en la l1Q se 

di?tecto a partir de las 3.5 horas de iniciada la esporu l ,:;-1c 1 ón, 

tiempo en el cual se ha t•epot·t~do que bajAn los niveles de ATP y 

CoA, entre otros metabolitos <Setlow y Setlow,1977b). 

Con respecto a la célula madre, la cantidad de menc.i.qL1inona 

cayó de manera paulatina, 

de la NADH o::idasa. 

Estos resultados son el producto de un e:(per i men to 1 aunque 

para la espora madura y pa1•a t2 se hiciet·on tr·iplicados (los 

Vf>.lorcs que se 1·cpor·t.:.1n ~on ~l pt·u1uc-W10 dt2 los .::. datos>. 1-'or ot:ro 

lado se puede decir que cada experiemento es control del anterior 
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y están de acuerdo con lo que reporta Ta.ber (Farra.nd y 

Taber, 1974), para el contenido de MGJ en ~~ subtilis. 

Por otro lado Q':'?rminan, la actividad 

metabólica numen t.:i. considerablemente. En los primeros minutos la 

actividad respiratot~ia. endógenc::t a.umenta 10 veces apro~: imada.mente 

en un proceso independii:=nte de la s1ntesis de proteinas 

<Wilkinson, .,et.al., 1977>. 

Tomando esto en cuenta podiamos esperar un aumentQ en los 

niveles de MQ concomitante al aumento en la respiración durante 

los primeros minutos de la germjnación. 

En la fig. 10 .. se mLlestran los parámetros que se sigLtieron 

para m~dir la germinación. Como se puede observar la caída en }¿~ 

DO depende de la activacion y de la presencia de germinan tes, 

siendo totalmente indispensable la activación. La me~cla de L-

Alanina + Adeno~ina resultó ser la más adecuada para tener una 

rápida y sincrónica ger111inaci6n. De igual manera, c.>stos e-rectos 

se puedieron observar al medir el aumento de la t~esp 1 rae l on 

endógena \fig.11 .). De te\l forma elegimos hacer las med1cic1n12$ 

de la menaquinona a los 20 minutas de haberse in1c1ado 1.:.1 

germinación, que fu~ cuando observamos un aumento di? 1 (J 

en 1~espiración endógen.:t y uni'I r.:aida má}:imB. de densidad 

óptica. 

La cantidad de menaqLtinon.:i. que se detectó en l.as membr~nas de 

esporas germinadas fL1é 4 veces mwyor a la que se encuentra en 1 a~ 

momt.r.:;n.:l::; de cspc:irzi::; lLltcinte!';, tv~r T;::>hlr> 4 ) • Pstt.'.:>- result~•do i'LH~ 

congruente con el hecho de que la MQ sea el punto d<:> rr;:,r;v. l 2c 1 on 
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de la actividad dGl S.R •• 

Se midieron también las actividades de NADH deshidrogenasa y 

los niveles de los citocromos en ambos tipos de esporas (ver 

Tabla 4 ), y se encontró que estos no aumentan significativamente 

durante la germinacion~ como para e::plicar el aumento la 

actividad de NADH o~idasa. 

Con estos datos podiumos asegL1rar qLie la cor1centración de f1Q 

es un factor importante en la regu l .:\c i ón de la actividad 

respiratoria dLtrante el proceso de diferenciación de -1a bacter·ia, 

ya que podemot:. decir que a bajos niveles de 110 hubo bo:J.ja 

1~¡¿sp 1 rae i ón .. 
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TABLA 4. COMPARACION DE LAS. ACTIVIDADES RESF'IRATORIAS 

ESPECIFICAS, CONCENTRAC ION DE e ITOCROMOS V MEMAqu !NONA DE LAS 

ESPORAS LATENTES V GERMINADAS DE Bacillus cereus . 

ENSAYO ENZIMAT!CO 

.§E. act (a) 

Latentes Germinadas Relación 

Oxidorreductasas: 

NADH 

Oaidasas: 

NADH 

Ascorbato-TMPO 

Citocromos: <b> 

b 

e 

Men.;i.c::¡uinona: Cb) 

47 

8.5 

154 

(l .. 21 

(1. 14 

o. 042 

o. 8 

48 

61 

205 

(l.22 

o. 18 

o. (14.3 

3. ·-'' 

'ª' Las actividades especificas de las o:{idort·eductasas y 

1 .. o 

7.2 

1 •. 3 

1 .. o 

1 . 3 

1 .o 

4. 1 

de le'.'.S 

oxidasas están expr·esadas de la misma forma que en la fig.1. 

Cb> La concentr0ción da citocromos y de menac::¡L•inon~ está expresada 

como: nmol/m~ pr•oteína. 
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DISCUSIOf\I 

Por 1 os rest.t 1 tados obtenidos en este trabajo, podemos SL19er ir 

que un punto importante en la regul.:tción del sistema respiratorio 

de la endospora es la concentraciOn de l'lenaquinona, siendo esto 

mucho mas importante qL1e ! a caicJa en actividad de Ja 

deshidrogenasa de NADH y n1veies de citocromos (ver tablas 1 y 

4). Esto coincide con un reporte de Taber <Farrand y Taber,1974) 1 

en el que sefíal¿1 que la concentración de MQ en !t.:.. subtilis, cae> 

conforme el proceso de esporulac:ion se lleva a cabo, aunque 

finRlment;e la inac:t;i-.·2,cion del de l :1 cr.daspoi-.:..; 

resultado de la c~ida en todas las actividades asociadas a este, 

lo que conduce al estado criptico. 

La inactivación del sistem<J. respiratorio seria un even ·to 

especifico dentt·o del mecanismo general d" mantenimiento de 

latencia deshidratacion del protoplasto de la espora y 

fot•mac l ón de compieJC~ con el calcio y el <;i.c ido dipicolinico); 

podríamos deci1· 1 incluso, que esta inactivación ft.1nc1onar1a como 

un ''seguro'' que evitaría fugas de poder reductor innecesarias. 

Los e~:perimentos con Menadiona, demuestran que J ¿, E.~~:;pora 

laten·te al carecer de MQ, es incapa= de o:;idar al NADH y solo se 

detecte:\ consuma de o::tgena en presencia dl:.• menadiona, y<-• quP t-~;,ta 

oc1Jpa el lugar fisiológico de la qu1nona. Estamos seguros de que 

en estos experimentos no hay artefactos, pues descar·tamos 

posibilidad de ello. Esto quie1·e decir· que en presencia de Ja 

menadiona el como ''"'uc..l;t ""'l;w µwrqu~ íos 
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electrones pueden pa5ar desde la deshid1·•09enasa. a los citoc:romos. 

Lo anterior· es fuertemente apoyado poi~ los e::pet· i men to5 de 

e>~ t t•acc i ón de qu1nona en los cuales se encuentra una c.;iida 

concomitantQ de ésta con la actividad de NADH o:::i.dasa. 

En pl momento en que le. 9et•min¿i,ción ocL1t·re, se observa un 

incremento de 10 veces apro::imadamen te en la resp i rae ion 

endogena de las esporas (vt?r figuri0t 11), además de un incremento 

de 7 veces en la actividad de NADH o::idasa. Lo que coincide con 

el incremento E>n 4 veces de la quinona (ver tebla 4) Esto es 

:i.mportante pues en la germinación los &L1mentos en la capacidad 

respiratoria y en los niveles de ATP,san necesarios para sostenet• 

el desarrollo de la espora germinada a Llna célula vegetativa 

primaria, esto coincide también con el incremento de piridln 

nucleótidos reducidos <ver Introducción>. 

La caida en concGntrac:ion de MQ durante la esporLllC\ción y su 

posterior recL1perac1on en la germinac:i.on. habla_ de fenó.n1::no 

en=imático :involucr;;;do en "re9ular" la concentración de la 

qLtinonr-l que finalmente regu 1 aria de manera importante la 

actividad respiratoria. 

Cabe entonces pregun tar.,se que le sucede a 1" MGJ y que 

mecanismos están involucradCls Fin ' . ;. c...•. 

La degradación de MQ implicar1<:l lB e~:ist~nci.a de un 

enzimático que se e:<presa de m.oine1 .. a diferencial duran te C' 1 

proceso de esporulación. No se concc8n a la fecha, me!can 1 smos 

t•elacionados con la degradación de qLtinonas bacter·ianas. 

Por otro lado, durante la germinación deberla de haber 



slntesis de menaquinona, posiblemente a partir de shiftimico. Este 

podríi'I sinteti:::arse partir de 3-PGA y eri trosrt 4-fosfato, (ver 

esqL1em¿, 1). Sin embari,;1o, la Vla de s1ntesis de 11Q 

const i tLt1da por varios pasos en:z:imaticos mas partir de 

shikimico CDent;lcy y 1'1129ane1than, 1982J, lo que implicarla que l~s 

S!MZi.mas necesarias posteriores al sh11,1mico, o se sinteti:::an en 

los pr•imeros minutos de la germinacion o se gLtardan en la espora 

durante la esporulacicn. 

Lo anterior podría ser demostt•ado, si se germina a las 

esporas en presencia de shil~imato radiactivo buscando la ma1·ca en 

la menaquinonCt. Esto demostraria que se activa SLl stntesis 

partir de este intermedia1•io. Poi~ otro lado se pod1•ia intGnt2r la 

germinación en presenci¿\ de a9L1a tritiad¿i y buscar si 

encuentra marca en la quinona lo que signif1cat·j~ su s1ntesis. 

El otro mecanismo posible,es que la Menequinona se 1nactive y 

t:sto no le nermi-f;e.:>. par~.lcip,ci.r en el trC\n::por·tc· deo elt?ct1•01H:.;:;. L.;; 

inactivacion podrla llev~t·se a cDbo en una forma similar a 1 a de 

la CoA, CSetlow y Setlow,1977al, es decit• por Ltnlón a pr·oteinas. 

Por tanto, la 110 e::traible serta menot• y~ que esta esti-\rla 

formando un complejo 11Q-pt·ote1na. La unicn a protelnas por 

medio de 'd:;. ._, L~, L l L...11 r·~Lluc J. úCJ, seria en la 

posición ::;. del .:>.riil lo, 

(Niclcerson et.al.,1963; 

l.?. cu.:i.l 12=- l:• ¡;-,.::,:.:- fo.·-..01·.::::cida qui1lllC:c:-<.mc:nt;t=-

Klubes y Cerna,1972>, 

la remocion de la cadena de isoprenos de tal maner·~ que quedara 

anclada no pLtdiendo funcion.::.H· como acar·reado1· móvi ! . 

Durante la 91:-=rminación,el complejo deb!.:! de t'Omperse 
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liberarse la qui nona en un proceso en el cual la cadena de 

isopreno debe volverse a Ltnir en la pos1c1on :: ... F'or consi;¡uiEnte, 

en los primeros minutos del evento se reg1strat·ia un incremento 

de MQ e:-rtraible y por ende el c:1umento de activide:.'d de Ja NADH 

o:: idasa. 

Otro punto inter·esante por demostra1· 1 serta, si el aumento an 

la concentración de MGl detectado en la germinación, se registra 

en otras condiciones de germinación. 

Por ejemplo, Sl se hicie1·a la germinacion en condiciones 

aceptar diferente a oxigeno la MQ pueda sintetizarse pues la 

quinona seria un componente obligado en la cadena an¿¡.erobia. 

Si la germinación ocurrie1·a en pr•esencia de fluoruro (potente 

inhibidor de la enolasa), <Setlow, 1983>, la concentración de: .3-

F'GA 

Si 

se 

disminuiría y por tanto no habr1a precursores de shikim1co. 

l.;i. concentr.:-lcion de MQ aumenta, qLterria decir que l~ quinona 

sintetiza a partir de un precursor postet·io1~ al sh1l~11111cc en 

la via. 

De cualquier forma, haciendo a un lado las especulac:1ones 

anteriores, lo cierto es que los niveles de M~ Lienen un eiecLo 

muy grande en la regulación dE! la Bl:presián del S.H. la 

endospora e indirectamente en el mantenimiento del este-.do lat.ente 

y SLl posterior reactivación durante la germinación. 
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