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INTRODUCCIÓN 

- •pn>J<imlld•rnent9 3,500 mil- dll •lloa en el pi.nata - conatituyeron loa 

primero• orv-niamoa viV09, como reauttado de loa proceaoe de evolución qurmlca y biológica. 

E•toa orgmnlllll10a fuaron mlc:rOacópicoa, haterótrofoa y •....mblo•: ahon1 - lea -

dentro del reino Moneni, -ún Margullm y Schwmrtz (1988) y .. divide en loa 8ubrwinoa -Y--· 
Dentro de •• ~riaa. en .. dtviaión Finnicutas. Phllum Aeroencla11porm~ -

encuentra el~ Bacillua (M•rgulia y Schwarta,11188), que .. "" - por.., grupo de 

organlemoe hai.rog6neo, que com~ microorgllniamoa en forma dll baatón que -.. da 2 

a 7 micfaa dll longitud y 0.3 • 1.2 m- de ~. eon qulmlo- -..blo8 • ....,..,_. 

....,._. tanto me86fl ... como -· ecld6lli.. y alcml6111a•. Una da - _,_ 

pr1nc:1pa ..... i. da formar - --a ... c:ondiclone9 adversaa del madio (Dwortdn, 

11185). 

E•ta ~ - compone por .., - número da ._i.. dll gran lmporWnc:ilo 18nto 

cienllllca m6dlcll como lndualrlal, •u ciclo da -. .. CO<to, •u producci6n en el laboratorio no 

.. can1, dll - - obtienen - ~lticaa y amllollllca•. •ntibióticos, ln..:tic- y 

- prol91na8. Son un buen modelo da -ludio par8 .-1zar aMll•I• gen6ticos y bioqulmlco8 

-Ido a - 80n ...__._ poco complej8a. Tam....,, axflllen algune8 .. pecies pee6gena• 

a1-c.-.-.1111111¡. 



L•• npecles de BacH/us - cl8aitlc8n en 3 grupo•. de acuerdo • .. moffologl• de .. 

-pora. ,,_,,,._ ..-. - una bacteria -poru .. nte Gram poalllva, cl8aiflcad8 dentro del 

grupo 1 por au _...,.. ellpaoldal con poaiclón central. - en el •uelo, .._ movtlldad debido a 

que po- tlageloa perttrlcoa, - _rob .. f8cult.ativa y realatente • llaozlma; - una bacteria 

meaófila con un cnocimlento óptimo a 32 ºc. pH 5.7. y con 7% de NaCI. La nlpOoducclón en 

-ta -pecle. - como en todos loa s.cmua. •-•ual por bipartición en .. - loa geoiól'oloa -

deaplazan • ..,.,._a lnveginacionea de .. .....,,....,,. plmsm•tlca denomin.doa ........,.,.,,.. y 

parmaexual por conjug9Ción (,.,_t, 19119). 

La_...,.. en-.naclón de,,__ - - denomina...-_, porq- - fonna 

dentro de .. cálu .. l'Tl8dre y pann•nece ahl durante todo el proceao de eepon"8ción haata au 

-..-. 

~ loa alloe !50 .. eaporul8clón en ~ ha •ido -- como .., -

-Uado par8 analizar .. - en~ proca- al - loa -

~icoa y llalológlcoa que.,.,..,,.., d...., .... - de .. .-... ·--"ªen ..,. 
--.. _ (Dol, ,_). 
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CICLO De VIDA 

Durante el CT8Clmienlo de un cultivo alncrónlco de -.C/llua ,,_. - pueden Identificar 

,.. siguientes etapas que conformen su ctclo de vida: .,._ lag" o de adaptación al medio, 

CAIClmiento logarltmlco. etapa eataclonarta, eapotUlacldn y 119rmlnaclón. 

ETAPA t.AG Y CRECIMIENTO LOGARITMICO. 

En ,. ,__ denC>mu..ci. lag - - - el econdiclonam- de ,.. <=*lulea • lea 
.,.,...,..,,.-. del medio y no hlly ,,,_,_ poblec:loruol significativo. Deap&M8 de 30 

mlnUIOe, tiempo..,,.,_ que d.,,. - -·lea......,.. - reproducen por dlvlaión - y 

- Q9nerando el Cf9dmienlo iag.ribnlco de ,. pobl8clón, como ,...,_ de ,. ·-de nulrian- - .. ..-de cultivo. 

L.as -. -oeia- ce-.la- de la ._.. logarftmlca. eon I~ y -

agrupan - - formando -- largos. e.es. <»lula ea141 ,.,,.,.,_ del • ..- al 

1-por,. parwd celular. la,_,,,_~- y al c:llDplaama. 

La-" ... .- - - de P9P1idogl11cano• q- _ _..el 50% del -

- de ,_ - - por N u 111.,._amlna y - N-.--.mlCo unidos por 

olill•I' '1>1Jctaa, y - de 20 • 50 nm de groaor. Ea141 - •,. -..,. ri.-........ y 

- .. ...,..,,,..b .. de dar .. forma, .. rigldeZ y .. fuef'Zll mamnlca ... -· i.nto, q- .. 
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c61ula - e11paz de soportar haata 20 o 25 atmóaferas de presión (Archibald. 1989); incluso 

cuando - pierde el protoplaato, la ~red mantiene su misma forma. 

La membrana plasm6tice - una doble capa de fosfolipidos, con un grosor de 7 a 8 nm. 

que contiene del 50 al 70% de las protelnaa totales de la célula. Como en todas las células es 

ta encargada de regular la permeabiHdad, y en el caso de las bacterias, es donde se 

encuentran ancladas una gran cantidad de enzimas metabólicas (Archibald, 1989). 

El citoplasma contiene aproximadamente 76.60/o de agua y dos cuerpos de cromatina 

comP8C\09 (genóforos) (Bleck y Gerhard, 1962). 

En lo que respecta al metabolismo, llaclllu• c.,.ua es aerobia facultativa, cuenta con 

un sistema respiratorio ramificado; cada via termina en una oxidasa diferente que reduce al 

oxigeno molecular en agua de acuerdo a las condiciones del medio; alguna de las rutas puede 

predOmtnar sobre las otras. Las enzimas respiratorias estén ancladas a la membrana 

plaamatitica, la mayor parte como proteinas Integrales (Escamilla y Benito, 1984). 

Algunas enzimas Intracelulares, como las que participan en el ciclo de los dlcldos 

tricarboxUicos eatan reprimidas al Igual que otras extracelulares como las proteasas. Cuando 

-.Clllua CW9tlS crece en un medio con glucosa. se acumulan écidoa orgánicos como pinlvico 

y ac8tico lo que provoca que el pH dlaminuya de 7.5 hasta alcanzar valores entre 6 y 5 

(Hanaon eta/, 1963). 
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......... 1. Ciclo de vida de Baclllus (Da-. y ~nd. 1992). 
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ESPOltULACIÓN 

Por lo general en Bacillus la esporulación es un estado morfológicamente identificable. 

la formación de la espora se considera como el último recurso que tiene fa célula para 

contender a una situación de estrés nutricional al que respcnde con el proc:eao de esporulación. 

durante esta etapa la célula se habilita para resistir periodos largos en condiciones poco 

propicias para el crecimiento, por ejemplo fa carencia de metabolitos disponibles como fuentes 

de carbono o nitrógeno (Doi, 1989) (lig 2 y 3) . 

~-13 

~ngtoent4 

-enl6 

F._... 2. Fol>Dgrafi8 de -- - en distinms el8pes de esporuiación. 
Mk:roacopí• etectrónlca, Instituto de Fisiología Celular. 
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Laa vantajma de un otg11niamo q~ .. 1'1 ad•ptado a vivir en ambientes con cantidades 

dlacontinuea de alimento son fallci ... de entender: en el caao de algunos Bacillus cuando el 

•Nmento decrece, - d-ncadenan una serie de respuestas que producen la diferenciación 

c61u .. r. 

La enclOeapor8 fue deScrtta aimuttallneamente en 1876 por Ferdlnan Cohn y Robert 

l<och. Haalll .....,... el -ludio de la -potUlolclón bllcteriana a nivel morfológico - ha detallado 

y complellldo gr8Cl9S 81 -miento de mullln- con marcadores morfológicos y bioqufmicos. 

La ..,..,..,_, - divide en siete •lolP8S -· en las modificaciones citológicas qua 

ocu,,.,, durainte la formación de la eapora. Para su eatudio cada fase del desarrollo se ha 

,.._donado con un tiempo en horma. 

Aal te et.pa 111 ocurrir6 hllcia te i...... hor8 (t-3) e partir de que - inició i. 

.._.._,,_ El proc:eeo de esporuteclón por lo general dura de 6 a 8 hor8s en condiciones 

óptimes de --- (Coi, 1989). 

Une de9ctipción breve de los cambios morfofislológico• que OCUIT9t1 durante la 

esporulación _.;n Dwort<in (1985) - -ntan en las figuras 2 y 3. 

Le -pe O - -. • - becllos en el --de Cl9Cimiento esteciDnerio, esllldlo que 

.. pnxtuce al final de la faae k>garftmica. aproximadamente 30 minutos deapu6s de que el 

cultivo alcanzó el pH mlnlmo (Coi, 1989). En este fe- el cnoclmiento de la población -
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detiene. debido a la ausencia de nutrientes. y se empiezan a dar los prtmeros cambios. u,,. de 

las primeras respuestas es la formación de flagek>a y la disociación de cadenas mufticelutares, 

así que 1•• célu'-• se individualizan y adquieren atta movilidad. Este lncntmento en la movilidad 

permite a la bacteria buscar alimento y responder quimlotáctlcamente a fuentes potenciales de 

nutrientes. Aumentan los niveles de activkHKt de loa cltocromos, se activa la síntesis de las 

enzimas del ciclo de Kreba y la cadena tnlnaportadorm de electrones, aaf como varias enzimas 

extracelu .. res de tipo lftico. De t.I fot'm9 que loa ácidos orgánicos son utilizado• como fuente 

de carbón y el pH del m..::tio llega a vmk>re9 cercanos a 7. Aaf, el ,..juste de la• enzJmaa 

metabóllcas Intracelulares permite a la cc!llUla utillalr otnos fuentes de carbono (Doi, 1989X Fig 

3). 

Entre las enzl,,,.• que - excretan en eat. et.pe, hay protaa-•. nudea-•· am"9 .... 

foaflllll-• y olra8 enz1m.. htdrollticll• m-. que alcanzan pollmerom y su.Ira- del 

mlcroambienle, parm deg-rtoa y conv.rllrloll en monómero•, loa cua ... quedan a dl8PQ8iclón 

de la - ,_ .. _y Fllz""-"-. 11181). 

Si la c61ulol al ~ encumntra ..-it. alimento o •u• enzima• ·-

80n - de htdrollzmr ...-..... po1im.ae, -.C.. la c61ula continúe~

De no - .. r - - otra 98CUencia de pr-... - dan como~ la l'onneción de 

UNI _. lalent., .,_., de germinar en poco8 minutos cuando el medio - el llPR>Piado 

(F-.11181). 

En la et.pe l elADN - dlatrib~ como.., conl6n .-1. y .r.cta .. ~ -· 

lo que Inhabilita la fi•lón binarill habitual y perrnil9 la dMslón alll..,.~ (Lulkenhaum, t91M). 
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Adem6• - •cumulan precul'90res de las protefnas de la cubierta, fosfatasa alcalina y DNAsa 

•-ular (lig 3). 

Ou,.nte la etas- 11 un• de I•• copima del ADN se condensa en uno de loa polos y se 

llevai • C8bo .. formación de un eepto, el cuml divide ••imétricamente a la a!llula en un 

comp81"timento pequefto clenomlrwdo p,...pora y uno grande que se conoce como célula 

m..ire. -· hey a1..-1a de protelnaa especifica• que participan en la formación del septo y 

en la compertimen-.:lón de le preeapo,.. El aepto finalmente se digiere por autóllsis y se 

producen doa compartimentoa indepmndientea delimitado• Clldi• uno por la membrana 

......,.._, poco deapu6s la °*'ula madre prolonga au citoplasma y envuelve a la preespora 

(llg 3). 

En la empa 111 la c61ula madre -loba completamente a la p...,..pora y de eata manera 

la - lamada endoeapo,. adquleN una membrana adicional con polaridad Invertida (F....., 

y H9ir1Za, 19113) (lig 3). Por .. to la -- -nta una - membrana que permita el 

- de mal6culaa de la c61ula madre al cHDplaama de la endoespora que - lleva• cabo por la 

ruta algUlente (Dol, 1989). 

memb,.,,. int8mai 

de la endoetlpora 

Eate - un -lado critico en la -porulacl6n, pues si, al cultivo se le adicionan nutriente• 

la - ya no tiene capacidad de revertir et proceso. 
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En 1• et.p• t3 se ha detectado un incremento de la actividad respiratoria de cerca de 10 

veces. en el cual, el sustrato principal ea et NADH (Eacamllle y Benito, 1984). 

Durante la etapa IV se Inicia la fonnación de la corteza entre la membrana interna y la 

extema de la endoespora y se acumula et 6cido 3-fosfogll~rtco. Est. capa junto con la 

deshidratación y la alta concentración de compuemtos de bajo peao molecular producen la 

refnlctlbllidlld de i. espon1 que se empieza • - evidente en eslol elolpa (Bi.ck y Gerh•rtdt, 

1962). 

En el tranacurao de la etapa V .. depoatta la protein• de la cubier'tai lni.m. sobre la 

superficie de la membrana externa de .. enclc>espor9. Esm cubierta lntenia - unm -tructura de 

!Ml>tldos oro-niz.clos en mulllcm- i.m-. 

El - dlpk:ollnico (- dlcarboallk:o-2~ plridlna), es el comporwnte bacterl8no que 

se llUgier9 como l)9lfl lpom. en la la-. - •I calor y ~: - ...,,_,,. 

- -• - da~.., - y .. •JCpUl9ado 1n..-1a- _.,...da la 

adlcl6n da_..,_. En condlcial- - .. u. _.,1e en~ eq...,_,_ • 
... del calcio y - - (Scolt y ia-. 1978). 

En la•'- VI la - •xtema se d8po9IUI aobre 1• superflcla da i. cubierta Interna 

que consta lambi*n da una capa protalca. Poatartarmente I• endoespon1 ea expulsllda de la 

<»lula madre y enlonc9S - la denomina._-. (fig 3). 
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F ...... :l. Esquema de las etapas morfológicas de la eaporu'-ición en Bacillus como se ve en el microscopio 
electrónico, modlfiC9do de Dworkln 1985. 
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El tiempo que dura el proceso 1• -porul•ción. bajo condiciones experimentales, 

depende de lll cepm de Baclllus y del medk> utilizado. La e9porulaci6n curre de manera 

aincrónica y es m•s eficiente cuendo las o61ulas han crecido en un medio rico en nutrientes por 

un minimo de seis a siete generaciones que se denominan transferencias y consisten en 

diluciones con-cutivaa del cultivo en crecimiento, para seleccionar a los organismos que 

crecen m•s ,..pido (Colller, 1957). 

E•POltA UBltE 

Laa MPOrm• 90n formas de reaiatencla y dispersión producidas por muctwis bacterias, 

protodiataia y hongoa. no son célu&aa reproductoras, son máa resiatentea al cailor. desecación. 

pH •-os y - condlc::iones -· en ... que las células -'8tlvaa no sobreviven. La 

formaci6n de la 99porai es un proceso de dlviaión celular en el que ocurre diferenciación. 

(-.1979). 

La .. pora •• una ealtuctura unicelular, totlpowncial que no .. divide. Tiene la propiedad 

de sobrevivir • ll'lltamlantoa qua matarlan • la c61ula en su forma _..,11va, de letargo y 

garmlnación. Letargo .. refiere • la capacidad que u.ne la .. para de convertl,... de latente a 

activa y germinar en presencia de suatrmtotl exógenos. Son los tipos celulares que mantienen el 

nivel m*a bajo en su metabóllamo (Dworkln, 1985). 
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En S.Clllu• c.,..,• la espora es esM:rica, esté formada por varias capas rodeando a un 

protoplasto que contiene sustratos de reserva rápidamente proce-blea y los elernenao. 

necesarios para realizar la bioefntesia y el metabolismo. Esta estructura tiene una arta 

concentración de ea+• (del 1% al 3% del peso seco de la espora); mientras que el 10% del 

peso corresponde al ácido dipicolfnico. Las protefnas de bajo peso molecular son abundantea. 

representan del 40% al 50% del total de protefna y presenta niveles bajos de écido 3 

foafoglic6rlco (Dworldn, 1985) y 64.8% de agua (Black y Gerhartdt, 1962). 

El estado hipometabóllco y las propiedades de resistencia se logran como resuftado de 

la formación de una serie de tegumentos que rodean el protoplasto y que producen la 

inactivación de la• macromol6culae. Unos cuantoa compuestos de peso molecular bajo y 

algunas protefnae especificas del citoplaem• de a. -pora. contribuyen a I• estabilid8d del 

estado de latencia y a las propiedades de reaistencia de las esporas. La estructura y loe 

compuestos presentes en la espora madura, • excepción del exoaporto, muestran gran similitud 

entre las distinta• especie• aunque ae postulen diferentes funciones y propiedade8 .,.... 

algun•• da ella• ( fig 4 y 5). 

Para explicar la resistencia de las esporas al calor se han propuesto doa teorfas; ambaa 

como nnultlM:fo de proceaoa de ac:t.ptación. La pri.,,.,. poatua. que ea ex>nsecuencia de la 

deahidratación y la eegund• explica que .. resultado de la re•cción de -tmbilización producid8 

por el calcio y el - dipicollnlco al.....,.,,_ (Goulcl, 1983 y Black y Gerhardt, 1962). 

La --examinada de •fuenl hacilo adentro por mlcroacopl• electrónica .,,..._... 

8eCCionea, las a.mies ae dividen aegún Dworkin 1985 en: exoaporto, cubi9rtaa, membrana 

externa, corteza, pano<!, membrana Interna y citoplaama (flg 3 y 4 ). 
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~ 4. Mk:rografla electrónica de la espora de .. c//lua C819Ua liberada en un 
.. ladro temprano (T41

/ 2) a)exoaporio. b)citoplaama de la celula madre que quedo atrapado 
entre el exosporio y la membrana externa, e) membrana externa, d) membrana Interna. e) 
corte:ui, f) citoplasma , g) aatadoa Iniciales de formación de las cubiertas (Andreoll et al, 1973). 
La eacel• de la Une. representa 0.25 µm. 

r<L-0----~u::=~a externa 
~~;::==~~~ cortezai F pared de la «»lula germinal 

i---memb,..na interna 

~citoplasma 

Flgurai S. Modelo de un corte transversal de una espora madura de -.C/Nua cweua, se 
mueatra las formas de organización de los tegumentos (Freese y Heinze. 1983). 
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Ex--"> 

El exosporio es una estructura transparente de •P•riencia membranosa que rodea 

totalmente a la espora de -.Clllu• ~•. -.Clllu• antltrac/a y Cloetrldlum •P. ea menos 

aparente en las esporas de -.Clllua •Ubtlll• y -.C/llua ,,,.,,...,,.,m (Hanaon, 1979). 

Este tegumento en 8'M:lllu• cerwua mide aproximadamente 500 A. - encuentra 

formado por dos capas, una extema constituida por proyecciones vello-• distribuidas 

irregularmente que tiene un grosor de 250A, y está cok>C8da sobre una cubierta intermedia de 

60A de profundidad y de apariencia simil•r. la ca.pa interna conata de una superficie con poros 

hexagonmlea id6nticoa, con 75A de centro a centro, fonnada por cuatro 16mirwa que se pueden 

tr.gmentmr como criatm- y UNI memb,..,... ba-1 de 190A de ancho; la permeablllc:l•d del 

exosporio infecto corroborm que su superficie ea PorO .. pues fácilmente la pueden atra~r 

dlverula moi.cui.a (Gem.rdt y Rlbl,1964) ( llg 6). 

2 

F ..... •· 1-D'-8m• del •-pario de ._lllua ~• -to por mlcroacopla 
electrónica. Esbll constituido por dos capas principa ... (a) y (d). (a) es una capa irregua.r 
form- por pro~ -· (b), y u.... C8P8 intmrmedl8 (e) y la membran• baaal (d) en 
donde - encuentra une de I•• cuatro láminas (e). El espesor de e.da capa es: a•310A, 
b•250A, c"'60A, dz190A y •-SA. 

2-Eatructura de la membrana ba-1 del exoeporto obtenid• por difracción de rayos x en 
donde .. ve l.m perforación en hex.ttgonos y comprimid• en 4 láminaie laa cuaJea se p~n 
tr.gmentmr en criata- (Gerharth y Ribl. 1964). 

15 



El exasporio con•tituye I• entidad entre 1• ailula y el medio. representa el 2% del peso 

seco de,. -porai intmcta, contiene 52% de proteínas, 20% de pollsacérfdos, 12.5% de lfpidos 

neutroe, 5.5% de foafollpldoa y 20 % de ceniz. (Matz et al, 1970). 

En -.CINu. cwwua el exo•porio - forma poco tiempo después del englobamiento de 

,. eapor9, y I• envi.fve grmctu•lmente. Las cubiertas de la espora se fonnan dentro del 

exoeporto en deurrollo. Su función ea probmblemente la de concentrar las subunidades 

proteica• de •• cubiert8•. a medtdm que aon sintetizad••· y para asegurar asf su 

polimerizacjón en &ai auperficie de 1• enc::toespora y no en otro sitio de la a§llula madre. Las 

pratefnaia que ae 9"CU8ntnln en el exoaporto son resistentes a protea-• como pronasa, 

trlpain11 y pepai"8; y a otraia enzima• como Hs-N y liaozlm• y a reactivos como deoxicolato y 3 

mercaptoetmnol, lo que Indica que - una estructura de defensa de la eapora contra los efectos 

de las enzi..,.a hldrolltlcaa (C.breno et a/, 1971 ). 

El proceso de manipulación y lavado de las esporas así como su liberación, fuerzas 

ffak:ma, tratamientoa de aonlcación, fricción y abrasión, producen la ruptura del exosporio que 

ea muy delicado, quedando aar como la zona de difusión efectiva la envoltura siguiente: la 

cubierta (Gerhllrdl y Rlbi, 1964) (Cabrera et al, 1971 ). 

Si et exosporio ae trata con 1% dodecil sulfato de sodio (SOS) incubado a 37°C por 

1hora, ae obtienen par etectroforesis dos bandas principales, que correspcnden al 15% del 

contenido origi"81 existente de péptldos en el exo•Porfo (cabrera et al, 1971 ). 
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La cubierta represenhl del 30% al 60% del peeo sacc de 1• ••pare, y cerca del 50% de 

au volúmen; adem<llls contienen més del 80% de fas protefi:--• totales de I• .. pora (fig 4 y 5). 

Loa ••ludios real~o• en b•c:ten9• ain cubferta han demoatredo que esta no es 

necesarias para la retención del ;leido dlpic:ollnlcc, ni para producir la rwfractibllldad o, la 

termorreeiatencla. pero au p,.._,,ci• hace •I organiamo reaiatente a .. Haozima y a los 

aolventea como el octanol y el cloroformo (Dwoc1dn. 1985). 

La composición qufmfca y la morfok>gfe de las cm~• de 1• cubierta de laa esperas 

varfan entl'9 •- -pecies. Al examinar laa eaporaa de 8-elllu• c.nHI• en 88Cciones finas. al 

microscopio e'8ctrónico, - pueden ob9er'Y8r tnn capma distintas entre el exospario y la 

corte.za: u,,. cap.-·~ q.,_ forma 1>9f"Chee, ,_ aegund8 - una capa con oriftc:l09 y par último 

la lnl9ma, -ta capa ~- de un llOlo polipjptldo que tiene un - ..-.:Ular de 12 kDa; 

rico en cfatefnaa. fo que pRJduce la -tructur8 tercimria al .. r.blecer ~tea de diauffuro. 

intanK:cione8 hldrofóbica• y pa,.. lónlcc• entl9 el polipjiptldo (Oworkin, 19115 ). 

como siguiente -..... se encuentre la mambrana. que separe a la cubierta de la 

cor19Za, -~ formada por una doble cap• de foafollpldos y tiene una pol8rldad inversa a la de 

la cjilul• madre (Dworkln, 1985) ( fig 4 y 5). 



L.- cortaz.8 ae ve al miCmaCOpio electrónico, como una región transparente limitada por 

le cubierta de la -para. - protMlble que cuando ae depoeltan la• capas de la cubierta en el 

exosporio quede atrmp.8do materiml citoplmam6tJco de la ~lula madre que se localiza entre la 

membran• e-.n. y ... cub-• (lig 4 y 5). 

En eu mayoría la corteza ••tá compuesta por un péptk:loglucano modtficado, con 

-tructura diferente a le que forma la pared celular. Aparentemente, en la espora está capa se 

aintettza por la poltmerlz.8ción de di-carklop6ptidoa de manera semejante a la polimertzactón 

de 1• pered en I• oilui. -tativll (Dwortdn. 1985). 

Le con.z. - ...,. -tructu,.. crfUC. pm,. que ee mantenga la nporuJacfón y la 

-tabilidad de la -porai. Produce retr.ctlbiHdad, da reaiatencia al calor y pennite la retención 

del 6cido dlpk:ollnlco y del e111cio. La corteza .. hidrollza por la acción de enzima• lltlcas 

du,.nte el proceeo de genninmclón. mient,.s que la pared persista (Pearce y Fitz-James. 1971 ). 

~-de .. _lagannlnal 

Inmediatamente deapuéa de la corteza y sobre la membrana plaamática, está localizada 

le pared, que - aintetize a pairtir de precursorea proveniente• del citoplasma, que se 

tranaportan • tnlvH de la membrana, es~ formada por péptidoglucano aimilar al de la pared de 
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la ~lula vegetativa: incluso se ha sugerido que al germinar la espora. ésta pared se desarrolla 

Y da lugar a la pared de la atlula vegetativa. La pared celular del protoplasto y la de la céluta 

vegetativa son estructural y funcionalmente equiv•'8nt- (Dwortdn. 1985) ( fig 4). 

La última capa colocad8 debajo de la pared es la membrana plasmática o interna. que 

tiene composición y función slmia.r • la de la .,.lula -bltlva (llg 4 y 5). 

En el citoplaam• se preaent.n enzim•a. el aparato bloalntetico, coenzimas. nucleótidos 

y metabolitos, además de un solo genóforo. Las protefnaa, écldos nucleicos y Upidos que se 

enct.mnt,..n en el&. aon e .. ncilllea para au viabilidad. Adem•s. contiene una attai concentr8clón 

de 6cido dlpicollnlco y de Clllcio (llg 4 y 5). 

En .. eaporm latente twy pocas cantld8dea de nudeólidos de trifoafato, azúc9res, 

nucleótidoa de piridina, acetH-CoA. una carga energ6tlca muy baje y nivele• altos de 6ddo 3 

foafogllc»ricO, aal como las enzima• .,..,...ria• pa,. c:onv9ftir nta com_.to a aceblto y CO. 

(-.1981). 
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GERMINACIÓN 

Eate procetK> se ha dividido en 3 etapas: activación, germinación y expansión (Setlow, 

1983). 

Lm activación - un proceso reversible, es el final de la latencia y resulta de la acción de 

htmmientoa que por sf miemos no producen I• genninación; pero capacnan a Ja espora para 

que germine m.a rápido. la activación se puede Inducir con calor en niveles subletales, debk:fo 

• q.- produce cmmbioa en la estructura terciaria de las proteínas que mantienen el letargo 

(f<eynmn et al 1964). Tamb"'n 1• propician loa detergentes. la exposición a pH bajos y los 

compuestos que contienen grupos sulfhldrifo o agentes oxidantes fuertes. No se conocen a(.rn 

con detmlle loa cambios estructurales criticas que ocurren durante la activación (Dwortdn, 1985). 

La germlNICión se define como 1• conversión de la eapc>n1 latente en una célula 

mot•h6ilic•mente actiV8 y sensible a condiciones extremas de pH, temperatura, desecación y 

fmtt. de nutrient-. Comprende una serie de fenómenos degradativoa irreversibaes que se 

lnici9n con la presenda de agentes eapeclflcoa llamados germin11ntes (Hashimoto y Conti. 

1971). 

Laa suablncim• que se requieren para genninar esporas de Bacil/us en el laboratorio 

aon alrnp .... difieren de un• especie a otra. Un solo compuesto como Ja L-alanina. adenosina o 
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ribosa, más un amortiguador, son suficientes para una germinación óptima en muchas especies 

(Gould, 1983). 

Existen germlnante• nutrientes y no nutrientes. Dentro de los . segundos se han 

reportado iones metálicoa, •gentes tensoactlvos, dlpicollnato de calcio y enZinwa hidrolfticas 

como la liaozima; y tratamientos como 111 abraaión o deformación y la presión hkfroetjitica a 

cientos de •trnóafttn1s. Eatoa fltctores flaicoa y qulmk:os depolJmerizan o da"ª" la estructura 

que requtere 111 espora para mantener el letargo y 1• f89iatencia (Gould , 1983). 

En pacoe minutos le f89i•tencia al calor se pierde, cerca del 90% del c.lcio 9C&.lmulado 

se libera (Yuan-Tay y F_.¡1ng, 1991), el 6cido dlpicolinlco y el !leido aull"olllctico son 

expulsados, los tegumentos se pierden, el p6ptldoglucano cortical es hldrollzado por la 

activación de nuevaa enzlmaa 11-.i y loa frmgmentos solub- - enojan el ..-1o. El 

fosfogllcerato es melabolizedo en- de que se In.- la slntesla - noW> y se produce ATP 

anlaa de que se -nla la alnlaaia de mecromd6culaa (Gould, 1983). 

Durante eala tiem- entre _.,., 111 per9d de la "*lula se adhiere si cltoplaame de la 

_. germinada y 111 rodee. Le .,._ se hinchll y se vuelve melal>óllcement9 -; -te 

Pf'OC990 - conoce como._- (Hahlmoto y Conti, 1971 ). 
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DIFERENCIACIÓN CELULAR 

Le diferenciación celu .. r •• la tranafonn•ción de un tipo de célula en otra. por la 

modificación de su fonna y función. resultado de la interacción genoma-ambiente. 

L.81 dtferenciación puede ..,. parte de un proceso de adaptación que permite al 

Ofgllniamo sobrevivir en un medio crítieo: aunque tambi6n se le coneidera como una parte 

integral de un ciclo de vid• especializado que posibilita la realización de una tarea metabólica 

eapeclficol (Parillh, 1979). 

Cu.indo se expone un orgmniamo a condicione. de estrés, 6ste resPonde rápidamente y 

tldapta su metaboUamo a las nuevas condiciones del medio. En microorganismos se ha 

obeervado que 1• diferenciación celu .. r ea Inducida por difentnt- niveles de estrés metabólico 

(Dowda etll/, 1987). 

La dtferencieción celulllr ha sido estudiada muy ampliamente debido al gran lntems 

biológico y ~leo. desde mucho8 puntos de vi• .. y - han propuesto muchma teorfaa; desde 

a.a que conceden nwyar lmportanclll • toa genes hasta laa que atribuyen .. papel central ~I 

•mbiente. o bien &aa que dan • loa doa elementos el mismo peso. 
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ESTRÉS OXIOATIVO Y DIFERENCIACIÓN 

Henaberg y Aguirre en 1990. proponen una explicación al fenómeno de la diferenciación 

celular en microorganismos. En el proceso de conk:t .. ción de Neu~ Cl'98- existe un 

estado hlperoxidante relacionado con el proca90 morfogénico. Al inicia,.. la adhesión de las 

hitas, generarse el micelio Hreo y formarse lea conidias, se ha deteci.do una oxidación 

general de protelnaa, entre elles algunas enzlmm• eapecfflcas. Asr mismo - ha observado la 

p&rdida del poder reductor celular, la emisión de luz '91acionada a la Siillff'Nll'8Clón de algunas 

especies reactivas de oxigeno y diversos cmmbioa en loa mecanismos antioxklantes de la cililula 

(flg 7) . 

Eato indica - la• condickm99 de - -llca propician la formación lntracelulllr 

de aapeciea reactiva• de oxlgano, qua al praduci,,.. por arriba de la capacidad anlloJddante de 

la c61ula, generan un .. tado lneateble (hiparoxldante) que induce a la c6lula a ai-rwe -

oxigeno amblet1tel. Al responder a 111 condlc:ión hiperoxlclante. la célula alcanza un -

-lable diferant. al que aa le ntconoc::e como un ••lado dlferanciado (Han-.g y 

Aguitre, 1880). 

S. poatulll que lo8 organtarnoa. a pmrtir" de su exposición a un• atmóefera rica en 02. 

deaarrollaron --- anlloxiclantes - de contrarrestar el efecto de la• -peclea 

reactiva• - oxigeno (ERO). Adem41•. la -lructunl celular llene canoctarlallcas de protección 

antioxicl.-nte ..... como: la •Ita eficienciai de la citocn>mo oxidaaa en do"8f' aimul,.neamente 4 
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l=, 02 

C,N,P r l 

~ H~v••ión del o, ambienta¡ :H~ 1 -~ 
0..~ H 2 0 

t-~~~~~~~-<_Hº-'~~~~~~~~~~'l 

F .... 7. Modelo del ciclo de vida aimpte de un microorganiemo de acuerdo con la 
18orl• de H8naberg y Aguln-. (1990). Slmboloa: c. cairt>ono, N nitrógeno, y P fuentes de fo-to. 
XH. dmponlbilld8d de toa •cail'1'elldor9• de electronma reducidoa; X. 8C81'1"88dore• de electrones 
o.-.. HO -- h¡p.,.oxicUlnle; (HO) pcMlble -llldo hiperoxld8nle. 

electrones al Ca- que lo tnlnaforman en H 2 0; el confinamiento de las enzimas 

~· de peróxkto de hidrógeno en peroxJsomaa: la existencia de enzimaa cltoaólicaa y 

extntcalu,.,.. con atta capacidMi de fonnar complejos con el Fe2 •, Cu2 • y otroa metales que 

CUllndo - ptOduce un __ ,_nce entre la producción de ERO y la capacldmd del 

organiamo de neutr8NZ9rtoa mediante kM proceso11 •ntioa:idantes. ae genera un aumento en la 

concentración de la• ERO, ct.finido como una aitut1ción de estrés oxidattvo. Esto puede ser 

,..urt.do de que k>e .,.temas de protecc:.ión son Insuficientes o est6n deterfot11doa, o bien de 

que las c»rui.a se encuentrmn expueat.s a factores extemoa que promueven la generación de 

... ERO (H•lllwell y Guttari<lge, 1989). 
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Las bacterias presentan sistemas adaptativos que contrarrestan k>s cambios dntlsticos 

producidos en el ambiente, por ejemplo: cuando se da un estn!ts oxidativo, se induce la 

expresión de algunos genes que sintetizan para enzimas, asr como los mecanismos de 

reparación del DNA (Demple y Cuevas, 1991). 

Las principales mecanismos antloxkfantes son le c.mlaaa, la superóxtdo diamutasa, tas 

diferentes peroxldasas, las glutatlón reductmsa y k>s sistemas regeneradores del NADPH. 

ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO. 

Un radical Ubre (R.L) ea cU81quler .. pec1e qulmlca, atómlal o rnolecu .. r. cmpaz 

de existir independientemente y que contiene uno o ~· electrcn- dea8pereaclos. Ese o esos 

electronea generm¡n un cmmpo •16ctrico que no - anulado, k> que ocaaior'W que i. especie 

qulmlcai -• peramagMtica y par ende altamente f'98Ctiva. De loa radica ... que se producen 

como derivado9 de loa elementos qufmlcoa. aon importante9 para loa org8niamos vtvos. los que 

generan el hidrógeno, el oxigeno, el carbono, el nitrógeno y los de metalea de transición como 

el cob,. y el fierro (Halllwell y Gutteridge. 1989). 

Los R.L pueden obtenerse por le p6rdlda o g8n8ncia de electro.- de une especie no 

radical. Una mol6cuta con enlace cov•lente, al romperse de manera homolltlca también puede 

generar radicales Ubres cuando caide uno de loa elementos unidos emigra con su propio 

electrón (H•H-1 y Gutteridge. 1989) 
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Según Halliwetl y Gutteridge (1989), el oxigeno tiene una abundancia atómica en el 

plmneta de 53.8%. correaponde al 21 o/o del aire seco y esté disuelto en todos los cuerpos 

aculferoa; se originó de 1• fotoalnteaia oxfgenica de cianobacterias Mee más de 3,500 millones 

de alloa. 

La mohicula de oxígeno ea considerada un birradlcal, debido a los dos electrones 

desapareados que se encuentran en los últimos orbitales (Farr y Kogoma.1991 ). La disposición 

paralela que pre98'11an dichos eJectronea disminuyen la habilidad de aceptar un par de 

electrot tea de otra moll6cula en la cual éstos se encuentran antiparalelos. Asi la reducción del 

oxígeno se retarda por la aceptación de electrones de uno en uno y genera especies reactivas 

de oxlgano (ERO) (H•ll-11 y Gutteridge, 1989) (flg 8). 

A pesmr de que es uno de los elementos m-• abundantes en los seres vivos, es nocivo, 

debido a que a partir de él se generan las ERO. Esta teorfa la propusieron R. Gershman y O. L. 

Gilbert en 1954 en los Eatadoa Unido• de Am6rica; postula que el oxigeno es tóxico y que el 

m•yor efecto dalHno de este elemento se produce por medio de los radicales libres que se 

forman y propone que la formación del radical superóxido es el factor potencial del dafto y que 

la auperóxido dlsmuta- conatttuye la defensa esencial contra éste (H•lliwell y Gutteridge, 

191M). 

26 



Es muy importante el eatudio del las ERO debido al grave dafto celular que cau-n. ya 

que todas l•s c4tlulas de loa org•nlsmos aerobio• ea~n sometida• a la gene,..ción endógena 

de radicatea librea, toa que provienen en au mayorla d9 1• reducción parcial del O:? utilizado por 

I•• células. El 21 % del Oz tiene una pequalla m•nlfe•blción de efectoa d•lllno• (H•ll- -

Gutteridge. 1984), entre un 2 y un 5% del oxigeno conaumido, para laa funciones metabólica9, 

genera radicales libres. los que pueden oxidar diferentes componentes celulares y afectar la 

estructura y/o función celular de protefnas, Upidos, •ck:foa nucleicos, azúcares, tanto dentro 

como fuera de laa células, fo que conlleva a la destrucción de membranas y orgallnulos (Halliwell 

y Gutterldge, 1984). 

Los intermediarios reactivos que se pueden generar por reducción parcial de éste 

elemento son: el superóxido 0 2 -. radicales hidróxilo oH• • Ión peróxifo HO- y peróxido de 

hidrógeno H 2 0 2 (fig 8). 

Loa radicales libres por su reactividad existen en concentraciones muy bajas en laa 

célula• (10_. a 10-eM) y no villjmn muy lejos del sitio donde se forman. Por ejemplo el radio 

promedio de mcclón del radical hldróxllo -el má• reactivo- es de 30A. 
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Pueden actu.r como oxidant- y reductorea. Cuando un radical libre reacciona con un 

compuesto no radical. puede fonnar otros radlcaMla libres e inducir una reacción en cadena, lo 

que ampllflca el fenómeno miles de veces (H•lli-11 y Gutteridge, 1989). 

Orbit.I 

a"2p o o o o o 
71:"2p <i)G) <WO @G) @@ G)G) 

71:2p @@ @@ @€) @@ <@@ 

a2p @ @ @ @ €) 
a•2s @ Q Q Q G 
2sa @ (@ <@ <@ <@ 

a•1s @ @ €) @ @ 

a1s @ <W @ @ @ 
~J,;~; Singuleto 0 2 Superóxldo 16nPeroxldo Slnguleto 02 

(14g02) (02) (022") (1~g+O:z) 

Flgu ... 8. Estructura electrónica de tas especies reactivas generadas a partir de la 
molecula de oxigeno (Halliwell y Gutteridge, 1989). 
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SISTEMAS DE PRODUCCIÓN DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO 

Los agentes externos que generan ERO son: loa metales de transición, rayos x. laa 

radiaciones Ionizantes. la luz y los rayos gamma. que actúan sobre el agua y las reacciones 

metabólicas en las que interviene el oxigeno (Halliwell y Gutteridge. 1989). Los metales de 

transición son cofactores en el sitio activo de las enzimas de tipo oxigena.as y oxidases, 

protefnas que facilitan los arreglos electrónicos que permiten la producción de las ERO. 

También por el proceso de fosfortlacl6n oxidativa en el metabolismo celular, que 

conduce a la formación de agua, se forman las ERO, mismas que son transformados por la 

citocromo oxldasa. (Halll-11 y Gutteridge, 1989). 

CARACTERISTICAS DE LAS EROS 

111118dlclll hldr6xllo 

El radical hidroxilo es resultado de la reacción del peróxido de hidrógeno con un electrón 

y un protón, y por la ruptura homolftica del mismo que da lugar a dos radicales hk:lróxilo, por 

reacciones Ionizantes o por calor. Su vida media es de 10-9 segundos y es un radical 8111amente 

electroffllco. Es uno de los compuesto• más reactivo•, reacciona en mk:roaegundoa con 

cuailquier moWtcula cercana como: azúcares, amil104M:idos, fosfollpidos, 6cidoa nucleic:oa y 

•cidos orv'inicoa, con los que forman R.L a partir de loa elementos con toa que reaccionó. La• 

oftlu&ms no cuentan con ai9temaa enzim41ticoa P•ra us1111o como sustrato, sino que tienen 

mecaniamoe pa,.. prevenir au formación o para deshacerse de loa que ym se han formado, 
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debido a .. to, la mejor fonna de evitar su• efecto• es desechar el pe1"6xido de hidrógeno con 

ayudol de catalaaa• o peroxldaaa• (Halliwell y Gutterldge, 1984). 

O•'-•ln111.lleto 

El oxlgeno aingu•to se produce mediante reaccione• que invierten la rotación de uno de 

k>a electronea aolitairios de la mol*cu ... Por definición .. te no es un radical Ubre, es una ERO 

que en los sistema• biológicos presenta alta reactlvldad (Halllwell y Gutterldge, 1984). 

El H 20 2 no es un radical pero ea el principal promotor del radical hldr6xUo. Su 

rompimiento esbll medledo por la catalasa y las peroxldasas. Proviene principalmente de la 

dlemutaci6n del radical superóxido, además, es uno de los productos de las reacciones de la 

glucolato oxk::laaa, O y L-amino oxldaaa y urato oxidasa (flg 9). 

La reducción dlvalente del oxigeno molecular para formar peróxido de hidrógeno ocurre 

en peroxleomaa, orgánulos celulares especializados en plantas y animales que poseen, entre 

otra• enzima•. amino oxida-a. Difunde a trav~s de membranas con facilidad por lo que está 

en todos los compartimentos celulares. Reacciona con el Fe 11yCu1 y forma el radical hidróxilo 

en la llamada rwmcción de Fenton (Halltwell y Gutteridge. 1989). La formación de peróxido de 

hk::lrógeno por una oxk::laaa terminal, fue reportada por Oenis et al, 1989, en ~eudontof ... 

n.utfca una bacteria marlnm (Oenis et al, 1989). 
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Flgu .. 9. Estructura del peróxido de hidrógeno (H•lll-1 y Gutteridge, 1989). 

El radical superóxido es producto de la incorporación de un electrón a una mol6cula de 

oxigeno. Se produce normalmente durante fa fosforilactón oxidatlva. Por e. diamut8dón que 

lleva a c.mbo la auperóxklodiamutai- - obtiene normalmente peróxido de hidrógeno y agum 

(con la participación de un electrón y doa protones). Varias enzimas catalizan la reducción 

univalente del o>dgeno y dan lugar a este radical. como xantina oxida-. glucolato oxida-•, 

urato oxldasa, NAOPH oxidasa, aldehido oxidasa, ftavln deshidrogenasa y algunas pet"OJtida-s. 

Compuestos no enzlm•tlcoa como el par hidroqulnona-.. mlqulnona, mediante reacctones de 

autooxldacl6n, que incluyen a las relacionadas con las catecolamlnas, ftavinaa y las 

ferntdoxinas, tambien son capaces de generar radical superóxido (Halliwell y Gutteridge, 1989). 

El 0 2 • es muy estable en solución acuosa y en este medio tiene reactividad limitada. se 

dlamuta eapon~neamente en 0 2 y H 2 0 a pH 7.4 a 2x105 M sec·1
• (Roberts et a/, 1991 ). Difunde 

• través de rnemb,..naa y a distancias relativamente g,..ndea. Cumlquier slatema genentdor de 

o,- puede producir H 20 2 (Halliwell y Gutteridge, 1989). 

31 



La mayor fuente de producción del radical 0 2• en· los seres vivos, es la cadena 

respiratoria principalmente en el complejo NAOH-coenzlma Q reductaaa (ubiqulnona) y en las 

farmae reducid•• de la coenzima Q (flg 11 ). 

En la cadena de traneporte de electrones el NADH ea oxidado a NAO por un complejo 

multienzim6tico llamado ·NAoH-coenzimaQreductasa", en el que dos electrones pasan 

aimu~neament• a la coenzlma Q. El complejo reductasa contiene ftavoprotefnas (FMN en su 

•ttio activo y no protefNle hemo-fierrc, como loa citocromos). La coenzlma a acepta electrones 

de la semiquinona y de lae formas completamente reducidas, asl como también de 

tlaivoprotelna• reducida•. generad•• por el ciclo de Krebs y de la p-oxldación de los ácidos 

gnt90S (Hal-ll y Gutteridge 1989) (llg 11). 

De la coenzlma a los electrones pasan a través de otro complejo multienzimétlco 

(Coenzima a citocromo e reductasa), que contiene citocromos b, y de ah( a otros citocromos 

para llegar al oxigeno que es el aceptor final. 

Los citocromos son hemoproteinas que aceptan electrones por medio del Fe 111, 

colocado en el centro del grupo hemo, que se reduce a Fe 11; finalmente el citocromo e es 

olddado por un complejo multienzim.l!lltico "citocromo e oxidasa". Por cada 4 electrones 

consumidos por este complejo se reduce una molécula de oxigeno a dos moléculas de agua 

(Hall-11 y Guttarldge. 1989). 
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Semiquinona + 0 2 ~ Quinona +02 • 
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FJeun1 11. La cadena tranaport.dor• de electronea en el complejo NADH-CoenzlfNI Q .-uc- (..-1 y Gutterldge, 19119). 

La ublq....,,,. - un complejo ~ de electronea no pro161co, -"'"' gran 

movH- dentro de i. membrana y conar. de un nllcleo de 1, 4-benzoqulnon.. A dw.renci. del 

cHocromo e que - muy eficiente corno -s>IDr de elecln>l,.a, i. ubiqulnon. eólo .aepbl un 
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electrón a 1• vez. paira lleg8r a dos, siendo por lo tanto generador de una gran cantidad de 

-. auperóxldo. 

El radical auperóxido no es una especie particularmente reactiva. pero es 

potencimlmente t6xtc.. debido a que es un alatema generador de peróxido, como resultado de 

dlamutacl6n no enz1m•t1ca y por au c.pacidlld de producir el radical hldr6xllo. 

aUPERÓXIDO DISMUTASA 

Fue descubierta en eritrocttoa por Me Cord y Frfdovich en 1968. Es una protelna ubicua 

en loe organ- aerobios, pennite contrarrestar loa afecto• t6xlcoa del radical auper6xido al 

aliminallo por la diamutacl6n en oxigeno molecular y peróxido de hidrógeno. Tiene como 

- un metal de transici6n que faclllt8 la tranfarencla da electrones (Roberta et al, 1991 ). 

Su actlvk:tad depende de la concentración de 0 2 - y del porcentaje de Oz utilizado para 

h8cef" r•c::Hca:I auperóxido. La ecuación general de la reacción ea la siguMtnte (Me Cord y 

Fridovlch, 1969): 

o~z· + 02·- +2H+ .---. 

Esta protainmi h8 aido clasificada en tres grupos: las que tienen como cofactor fierro. 

manganeso y cobre-Zinc; &as dos primeras ae encuentran principalmente en pn>cariotos y la 
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tercera en eucerlotoe. Loa trea tipo• parecen tener un mecanismo bioqufmic:o y actividad similar 

aunque su estructura - diferente (S.nnister et 111.1991 ). 

Las que presentan Fe y Mn son dim6rica• o tetram6rtcas y -t6n fonnadaa por 

subun~• de peso molecular cercano• 20,000 dellon9s (180 • 200 •mtno6cldoa) y un Mn o 

Fe (Roberts •t .i. 1991), mtenlnl• que la de CulZn - -nta en form• de dlmero y -

:M,000 con O.:M% de Cu (Me COfQ y Frldovich, 1989). 

únicanwnt. ae hain repcrtado 3 casos en loa que no haiy auperóJddo dismutaa8 en 

•lgunms becterlas 16cticlls, - -· mlcop-m•• y ureoplasmas (Meter y 

Hebermelh. 1991). 

LAI- de la SOD -16- •la ln._..,ión del oxigeno en la •bnóa'- y a la 

~deloS-delnlnsiclónen la-. por lo tanto ~-taenzlma 

,._nlO un• de las primer.a form•• palr9 con1n1..-1ar la toxicidad del oxigeno en loa 

orgmntsmoa "'- (S.nnis- et e/, 1991 ). 

LAI SOO, _..,., per9 i. vida -.,a,i., - induce CU9ndO hay -trH oxldatlvo o-· 

el prodUCID de su '9acciórl - ~o por la .,.-.. por lo que -16n muy relaclol .., .. 

fuolCicM--. .. (Bow19retel, 1992). 
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CATALA8A 

U c. .. a.- ea una enzima ubicua q..- .. hll pntHnte en loe organismos -robios con 

•ialem•• de cltacromo•. man ••..,cic>nms loa e11mo• de ~..,,,.,... a--· l/lycoplm•m• 

,.,.........,._y....,.._,,,._,... y v•rioa J)9nillaito9 helmintos que no I• tienen. y se presenta 

- miguno• 01Q11niamo8 •.......abio8 -trlctos como A-- ---n•. Shlgel,. 

.,,,..,. ... _ y ,..,,_.'an-.C ... lclflt .,..,,,_,.,,_ Ea principalmente una enzima Intracelular 

(.._I y Gutterldge, 1989). Funclon•lmenle H •Imitar a la• peroxld• .. • y solo difiere de 

.... en que únicamente es capaz de utilizar H 2 0 2 como substrato, su re•cción general es la 

·~<-•t.t, 1989). 

2H202- 2H:z0 + 0.. 

t.. C8talau boYirw purific8da y criataliz.8dai p,...nta una •partencim acicular, prt•m6tica 

o 16mlnar, - una protefna tetrm'"*ic. con peso mo'8culalr de 220 a 350 kDa. En cada una 

de •um 8Ubun- de 60 kDll; pnt8enla un grupo pro•tétlco de protoporflrtnm (protohemo) 

IX y unm mol6cula d9 NAOPH que .. proporciona HlabllldOld. En form• de monómero 

pt'98ent.n pC>QI activkfad catelftJca y peroxidatfva para una amplia gmma de sustratos Que 

lnclu119f1 NADH. Tiene unm llrosinm que - ligando al fierro del grupa hemo (Sharm• et a/, 

1989). 

El número de m.,...,u... de peróxido de hidrógeno ...,,._. par molécula de 

catalaaa bovin8 en un minuto es de 3.5 x: 109 veces por segundo, lo cual lndicm su eficiencia 

(Deiuerot y Oounce. 1970). 
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La catal•- de•truye al peróxido de hidrógeno mediante dos tlpoa de reacci6nas, la 

primera lleva • cabo la form8Ción de un complejo primario entre el peróxido de hidrógeno y el 

fierro del grupo proat6ttco (Dounca, 19113). 

P-Fe3
• -OOH + H,O "t 

En la -unda· ,.accl6n al llamado compta¡o primario reacciona con la -unda 

mol6cuta de peróxido de hlclrógano, para producir ta anzima libre, - y oxigeno molacular 

comoaigue: 

La catalaaa e• u,,. •nzim• que no se aaturmi con sustrato dentro d9 un Intervalo de 

concentraclOn mayor de eM de perCxldo de hidrógeno y en contraste •• 1naict1Ya r6pldamente a 

concentraciones mayores de 0.1 M de su sustrato. Debido a ésto. lo determinación de la Km -

prácticamente Imposible. pero se han propuesto algunos protocolos que pennlten obtener 

medidas par~ comparar tas cin6tlcas entre las distintas catalasas (Feuers et al, 1993 y Aebl, 

1984). 

E•ta proea¡na - - par azlda da -· cianuro de pota.io y ..,.. -peclftcamant8 

por 3-amlno-1, 2, 4- trl8ZOI; - -- a -mo. El cianuro de.,.._.., compit8 con •I 

paróxldo de hldrógano por la ,..cci6n de coordlnacl6n en la PoBlci6n 8 dal fierro de la 

hamatlna. Al aumentar la concentracl6n da cianuro de pota•io - ~ Incrementar la 

cantidad del comptajo primario formado. al - aumenta la conoani.-.. de H•02 pueden 
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~,.. loa componen- del cillnuro de potaalo existentes. SI lo que se agrega es azlda 

de sodio 1• catalasa .. reduce como lndh:a 1• etguiente reacción. 

P-Fe3•-()H +H2 0 2....,__._._..P-Fes.- OOH +H20 

P-Fe .. -oc>H+ HN,----P-Fe,_ -oH +N2 0 + CNº) + H"' 

------P-Fez..- NO+ N2 +H20 

Le catalm- bovlrw se diaocim Por •lmacan•miento. cambioe d,..aticos de temperatura, 

.__.. a !>ajee tampenstunu por tiempos prolongados y por acci6n de 6cidos o 61calla 

(0..-olh y Dounce 1970). 

Las cataa.- aon un grupo de protefn11a altamente conservadas. La fonn• m•• común 

•• Mmej.ante a 111 que .. ~nta en loa bovinos pero hay algunma excepciones como en 

&~ coll (Loe-n y Swltala, 1988) y 8-lllua aubrlll• (Lowen y Swltala 1988) donde 

.. t. reportado que aon hexamérfcaa con un heme d-isómero, o como en Lacfobaclllu• 

~'-'unt (Kono y Fridovich, 1983) que tiene un cofactor de manganeso en lugar de fierro. 



ISOENZIMAS DE CATALASA EN LOS SERES VIVOS. 

La hipóteais propuesta por Hen-rg y Aguirre (1990) es 81JOY- por las siguiente• 

obsentaciones 1'81111Ze~ en orgmniamoa que -Uin expueatos •1 -1nm oxid•tivo en los que 

- he Identificado la ex1J<99ión diferencilll de 1-nZima• da cateia-. 

En -hla coll hay 2 catelaasa: la HP1 (kat G) preaente en el crecimiento y le HPll 

(katE) que - induce en la fa- de cntcimiento eatacionario por tensión metebóllca (..,__ 

Aronl•. 1993). 

En--·•- - ha obaarvado i. -ncill de 2 ca--· C.t-1 ldentillc8bla an 

el .,._,._,to y - - induoa el final da i. ._. axponanclal (~ y -la. 111871
); .. 1 

como .. C.t-2 q._ - lnduoa an • ._._... Laa - aólo con..,_, Cat-2, laa capma 

m-que no aeporulan, no sw-tan Cat-2 (~y Switela, 1987"). Laa-.-.. 
_, _ _._ YC81-bioqul-1•porLw y-(1118r y 1-). La 

c.t-1----da ---da 3115kDll, Cllda aubunid8d-IJ!lk09, au 

grupo twno - protDhemo IX, al .._,,_da pH Optimo de actividad - an un lntantalo da 5 a 

11; le - con cl8nuro da pataalo - del 50% con 0.1mM y con - da aodlo - -

50% can 0.002 mM. La Km - da 40.1mM y au -...tanc:le da__, .. dal 100!6. a 

65ºC par 20 minutos (Lowan y S- 1118r y 19811). 
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La C.t-2 .. un homohexámero con peso molecular de 504 kDa, el peso por subunldad 

- de 81 kO.. con un grupo hemo O, unkto covalentemente a la protefna; el pH óptimo de 

•ctivid8d .. de 4 a 12; la km•• d9 78. S. Inhibe el 50°/o con azlda de sodio 0.006mM mientras 

que con cianuro .. Inactiva un 50% con 0.01 mM. Su termorresistencia es de 50º/o de 

1--.. • 93 ºe por 4 mlnutoti. T- '· C.-bioqulmlc8 de C.t-1 y Cat-2 de -lllu• •ultflll• (Loewen y 
s-1987"., 1988). 

C..-ristlclt Cat-1 Cat-2 

- rnolecul8r (kDs) 395 504 

Estructuni .,..._,,.rill _ .. ....,., 
HomoheXlllmero --- 85 81 

(-) 

o.._t1emo protoheme>IX twmo-D unido c::ovalentemente a 
'8 nrntefnm 

Km-tfA(mM) 40.1 78 

T-ls19nc18 100% lnectiv- • 65°C por 50% 1-• • 113ºC por 4 
20~ minutos In_ de pH Opllmo 5• 11 4• 12 ------ 50%con0.1 mM 50% con0.01mM 

pol8slo ---- 50% con 0.002 mM 50% con 0.08 mM -
En .........,..,.. c...- hay 3 catalllsae. cat-1 localizada durmnte el crecimiento. C.t-2 

lnduclble en cultivos .. tack>nartoa y Cllt-3 tamb~ encontrada en •I estado estacionario pero 

con actiYld8d principal en las conldlas (Chllry y Nativlg, 1989). 



En Aapetr911ua nlfler- han detectado 2 catala-s. una presente durante el crecimiento 

y otra que se induce durante la conidiación (Fow._r et al, 1993). 

La catal•- es una protef,... •U.mente con-rvada. que potencialmente es aplicable en 

las reconstruccionell fllogeMliclls. 

Con reepecto a su origen y evolución - plllntea qua -IWCl6 "- aproxl...-nte 

2,000 m-. de allos. Como .....itada da loa -- molec:ular9s, la ganealogla de la 

catalasa, por el - de rMlxlma _.._y por la dlstancm -· muaatran - liadas 

laa calala ... -.. un origen común y sa ~ clasltlcar en doa grmndes grupos da-= 
las da los l"tongo9 y --· qua -.... .., ancastro comün y - de - plan-. En -

~---qua .. --.da........_~-.Por-.pa.---

- - -· llarman .., grupo con origen ~ --.. .. ,,...,.,....., 

(aa-ld ., .,, 11M13). 

Según ~ ., ., (11M13) - ...- explicar - .. -· ... los .. =·-· 
_16 __ _.,_1o_1a111 ______ "°''1r 1 ~•:.,cona~ -

con la - ., procanoto. qua .. - en el cltosol, en donde -16 sujem a m•

- ---. Aal - ... - --ha d~ - r6pldo, - • --ma-pr9ai6nde ______ _ 
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HIPÓTESIS 

Durmnte .. esporulación y germinaición de -.Clllll• cwwua se presenta un Incremento 

notable en la ectivided de lea ruma met.bólica• oxidattv•• lo que da como resultado un 

-..mento en el conaumo de 0 2 y en a. producción de faa ERO. Si existe variación en la 

concentreción de ... ERO en -• etapa•. entonce9 - .. pera encontrar cambios 

~. en .. nalunllez8, loc8llzaclón y e_.¡ón de lea poeiblea 1-..zlmea de cata .. sas 

··-.,, .. c6lul8 - .,,__lo log8rltmlco y_ .. de--·..-.. 
PueatD que en .__ •- - he reportado le •-Ión de do8 cata .... a. en 

.....,_....,. poe'bl•nwn .. .-tan t8mbi6n do8 '9aenztrnma de cetale-. 
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OBJETIVOS 

• Identificar ,. po81ble exiatentencia de iaoenzim•• de e.tal•- en la ~lula vegetativa y la .._..,.._ ___ _ 
• Definir r. localización de Jaa iaoenzimea de catalasa en la céiula vegdtativa y la espora de 

------·· 
• Com119rar las iaoenzlmaa de cmta .... pre.ente9 en la ~lula vegetaUv• y espora de -.Clllu• -· 

• ~r bloqulmlcamenle laa laoenzlrnaa de cstsls .. p....,,_ en la -"°'"' y en I• ---------
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MATERIAL Y MÉTODO 

Liia .,.lut.a en ei.pa logarllmlao y t.a eaporaa librea - produjeron • partir de t. cepa 

•1'-lnl de --·..-a alat.da y ceracteriz8d• por Anc:lreoii (1973). 

Pa,. logrmr el crwclmiento de i.a -. en el t.boratorio - utilizó el medio G 

(ferment.ble) deacrllo por Hanaon (19113) y con el propó9ito de mejorar el rendimiento de t. 

..,._ celut.r - aumentó al doble t. ~ de aacaro-. -ura y ro.ratoa. Loa 

componen- del medio ,._.,.,, 

0.2% de extracto de -u.. 
0.2% de...,.,.... 

0.2% de (NH. )aS04 

O. 1% de Kz HPO• 

0.02% de MGSO• 

0.QOl5% de Mn So4 . 4Hz() 

0.0025% de c.ct2. 2 Hz() 

0.0005% de FeS04. 7Hz0 

0.00002% de CoS04. 7H20 

0.00015% de ZnS04. 7H20 
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Los cultivos se hicieron en un biofennentador construido por el Centro de Instrumentos 

de la UNAM de 25 litros de cepacldad, bajo condiciones -roblas, a temperatura de aoºc, con 

flujo de aire de 8 a 12 litros por minuto y un• llgltación de 250 rpm. 

Para sincronizar los cultivos - siguió el ml&tocto de comer (1957) que consiste en dejal" 

crecer el bacilo hasta fa etapm logarftmica. de ésta se toma una alicuota y se transfiere a .., 

matraz con medio G doble. Lo •nterior se repitie de 3 a 4 veces, con objeto de seleccionar-• 

• loa org11nlamoa que crecen m•• r6pido y al ml8mo tiempo se sincronrzm el crecimiento de ... 

alifulas en el cultivo. Con -t.• bacterias se inócula et 4% del volúmen totel del fermentador. 

Durante el crecimiento bacteriano se midieron: fa turbidez a 540 nm. el pH del medio y 

.. observaron •I microacopro óptico de contraate de fases. 

U1 - logarftmlcm .. - • 1aa 2 honls de -r inocul9do el-.......-. a.. . ..,,. --rfe -- - -regielró el pH mfnlmo, que en•• ceso fue 11.3. El 

comienzo de la .. parulaclón (,._ tO) se consideró a los 30 minutos despU6e de que el culltw> 

alcanzó el pH mínimo y se C09eCheron o6tulaa en Ja f•se t3 del proce.o de .. parulación (3 

horn~ después) y esporas (20 horas despu69) . En loa cuatro Cflll!IOS se obtuYteron 2 litros de 

mueatra. 

Para concentrar laa muestra• se centritugaron en una centrifuga Beckman. en un rotor 

J2-21 a 5.000 rpm durante10 minutos, se lavaron con agua destilada 3 veces y se almacenaron 

en congelación. 
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Las célula• se rompieron por dos método• según I• etapa en la que se encontraba la 

célui.. El primero - utilizó paira b9cteri9a en fase veget.tiva o que se encuentran en las 

primer.a ... S-• de eaporulación. eat. técnica consta de un proceso de descompresión, en el 

cual laa bacterias se someten a presiones elevadas (30,000 lb/pulgada2
) e inmediatamente 

deapu6a se pmun a presión atmosMrtca. esto se logra por medio del fraccionador de células 

Rllll. 

El aegundo rnttodo resutm efectivo para romper -paras libres, se realiza por medio del 

efecto de b811stica provocado al llcuairae las esporas con perlas de vidrio de 150 a 212 µm de 

diámetro. Pa.-. -to - dieron pulaoa de licuado de 30 segundo• por 2 minuto• de descanso 

...... comple .. r 1 O Cletos. Con el uso de los adl .. mentos de I• licumdora ·-Beater" se pudo 

m.ntener el aiatema a 4°C. 

En amboa e11aoa laa eaporaa ae suspendieron en amortiguador TCM (50 mM tris, 5 mM 

C.CI,. 5 mM MgClz) y - lea agregó 15 µg/ml de PMSF (ftuoruro de fenllmeUlsulfonil) para 

evitar el efecto de laa prote._s. Para eliminar Ja viscosidad de las muestras, provocada por la 

preaancim de grandes c.ntidades de ácidos nudelcoa, se aftadió unos granuloa de 

deoxlrribonucte.- l>'"nawoalltica (ONA-100 Sigma Chemlcal Co). 

Se centrifugó a 166,000 g en una Ultracentrifuga Beckman L--60 y se recuperó el 

sobrenadante libre de membranas en el cual se encontraba la fuente de las catalasas. 
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CANTIDAD DE -OTEINA 

La concentración total de protefna de i.s muestras se detennlnó como lo describe Lowry 

et a/ (1951) y modificado como lo reportll M•rkwell et 11/ (1981), el CU8I tiene una senalbilldad 

de detección de 0.005 a 0.02 mg de protalna. 

El rMlodo u-o s-ra conooar la - de la .,. .. l•aa ru. el descrito por Rorth y 

J•naan en 1967 y conalatló en determinar 18 -locid8d de producción del oxigeno molecular a 

p11rt1r peróxido de hidrógeno. Esto - logró con un o>dgrafo Yelow Sprlng Modelo 57, conectado 

• un electrodo de a.rtc mont8do en un. mm.,. de 3 mi de cmpacid8d. y mantenicHI a U"8 

....,peratura de 30 ºC. El electrodo de ~ - - • 18 concenlnlclón (% de -turmción) de 

a.-. 

Loa ..,_yoa q- penn-.,,, - 18 dlamul8clón del peróJ<ldo - llevaron • cabo" 

---... - .. 19 aigulenta: 

1) 3 mi de~ de foaf•loa 0.1 M y pH 7.0, previamente burbujeado con nitrógeno 

con .. fin de disminuir lo"'*• -- 18 .,...tld8d da oxigeno praaente en la .,.mara. 

2) Un volúmen de 18 m-.tr• a •naliZar (10 • 100 ,..1 ~n el caso). 

3) H 20 2 a una concentración final en ta cama,. de 0.30 mM. 
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La actividad -pecffica de la cetalasa fue definida como la cantidad de nanoátomos 
gramo de 

oxigeno (natg02 ) que fueron producido• en un minuto par cada miligramo de prote(na a 30 ºc. 

ELeCTROFOREBIS DE MUESTRAS NATIVAS EN GELES DE l"OLIACllllLAMIDA. 

S. hlc:leron ge ... natlvoa continuos a pH 8.1 según el ~todo descrito por Davls (1964) 

y modltlc8do por Hedrlck y Smlth (1968). En una .,.mara para electroforesis marca Hoeffer de 

8 cm de 8f1Cho por 7 de alto. 

El gel In-o de -ración - preparó a una concenu.ción final de pollacrilamldll de 

8.5 % y el superior o concentrador. a 4.5%. Loa gelea fueron pollmerlzadoa a partir de una 

aolución de acrllamlda al 30% y bla-acrilamlda al 0.8%, amortiguador Tria 1.5 M, pH 8.1, a una 

concentración final, en amboa casos. de 0.35 M y agua destilada neceaartai haata alcanzar la• 

COI~- ac:lecuad8a. 

Para catallzar la polimerización de la acrilamlda se agregaron 75 µI de persulfato de 

amonio al 10 % y 10 µI de TEMED. El amortiguador qua - puao an la .,.mara para el 

corrimiento -taba comp~to pcr TRIS 0.025 M y glicina 0.192 M a pH 8.5 • 

Las muestnla por analizar se diluyeron 1:1 con la siguiente solución: 10% de glicerol, 

amortiguador Tris 1.5 M pH 8. 1 y 2.9 µM de azul de bromofenol con el fin de aumentar su 
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densidad y evitar que se diluyeren en el amortiguador de la cámara. así como para marcar el 

frente del corrimiento. 

El campo eléctrico que .. generó en 18a electroforesis fue • partir de una corriente 

constante de 3 miliamperioa par centimetraa de longitud del gel ( 21 a 25 millamperios) par 3.5 

horlla. 

Los geles fueron .,,.uza:1oa con do8 fine9 diattntos: el primero pera ob-rv•r la 

iw-ncill de laoenzimaa de 18 catalaaa en 18a distintas mueatras y ef segundo para visualizar 

la• protelnaa -"-· 

- ... -- - ... que - - ~u.dor de roa-.... concenlrwcio ..... 

p.91'11 .. gel·~ "-onde 0.75 M, pmna el lnl'erior 0.217 M y "'91'11 et amortiguador de corrida 

0.217 M a pH 9.1 . ...,_ - _,,,.,._ conidlla con borato, - utilizaron las mlam

_....,,b __ y-----_ da _fa_. 
-. las --- con loa .,_ ~- utlllzados, tambi<lln - probó po-_.12-- a 10 ....-..-- •"'ºc. "'91'11 -r ~ - que pudiara 

proc1.-. el pe<wulfato d9 -· .....,.,.,... __.. .. an dejar el gel .,.,.,._ a corriente muy 

baja - da-- pratalnaa. 



DETElllllll-CIÓN DE HIOENZl-8 DE CATALAllA .-01111 MEDIO DE ZlllOGllllAMAS. 

Para obtener la actividad de las laoenzlm•• de catalasa se siguió la técnica descrita por 

Harria y Hopldnson (1976) moctlflclldo par Chary y Natving (1989). que consiste en la formación 

de bmnd•s incoloras en un fondo azul obscuro relacionadas con la actividad de catalasa. 

Ya extrmldo el gel de i. .,.mara de electro-1• - enjU8g6 con agua destilada y se 

dejó incub•ndo 15 minutos en U"9 aolución 30 µM de H20z, a temper.tura amblente. Por otra 

pairte, al momento .. preparmron doa aolucionea; una con ferricianuro de potaaio y otra con 

cloruro f6rrlco; ambaa de 1 grmmo en 50 mi de agua deatilada. ~ .. enjuagó el gel una 

...,. can agua -- y - le •lladieron r.a doa aolu,,_ an-previamente mezcladas. 

El f'erriclanuro de po- y el cloNro Nrrtco l)feClpltan en presencia del peróxido de 

hldrdgeno q .. tlfte de azul el fondo del gel. En r.a zona• donde no exiatla H 20.. debido a la 

acción de i. ca--· no hubo l)feClpltación y laa banda• q.-daron lncolorall. Aal cede banda 

incoto<a -ta i. ~ da actividad da catala .. y cuando hay ndla de une banda, la 

~~de-. 

Una vez obtenido el contnlate deseado, .. Unción se detuvo con unm aolución de ácido 

-tico 10% y metano! al 30%, para evitar i. l)feClpitación dal colonlnte. 
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OBTENCIÓN DE LA CATALASA DE LOS TEGUMENTOS DE LA ESPO-. 

Las esporas se obtuvieron a partir de un cultivó de 5 litros de células, se centrifugaron a 

9,000 rpm por 10 minutos pmra aedimenblr lea esporaa; se lavaron 5 veces con agua deatilada 

y se resuspendieron en amortiguador TCM. Posteriormente fueron tratadas con varios tipas de 

detergentes como: AOT (dloctll aulfosucclnato) al 2%. trttón al 2%. 0.5% SOS (Dodecil sulfato 

de sodio), 2% CTAB (bromuro de hexadeciltrimetllamonlo), colato de sodio al 2% y una sal 

billar, peryodato de sodio al 2%. 

P•ra la obtención de l8 cata .. aa de k>a tegumentos, se probaron 3 t6cnicas: En la 

primera se prepmraron 5 gramoe de -poraa en 10 mi de .. aolución con amortigu.dor TCM con 

1% del egente perturbador de membrana (deler'gent• o .. 1 billar que afect. a las membranas 

C9lui.,..) y .. C9n~ron a 10,000 rpm por 10 mlnutoa. El aegundo método uaado fue por 

aonlcadón. Lai miama cantided de eapol'8a .. auapendi9ron en amortiguador y en loa mlamoa 

-aentea perturb8dorea de membrana al 1%, .. trataron en un sonicador Fiaher Scientific 550 a 

1 O de polancia por 30. 60 • 90. 120 y 150 -undoa y - centrifugaron en una C9ntrifug8 cllnlca. 

El tercer ~lodo conalattó en poner le misma cantidad de eaparaa en laa mi~ 

soluciones pero - egltaron durmnte un. honl. a tempermtura ambiente y se centrifug9ron en 

una centrifuga clfnica. 

En los trea casca •1 sobrenadante - le midió acttvk:tad especifica y se corrió en 

efectroforesla. 
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INHl..CIÓN DE LA CATALA- CON CIANU"O DE ~TASIO Y AZIOA DE SODIO 

La caracteriZacfon con cianuro de potasio y azida de sodio se realizó determinando la 

actividad de la emita&.- a partir de la producción de oxigeno según el método de Rorth y 

Jansen 1967. Se usaron como lnhibiclores. ya fuera cianuro de potasió a o. 0.5, 5, 10, 50 y 200 

µM 6 azida de sodk> a O, 0.1, 0.5, 1 y 10 µM concentración final en amortiguador de fosfatos. La 

Inhibición a e.da concentración del inhibidor, se calcuJO a partir de la actividad resultante 

compmr-.da con un control aln lnhibidor. 

DETl!-INACION DE LA Km DE LAS 180ENZIMAS DE CATALASA. 

Lm Km se determinó con t. mlama tKnlca mencionada en la obtención de la actividad 

npeclfica de i. catai. .. con i.s siguiente modlflcacion; - midió la actividad a distintas 

conc:enlr8Cionea de peróJ<ldo de hidrógeno 1, 2, 4, 8, 10, 15, 20, 25, 30. 35 y 40 mM. Los 

l'9SUltacloa se proceseron en et programa de computación de regreaion- no lineales ·enzfiter"" 

y por l'9gnnión _ .. 
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TERMORRESISTENCIA DE LAS ISOENZIMAS DE LA CATALASA 

La termorresistencia se determinó por la actividad especifica de la catalasa por 

oximetrfa, deapu6s de someter la prepmración de catalasa a tratamientos de calor a 60° C, a 

intervalos de O a 10 minutos. La inacttvación resultante se calculó de la misma manera que se 

hizo con la Inhibición con cianuro de potasio o azida de. sodio. 

OBTENCIÓN DEL .. ESO MOLECULAR 

El peso moMtcular aparente fue obtenido por cromatográfla, se uaó una columna de 

filtración molecular de 1 m de largo por 0.8 cm de diémetro, que contenfa Ultrogel-ACA 34, con 

un Intervalo de separación para molécula• de 20 kDa a 350 kDa, equilibrada con amortiguador 

de fosfatos 0.1 M pH 4. La elución fue montada en un espectrofotómetro Uvicord de flujo 

continuo, con un filtro de 277 nm. Se calibró para peso molecular con azul de dextrano 

(2,000,000 kDa), citocromo e (12 kDa), ovoatbúmina (45 kDa) catalaaa bovina (240 kOa) y 

ferritlna (443 kDa). Todo el proceso se llevo a cabo a 4 ºc. 

Para .. detenninación del peso molecu .. r. los resultados se pl'oce98ron de acuerdo a la 

siguiente fómula: Kav = V 1 -Vol V, -V0 , donde V 1 ea igual al volúmen de elución de la muestra, 

V 0 es el volúmen de eluci6n del azul de dextrano y V 1 es el volúmen total de la columna (nr2h). 
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El valor de Kaiv se graficó contra el togaritmo del peso molécular de cada una de las 

proteinaa usadas en la calibraclón. A partir de la curva se calculó la regresión lineal y así se 

detenninó el peso molecular de I•• isoenztmaa. 

L.911 fracciones obtenidas pot este método se sometieron a la prueba de actividad 

especifica de catalasa por el método de Rorth y .Jansen (1967). Para el zimogramas se 

utilizó la 16cnica de Chary y Natving (1989). 
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RESULTAQOS 

Para identificar el número de fsoenzlmas presentes en 8.:lllu. oereua se hicieron 

cultivos de las tas- Inicial, media y llnsl clel cicto de vida. Asl, se cosecharon células en 

cnsctmlento logarilrnlco (3 horas posteriores de la Inoculación); células en to y t3 ele 

esporulación y esporas libras obtenidas si cabo de 18 horas de Inoculado et medio, las "'-s 

se detennlnaron a partir de la ci"*lca de crecimiento del cultivo (llg 12). 
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Tlempo(h-) 

... ...., 12. CI.,._ de crecimiento de ._,._ ~·en m- G doble, a 30 •e, 
agitado • 250 rpm, con flujo 8 litros de aire por minuto. 
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Los tres extractos obtenidos se corrieron en electroforesis y se revelaron para hacer 

evldaite la catmasa. Se detectaron dos lsoenzlmas de catalasa, la banda con mayor movilidad 

electrotonttica se presentó en los extractos de c.tlulas logar1tmícas to y t3, y se denominó Cat-1. 

En las esporas se observó una segunda banda a la que se le llamó Cat-2 (flg 13). Esta 

nomenctatura se hizo de acuerdo a la utilizada por Loewen y Switala (1988), para las catalasas 

2 • 

-
.,.u - - & -

~· 13. Zlmogram• de•-.,...,.._ presentes en dlla...,...tes "'-• del ciclo da vida 
de e.cJllu. ~. La muestras fueron preparadas a partir de células cosechadas en las 
sigUlentlls alllp9s: canll 1-credmiento logaritmlco. carril 2-to. carril 3-13 da asporulaclón y carril 
4-_llb .... 

Con base en estos primeros resultados se procedió a estudiar con más detalle a las 

catamas presentes en la etapa Inicial y terminal del proceso da dlfe,....claclón celular, que 

corresponden a la célula vegetattva y la espora Ubre respectivamente, en donde fue evidente 

una •-Ión diferencial de las Jsoenzlmas de catalasa (flg 13). 

Para caracterizar las lsoenzlmas de catalasa de BM;/llu• c:wreus. se determinó el peso 

molecular de ambas proteínas. Para ésto se utilizó una columna ACA-34 la cual fue 

previamente calibrada con proteínas de peso molecular conocido: así. se midió el volúmen de 
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eluclón para cada una de las siguientes proteínas: cltocromo e de caballo, ovoaJbúmlna, 

catalasa bovina, y ferrlllna (tabla 2 y flg 14). 

Posteriormente se aplicó 1.5 mi del extracto de células en crecimiento logarítmico 

(diluido 1 :2 con amortiguador). con el fin de obtener el peso molecular de Cat-1. 

Una de cada 10 fraccciones colectadas fueron analizadas para medir la actividad de la 

catalasa. Cuando se detectó actividad en una fracción:. se midió tamblén con detalle la actividad 

de •- muestras mlis próximas. La curva de actividad relativa y los zlmogramas se presenta _, 

las figuras 15, 16. 17 y 18. 

El volúmen de elución de la catalasa se consideró como el volúmen de la frmcción que 

contenía la mayor actividad de -ta enzima. El análisis zlmográflco (electroforesis en gmt de 

pollacrtlamida) se Inició con laa frm:ciones que confonnaron el pico de la actividad eluida a 1J9rtlr 

de la columna (flg 15). Se tomaron allcuotas de las siguientes fracciones: 210 mi, 212 mi. 214 

mi, 218 mi y 220 mi. Los zlmogramas obtenidos para cada fracción se pueden observar en la 

figura 16 y 18. 

Los datos obtenidos de la filtración molecular se procesaron de acuedo a la fónnula 

descrita en el material y método en la página 49, se obtuvo el logarttmo del peso motacular 

contra et vohlmen de &lución (Kav) de cada una de las muestras, esta relación se grallcó y c9c) 

como ~Hado una linea recta (llg 17). 

Como - ve en la figura 19 solo se presentó una banda de actividad, correspondle11111 a 

C.1·1, en t- IM frsccclones qu• se analizaron. 
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TMla 2. Características de eluctón de las proteínas usadas para la calibración de la 
columna ACA-34. -- LogPM •Kav -m-ul• 

CitocromoC 409 083 1238' 

~-mina 465 062 45000 
ca bovina 538 038 2'40000 
Felttlna 5M 031 '"3000 

t-1 5 "8 033 •307 000 
ca12-cat1 5 "8 034 •307 000 

Kav - Igual a la cMle..,,cia entre el volúmen de eluclón de la muestra y la de el 11Zul de 
dmxt,..,o entre la dHerencla del volúmen da elución del azul de dextrano y de la columna. 

•Peso moJecular estimado a partir de ta gnifica que se presenta en la figura 17. 
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.,.,... 14. Calibración de la columna ACA-34 en la que se detennlnó el peso 
molecular -rente de las lsoenzlmas de catalaaa de llw:Jll- .......... El peso de Cat-1 y cat-
2, - obtuvo a partir de los votúmen- de eluclón de la actlVldad de catalasa presente en 
extractos de allulaa vegetativas y c:te esporas libres r-pectlvamente. ,¡ 
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210 :112 214 21• :ne 220 -- ----
"'1f:t:• 1•. z¡_...,a ... fracciones 210, 212, 214, 216, 218 y 220 obtenidas por 

~~~ ~.=:,:&,.loS18e-=os~~~~i:n~.:~~rié'."l:;8..;::,J'~"~• ~ -ta et vOlúmen de eluclón que corresponde a loa mismos datos pnsSWltados en la figura 
15. 

El peso molec::ular _...,,.., de la Cat-2 se determinó de la misma lonna que para la 

Cllt-1, 1.5 mi de extracto de esporas completas (diluido 1:2 con amonlguador), a las fracciones 

M ... - la _,_ específica _.. ca...... por oxlmetña y .. separaron por 

---· En laa ftgurma 17 y 18 se mu-trsn loa resultados de ambas pruebas. 
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"'- 18. Zlmognuna de las fracciones 212, 214, 216, 218, 220 y 200 mi obtenidas de la.__ molecular del extraC1o de esporas completas de•-'"--· Se puso en todos 
la. caflllM, la misma cantidad de la muestra. los volúmenes de elución corresponden a los que 
- m.,..tran en la figura 17. 
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Al observar la gráfica de eluclón del extracto de las esporas (llg 17), se distingue un pico 

asimétrico, lo que hace suponer que la Cat-1 y la Cat-2 se hablan separado; posJblemenle una 

de las cataJasas se encontraba entre las fracciones 208 mi y 216 mi y que la otra estarfa entre 

los 212 mi y 228 mi aproximadamente, entonces se realizaron los zlmogramas de las fracciones 

desde 212 mi hasta 222 mi para tratar de visualizar a las catalasas presentes. 

En el zlmograma de las lracciónes analizadas (llg 18), se puede ver que no pal8Ce 

haber diferencia en el contenido de las bandas de actividad -nlas para la C•-2; se 

esperaba encontrar en las primeras fracciones solo una banda. posJblernenta la Cat-2 por su 

menor migración y e111as finales la Cat-1 como única banda. Sin embargo se p........-on 2 

bandas en todas las fraccionas con la misma Intensidad. Este resultado sugiere que la Cat-1 y 

la Cat-2 tienen un peso molecular cercano y por lo tanto efuyen juntas. 

De acuerdo a la filtración molecular para la Cat-1 del estado vegetatfvo, el volúrnen de 

eluclón fue de 216 mi y para las lsoenzlmas de la espora libra la Cat-1 y la Cat-2 de 218 mi, lo 

que correspondió a una Kav de 33 y 34 respectivamente (tabla 1 ). 

Las Kav obtenidas de las isoenzimas de fa catalasa de llac/#ua ~u• se extrapolaron 

en la curva de calibración de la columna. con base en lo antertor se obtuvo un peso molecular 

aparenta de 307 kDa tanto para la Cat-1 como para la Cal-2 (llg 14). 
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El estudio de la locallzadón subcelular de las lsoenzlmas de catalasa en la espora 

latant:e. H llevo a cabo de la siguiente manera: como una primera acción, el exosporto se 

eliminó mediante un tratamiento con 1 o/o de SOS para evitar la interferencia producida por las 

protefn.a. Poetertonnente se rompieron las esporas y se obtuvo el sobrenadante. 

Se realizó el zlmograma de estos extractos de esporas tratadas con SOS y se observó 

una banda, que coincidió con la de menor migración Identificada como la Cat-2 (llg 19). 

Entonces se pensó que posiblemente la Cat-1 se encontraba en el exosporio y por to 

t.lto. habla sido ellmlnada por la acción del detergente y que la Cat-2 se localizaba en el 

di~. Serla flicll caracterizar a la Cat-2 de la espora dado que el tratamiento con 

detarv->te permitió obtener una preparación de la Cat-2 libre de la Interferencia de la actividad 

de Cat-1. Asf que ya se contaba con una técnica adecuada para aislar la Cat-2 de la espora. 

Sin embargo, el mayor problema resultó ser la actividad baja de Cat-2 de la espora. Los 

extract08 obtenidos no contenlan la suficiente actividad para su deteccfón durante la 

cromatografta en la columna de filtración molecular. Así que no fue posible. después de vartos 

intentos localizar la actividad de Cat·2 en las fracciones eluldas de la columna. Se decidió 

~stlr y tomar como buenos los resultados obtenidos para las muestras de las esporas no 

tratadas con detergente que contenlan Cat-1 y Cat·2 donde se determinó un peso de 307 kDa. 

Para definir la localización de la Cat· 1 en Ja espora. se realizaron una serie de ensayos 

que en aagulda se describen: 
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EXTRACCIÓN DE C•t-1 DE LA ESPORA LIBRE DE 11-lllua c.,..ua. 

El protocolo para la obtención de la Cat-1 de los tegumentos Incluyó d.tversos agentes 

perturbadores de membrana como SOS, AOT, Tritón, CTAB, colato da sodio, peryodato de 

sodio, a una concentración del 1 o/o en amortiguador TCM; a los que se agregaron las esporas 

completas. Cada muestra se centrifugó a 12,000 rpm por 10 minutos. Al sobrenadanta se le 

determinó la actividad específica de la catalasa. La prueba resultó ser positiva para las 

muestras que habían sido sometidas a el trttón X-100, el colato de sodio y el peryodato de 

sodio. 

Postartonnente para tratar de mejorar el rendimiento en la extracción de la enzima se 

sonlcaron las esporas por 1 minuto en presencia de los mismos agentes perturbadores de 

membrana utilizados en el ensayo anterior y a los extractos resultantes se tes midió la acttvldad 

específica, que en tockJs los casos dió positiva. Estas muestras se corrieron en una 

electroforesis, en et zfmograma fueron evidentes en todos los casos el mismo patrón: varias 

bandas en cada carril. resultado de la ruptura de las esporas. 

Para determinar si la sonlcaclón provocaba la disociación de las proteinas y por lo tanto 

el bandeo múltiple en el zlmograma, las esporas se sometieron a sonlcación en amortiguador 

TCM, durante 30 segundos, 1, 1.5. 2, 2.5, y 3 minutos. Se les midió actividad especfflca y se 

corrieron en electroforesis, en las que aparecieron el mismo número de bandas colocadas en 

fonna similar (flg 19). 
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Figure 19. Zlmograma de algunos tratamientos para obtener la catalasa de tegumentos 
y Cat-2 de -.Clllu• cereua. carrtl 1· Cat-1 de tegumentos de la espora. se extrajo con Tritón X-
100 y agitación por una hora: carril 2- esporas con amortiguador sonlcadas por 30 segundos. 
se puede ver et bandeo múltiple de la proteína producida por sonicación;carril 3-esporas con 
amortiguador agitadas por 1 hora: carril 4-Cat-2, se extrajo de esporas rotas previamente 
tratadas con SOS; carril 5-la Cat-1 se obtuvo del extracto de células en crecimiento logarítmico. 

La actividad específica de la catalasa aumento hasta los 3 minutos. a partir de los 

cuales se estabilizó (flg 20). Los zlmogramas de los extractos de las esporas sonlcadas 

presentaron también una gran cantidad de bandas (flg 19). 
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Flgur• 20. Actividad específica de los extractos obtenidos a partir de esporas libres 
sonicadas en amortiguador TCM a diversos tiempos. 
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Por lo tanto se concluyó que el bandeo multlpfe en el zimograma fué resultado de la 

ruptura de las esporas y la llberacfdn de la Cat·1 y 1.a Cat·2 por la sonlcacfón. sumado a la 

disociación causada por el mismo tratamiento. 

Puesto que con los ensayos anteriores la Cat-teg no se obtenla aislada y completa. 

entonces se decfdJó tratar a las esporas completas con agJtacJón en pAtsencfa de los millmos 

agentes perturbadores de membrana durante una hora. y se concentraron en la centrifuga 

clínica. A los sobrenadantes se les detenninó actividad para catalasa por oxtmetrfa. las 

muestras en las que se obtuvo mayor actividad de catalasa se corrieron en electroforesis. Este 

protocolo se repitió dos v.eces. Los resultados se pueden ver en la figura 21. 
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........ 21. - de .,.-.. reglstradll en el solubllizlldo de tegumentos. Los 
extractos .. obhNleron lncubllndo _,.. completas en una soluclón al 1 % del mgente 
pertu- de ...mbrana - 8glf.meldn por un. hora• lempenatura ambiente. 
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El resultado para cada tratamiento fue el siguiente. Con 1 o/o de SOS no se obtuvo 

actividad para la catalasa. ni por oxlmetria ni en ztmograma. así que posiblemente la enzima se 

-tu..uza. Con 1 % - AOT, 1 % de colato de sodio y 1 % - peryodato de sodio se recuperó 

la mayor mctlvldad de la catala8a. pero en las elec1roforesls -rectaron varias bandas, artlllcio cau- por el tratamiento con el detergente pues produjo una rápida desnaturalización de la 

prol8ína. 

Las esporas sometidas a 1o/a de CTAB y el control con amortiguador TCM no 

iw-ntaron actividad para catalasa (flg 20). Los extractos tratados con Trltoón X·100 

p..-ntaron actividad con valores medios para la catalasa y en el zlmograma se obtuvo una 

sola banda con m'9raclón semetante a Cat-1; este detergente no produjo modificaciones 

evidentes en el zlmograma. Por lo tanto el Tritón X-100 fue el que produjo el rendimiento óptimo 

en la extracción decat-teg. 

Los diferentes ensayos realizados demuestran que la acción del detergente es 

suficiente para provocar el desprendimiento de la catalasa contenida en los tegumentos de la 

espora. y como es evidente en el control. la agitación no produce la liberación de la catalasa de 

las eeporas. pues Incubadas en las mismas condiciones con amortiguador. no la liberaron al 

medio (flg 20). 

Como resultado de los ensayos descritos para la extracción de la Cat-1 se pudo 

conflnnar la existencia de una catalasa en los tegumentos de la espora. AJ considerar que el 

Tritón X·100 según Black y Gerhardl (1962), no afecta ni la corteza ni la cubierta de la espora 

se puede determinar que la Cat-teg se encuentra ubicada específicamente en el exosporlo. 

Por la locallzadón ele la Cat-1 en uno de los tegumentos de la espora, y por la variación 

en le migración electrofo,..tica que presenta, ya que es diferente a la Cat·1 de la célula 
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vegetativa: hasta este momento no se contaba con los datos de caracterización cinética para 

definir si conesponde o no Cat-1. Para que no hubiera confusión entre la Cat-1 encontrada en 

la a!tula logarftmlca y la de la espora. a esta última se denominó Cat-teg por su ubicación. 

ZIMOOAAMAS DE CATALASA. 

l'lgun 22. Zlmognuna de las laoenztmas de calalasa de 8aclllua ..-ua realizado con 
Iris-glicina pH B. 1. carril 1-calalasa bovina; carril 2-Cal-1 , se obtuvo del extracto de células en 
cntdmlento k>garftmlco; cal'T'il 3-Cat-2 y Cat-teg. son resultado de el extracto de esporas no 
tratadaa; carril 4-C.t-teg. se ve a partir del exosporto de esporas extraldo con tritón X-100 y 
carr11 5-Cat-2 de extracto de esporas tratadas con SOS. Las cantidades de proteína fueron 
distintas en cada carril, pues se buscaba que fueran evidentes las bandas. Las cuatro muestras 
de catalasa que aparecen son las que se usaron en los ensayos enzimáticos. 

Al observar los zlmogramas realizados para la catalasa, llamó la atención que la 

movllldad de las isoenzimas de catalasa de ll•clllu• c•reu•, fue mayor que la de la catalasa 

bovina (flg 22). siendo que el peso molecular aparente de las lsoenzlmas de catalasa de 

B.clllu• cereua es mayor (307 kDa) que el de la catalasa bovina (240 kDa). por lo que debería 
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migrar más lento. Esto se explica debido a que la migración electroforética de las proteínas en 

un gel nativo se ve afectada también por factores como el pH y la carga total de las mismas y 

no unlcamente por el peso molecular. 

Este mismo efecto de la migración pero en 8.c#/lu. •ubtUI• lo observaron Loewen y 

Swltala(1987}; propusieron que la causa podrfa ser el amortiguador de Trta-gHclna en la que se 

corrieron las electroforesis, el cual causaba c::lsoclación de la enzima de la bacteria en dímeros. 

Para tratar de contrarrestar este efecto se hicieron variantes en el amortiguador. conservando 

el mismo pH para detennlnar si ésta realmente era la causa de la migración más rápida de las 

catalasas de 8ac#llu• ~-

Se utilizó amortiguador de fosfatos y borato 0.217 M pH 8.1. Se hicieron dos geles para 

cada amortiguador uno se precon1ó a 10 mlllampartos durante 12 horas. pana ver si el efecto se 

debía al persulfato de amonio y el control no se precorrló. La movilidad en todos los casos 

siguió siendo la misma. La catalasa bovina migró más lento que las de llaclllu• ~u• (fig 23). 

sin embargo el tamafto de las bandas fue menor y no se separaron las lsoenzimas en el caso 

en el qua hubieran dos (figura 23. 3). Así que las electroforesis con Trta-glldna, las enzimas 

migraron mejor, las bandas fueron más ciaras y sí se •-raban las lsoenzlmas (flg 22). 

2 3 4 5 -~---- - -
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CAAACTmAIZACIÓN DE LAS ISOENZIMAS DE CATALASA DE llaclllu• c-us. 

Como siguiente etapa en el proyecto de Investigación, se dlseftaron una serte de 

ensayos enzimáticos con el fin de conocer las diferencias entre Cat-1 , Cat-teg y Cat-2. 

Se obtuvieron •- muestras de cat-teg a partir de extractos de esporas Incubadas con 

1% de Tritón X-100 agitadas por una hora; Cat-1 se obtuvo del extracto de bacterias en 

crecimiento logarítmico rotas en la RIBI; y Cat-2 de esporas tratadas con sos al 1 % rotas en 

la licuadora con pertas de vídrio. A todas las muestras se les realizaron las siguientes pruebas: 

La actiVldlld medida por oxlmetña para las lsoenzlmas se presentan en la figura 24, las 

cffraa encontr8daa para cada uno de los casos fueron expresadas en natg de Oal mg 

pratelnalmlnuto: para C&t-1 4,000; en Cat-2 1,575; para Cat-1 y Cat-2 Juntas 36,654 y Cat-teg 

6,171. 
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.,...... 24. Actividad especlllca de las lsoenzlmas de catalasa en la célula vegetativa y la 

espora completa de _,,_ .....,.. cat-1 se obtuvo de ciilulas en etapa logarftmlca, cat-2 
- clloplasma de esporas libres tratadas con 10/e de SOS -- de rompertas; Cat-teg fue 
extralda - -oaporlo con Tritón X-100; Cat-teg y Cat-2 juntas a partir de esporas sin tratar 
ro-. y esporas sonlcadas en amortiguador TCM . 
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TEAMORARSISTENCIA DR LAS ISOl!NZlllAS DR CATALASA DE -illu• .,.,..,._ 

Para establecer los parámetros de la tennorreslstencla se utilizaron muestras de 

extractos de esporas completas que contenían Cat-1 y Cat-2, se sometieron a 25, 50, 60 y 70 

ºe por 5 minutos y se registró una lnactivacfdn de O, 27, 36 y 96%, reapecttvamanta. 

De acuerdo con estos resultados en extractos que tenlan Catteg y Cat-2, se decidió 

hacer todos los ensayos Incubando las muestras a 60 ºe durante 1.5, 3, 5 y 1 o minutos. Se 

usaron en -•e caso, Igual que para todos los ensayoa enzimáticos, extractos que contenían 

Cat-1 obt- de eaporaa en crecimiento logarflmlco; Cat-2 - citoplasma da - batadas 

con SDS para extraer al exosporfo y Cat-teg obt--e•osporfo aislado con tritón X-1 OO. 

Como se mu-1111 en la grllflca 25 .. termo....iatancla - la Cat-2 fue mayor que la da 

Cat-1 y Cat-teg. A 60 "e por 3 mlnutoa .. primara.., Inhibe 20% mlantraa que ... - .., 

1.-an c:ert:a del 80%. 
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Km y Vm .. APARENTES DE LAS ISOENZIMAS DE CATALASA DE 8..,lllu• _,.u& 

La Vmax y 18 Km de las fsoenzfmas de catalasa de 11-=lllu. cereua se obtuvieron de 

acuerdo con et método de saturación por el sustrato. La catalasa es una enzima. con una alta 

velocidad de racambio qua la Impide llegar a la saturación, por lo que no presenta una cinética 

Mtchaellana. es decir saturable; por lo tanto la Vmax y la Km que se reportan son aparentes. 

Los datos Obtenidos por oximatrfa se procesaron en el programa de computación Enzftter y se 

obtuvieron los siguientes resultados (flg 26). 
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Enzima 

Cat-1 

cat-t.g 

C.1-2 

Vmaxaparente Km-rente 

1982 mM/mlnuto 61mM 

953 mMlmlnuto 67mM 

1212mMlmlnuto 35mM 

IH 8 0 8 Jmll 

~ ae. -~·~de la cual - da"'"'*'6 de la Km .-a de las _ _::.=:a T~ - por oximetrfa. Los dalos se ptOCeaaron y 
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-·llCIÓN CON CIANURO DE POTASIO DE LAS ISOENZIMAS DE CATALASA DE ·-"'-_,..,, .. 
La Inhibición por cianuro de potasio se determinó por oximetña, este método consiste en 

medir Ja producción de ~ como resultado del aumento de la concentración del veneno. Las 

curv• obtenidas se muestran en la figura 31. La inhibición con 10 µM de cianuro de potasio fue 

de 77% para Cat-t y del SO%"para Cat-2; por lo tanto Cat-2 es mlls resistente a la Inhibición 

por cianuro. Se pueda notar que en la curva resultante de tipo logarltmlco, es evidente una 

Inhibición de primer orden. 
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.i- 27. Inhibición con cianuro de potasio de las lsoenzlmas de calalasa de ._,//ua 
- diiteiinlnada poroximetrla. 
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... HIBICIÓN POR AZIDA DE SODIO DE LA& ISOENZIMAS DIE CATA.LASA DE 

-lllU8-U& 

La Inhibición por azlda de sodio también se delennlnó por oxlmelrla. La cinética 

registrada - de tipo logarltmlco, de primer orden. A una concentración de 1 µM de azlda de 

sodio la Cat-1 u Inhibió un 85%, la cat-leg 82'Yo y la Cat-2 72% (flg 28). 
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Los res.-S abt9"idos de la cara-rlzaclón de 1 .. lsoanzlmaa de ca- de 

-- - (labia 3) permi1en -r qua Cat-leg y Cal-1 pudlaran -r poslblem- la 

mlama enzima. La diferencia en la movtlldad de ambas se pu- explicar por efecto de las 

modlllcaclones de cat-tag producfd8S como resultado de calor, prot- y pH extremo a los 

que fracuent- se ven expues..S las eeporas. 



Aal que en este trabajo se asuminl que la Cat-1 y la Cat-teg corTesponden a la misma 

lsoenz:fma. de tal manera qua al hacer referencia a Cat-teg se denominará como la Cat-1 de la 

T .. • 3. Caracterización bloqulmlca de las lsoenzlmas de catafasa presentes en ----
e--

C-.1 c ........ C-2 
Citoplasma de 

1 001Ha•1116n •• Clllula en Exosporiode Cltopfasma de 
creclml9nto espora espora 
•-arftmlco --n.,.Ma1110ecle08 4000 6161 1575 __ ,,.,. ... ..,_ ... ---............. 1982 953 1212 ..... _ ... --- 307 307 307 ---- 61 67 35 

...... ., • "OOll olllnuro 
de ..-010 1111 (%) 77 no detenninada 50 

llL,,'''11Fdnoon..._d9 
-1.01111(%) 65 82 72 

Tci ......... _ICI• ..._ ...... " ........... 76 82 23 
a---.wc:-• ---- Ruptura con RIBI Tritón SOS y ruptura 

con-rtas 
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DISCUSIÓN 

En el ciclo de vida de Bac/l/ua cerwu• se ha observado una expresión diferencial de 

dos lsoenzlmas de la catalasa durante el proceso de diferenciación celular. este fenómeno 

también se presenta en organismos como Neuroapa1a e,.••• (Lledfas y Hansberg, 1996). 

Baclllus aubtllla. (Loewen y Switala, 1987), Eaclterlchl• coll (Hengge-Aronis, 1993), y 

A•P9'fllllua nldul•n• (Navarro et al, 1986). 

Los resultados hasta ahora descritos para S.C//lua cetWUS, coinciden con lo reportado 

para a.clllua aulJtllla por Loewen y Switala (19873
). Se detectaron dos catalasas durante el 

ciclo de vida: una presente en la célula en crecimiento logarftmlco ta Cat-1 y otra en la espora la 

Cat-2 (flg 22). 

EXP"ESIÓN DE LAS ISOENZIMAS DE CATA~SA DU-NTE EL CICLO DE VIDA 

DE -.Clllu• cereua. 

Durante la germinación de las esporas de -.Clllu• cer.ua, se detecta aumento en la 

acttvidad de la catalaaa, a los 10 y 40 minutos del inicio de este proceso y en los zimogramaa 

se Identifican una serie de bandas (Mlchén,1996). En la siguiente etapa, la de crecimiento 

logarftmico, los extractos presentan actividad especifica de catatasa cona .. nte, actividad que se 

puede atribuir a cat.1, pues en los zimogramas ya no aparece la banda que corresponde a cat-

2 (flg 22). 

La tercera etapa en la vida de la bacteria, ea la estacionaria. que se genera por la 

privación de loa nutrientes que produce la disminución del poder reductor y el aumento en la 

concentración intracelular de las ERO. se detiene el crecimiento y la reproducción celular. Las 
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bacterias en esta fase contrarrestan Sos efectos del estado hlperoxldante, mediante la 

regulación de tos mecanismos antioxidantes, uno de los cuales es la inducción de la actividad 

de enzimas como la catalasa (Hansberg y Aguirre, 1990): éste es el segundo incremento en la 

actividad de la catalasa durante el ciclo de vida de llaclllu• ce1Wua (Michán, 1996). Esta 

respuesta se ha encontrado tambi4!n en otros organismos como: a.clllus •ubtlll• (Loewen y 

Switala, 1987) y Eaclterlchla coll(Lowen eta/, 1986). 

Además Loewen y Switala (1987)3
, reportaron que la concentración elevada del H 2 0 2 

generada durante el crecimiento estacionario promueve, in vivo, el Incremento de la actividad 

de la catalasa como producto de la sfntesis de mas enzima. 

El tercer aumento en la actividad de la catalasa durante el ciclo de vida del bacilo, tiene 

lugar durante la esporulación especlflcamente en los estados t2 y t3 del proceso. Por lo tanto 

se Podría suponer que dicho aumento está relacionado co..,.n el incremento en la actividad 

respi~loria que genera las ERO (Escamilla y Benito, 1980) y con la compartimentalización del 

-pon1ngio. 

Durante la esporulaclón de 8-c:lllu• C81WUS, sólo está presente la Cet-1 y los niveles de 

la actividad especifica de catalasa de los extractos se mantiene constante en todo el proceso 

(Mlchl6n, 1996). 

En cuanto a las esporas la última etapa del ciclo de vida de a.t:lllu• C9f'WUS, presentan 

2 iaoenzimaa Cat-1 y Cat·2 (fig 22). La cat-2 es funcional y esté localizada en el citoplasma y 

la Cat-1 se localiza en los tegumentos de la espera a la que no se le conoce función alguna 

todavfa. 
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CARACTERISTICAS DE LAS ISOENZIMAS DE CATALASA DE LA CELULA VEGETATIVA 

Y LA ESPOlllA LIBRE DE Baclllua .,.,.us. 

Baclllu• ce,..,.• presenta en su etapa de crecimiento logarflmico una sola isoenzima de 

fa catalasa: Cat-1. Esta protelna se sobreexpresa 3 veces más en la etapa de crecimiento 

estacionario y persiste durante el proceso de esporulactón desde las etapas t1. t2. t3. t4 hasta 

las fases terminales del proceso. incluyendo a la espora libre. En los zimogramas realizados 

con los extractos de estas etapas es evidente una sola banda de actividad (Michán, 1996). 

En las esporas libres de S.clllu• cetWU• se detectaron 2 lsoenzlmas de la catalasa. 

Una de mayor movilidad que en un principio se denominó Cat-teg y que coincide por su 

posición, con la banda de Cat-1 de la célula en crecimiento logarltmico. La otra lsoenzima que 

presenta movilidad electroforética menor y se llamó Cat-2 (fig 22). 

Cat-1 de .. clllua cer.ua parece tener un peso total de 307 kDa (flg 22)- Por las 

caracteristlcas bioqufmicas que se pueden ver en la tabla 3 de la sección de resultados, esta 

enzima es menos reaistente a las condiciones extremas que la Cat-2. 

La Cat-1 pudiera ser la responsable del incremento de la actividad de la catalasa tanto 

en la fase estacionarla como en t2 y t3. Esta podrfa ser una respuesta que se ha desanollado 

en el esparangio y que asegura que el proceso de la esporulación llegue a su fin; también 

protege al eaporangio de la elevada cantidad de oxidantes. Esta enzima posiblemente se 

sintetiza durante los primeros minutos de la germinación, cuando Cat-2 deja de estar presente 

(Mlchan. 1996). 

La Cat-2 almacenada en la espora durante la esporulación, podrfa ser necesaria para la 

etapa Inicial de la germinación. Posiblemente ésta es sustituida por Cat-1, la cual persiste en la 
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et.pa vegetativa y en las fases finaSes de la esporulaclón, presentandose incluso en la espora 

libre (flg 13 y 22). 

La Cat-1 está localizada en los tegumentos, especlficamente en el exosporio. Al 

comparar las caracterfsticas de Cat-1 de la espora y Cat-1 de la célula en crecimiento 

logarftmlco se encontró que el peso molecular es de 307 kDa en ambos casos. La Km aparente 

fue de 61mM y 67mM respectivamente (tabla 3 ). 

La termorresistencia de Cat-1 de espora a 60 ºe por 5 minutos fue de 94o/o de inhibición 

de la actividad especifica. Bajo las mismas condiciones la de Cat-1 de la célula en crecimiento 

logarltmlco fue del 91% (fig 25). 

Al tratar ambas catalasas con 1.0 µM de azida de sodio se obtuvo una Inhibición del 

85% en Cat-1 y 82%, en Cat-teg (fig 28). Las caracterfstlcas bioquímicas de ambas lsoenzimas 

fueron parecidas. Sin embargo una diferencia se presenta cuando se ve la migración que 

muestran las dos protefnas en loa zfmogramas. En este caso cat-1 de la espora tiene una 

migración ligeramente más réplda que Cat-1 de la célula en crecimiento logarftmlco (flg 22). 

La cat-1 de la espora, parece no ser funcional, puesto que se localiza en el exosporio y 

'-•te tiende a perderse por almacenamiento prolongado o incluso por simple fricción (Hengge

Aronis 1993). Además de que esta lsoenzlma no presenta resistencia a las condiciones de 

estrés a las que normalmente se ve sometida la espora, a diferencia de cat-2 que si presenta 

este tipo de resistencia (tabla 3). 

Si se considera que Cal·1 es una enzima extracelular (vestigio del citoplasma del 

eaporangk>) y no funcional; esto rep~senta un caso singular con tal localización en bacterias de 

acuerdo a los reportes. 
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En la espora de S.C/llua c.,..ua se detectó una laoenzlma adicional: la Cat-1 presente 

en el exosporio. A pesar de la similitud en el proceso de esporulaclón de 8-c/llua c..ua y 

-.Clllu• aubtll,.; en -.Clllua c.9U• es caracterfstico el gran deaanono que presenta ese 

tegumento, a diferencia de otras especies, como -.Clllua •ubllll• en el que eata dismlnuklo y 

no se ha encontrado en él la presencia de alguna catalasa. Con lo anterior se puede entender 

el porque de la focallzación de la cat-1 en la espora de -.Clllu• ~•. aunque serla 

Importante conocer en detalle el proceso de fonnación del exosporto, en ambas eapecles, para 

establecer una explicación convincente de esta diferencia. 

En los geles de e._,ctroforesis nativos la migración de la cat-2 es malla lenta que .. de 

Cat-1, aunque el peso molecular relativo ea igual. Esto podrfa deberse a cambios en la 

estructura cuaternaria de la protefna, por efecto de glucocilación, proteóllsis o por la acción del 

oxigeno slnguleto (Lledfaa y Henaberg, 1996). Todos estos procesos pudieran de alguna forma 

proVOC81r un cambio en la cargm eléctrica de la protefn• y repercutir en la migración (fig 22). 

La cat-2 se inhibe un SOo/o con 10 µM de KCN y 72% con 1.0 µM de azida de sodio, por 

lo tanto es cerca de 15 veces más resistente a la acción del cianuro de potasio que a la azida 

de sodio (flg 8 y tabla 3). 

En -.011111• auatfll9 como en -.Clllu• careua la Cst-2 esté presente en et citoplasma, 

es de menor movilidad electrofor8tica y mayor resistencia al calor y efecto de k>s inhibidores 

como el clanuro de potasio y la azlda de sodio (tabla 3). 

Al comparar ••• ceracterfsticas bioqulmlcas de la cat-1 y la cat-2 de la espora se 

obaervó que la termorreaiatencia fue m•yor en C.t-2 y los efectos de inhibición por la azk:la de 

sodk> y el cianuro de potaaio fueron mayores en cat-1. Esto era de eaperarse, p..-sto que la 

C.t-2 ae encuentra localizada en una estructura de resialtencia, expuesta a cambios 
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ambientales bruscos. que debe aer capaz de to&erar, en cambio la cat-1 se presenta en la 

mtula en crecimiento logeritmico que soporta condiciones de estrés menos drésllcas (tabla 3). 

COM .. ARACIÓN ENTRE LA Cd-1 '11 LA c.l·Z de 

--·~·Y CON LA c.t-1 Y LA c ... z de ._lllua aulJfllla. 

SI se comparan las características bk>qufmicas de la cat-1 y la Cat-2 de S.clllu• 

cetWU•, ae encuentra que el peso moMtcui.r aparente es de 307 kDa para las dos enzimas. 

Entre el peso motecular de laa catalaaaa de -.Clllu• subdll• y -.Clllu• ce1WU• · hay una 

not.ble diferencia, la cat-1 de -.Clllu• subtlll• pesa 393 kOa, en total y 65 kDa cada 

subunldad (Loewen y Switala, 1987 y 1988). mientras que en llaclllu• c.,..u• pesa 307 kDa 

aproximadamente (tabla 1 y 3). 

Si se integran loa datos es posible comprobar que existe mayor similitud entre la cat-1 

de -.C/llu• cel'Wlla y la de -.Clllu• aubtlll• que entre la Cat-2 de ambas especies. 

En el caso de -.C/llua aubtlll• hay una diferencia significativa entre el peso molecular 

de ambas c.talaaas, mientras que en -.C/llua cerwua las dos son muy parecidas ( tabla 1 y 

3). 

Según lowen y Switala (1988), el valor de la Km aparente de la Cat-1 de -.Clllu• 

Slllltllla, es de 40.1 mM y de 78 mM para la cat-2. este resultado coincide con el que se obtuvo 

en este trabajo para -.Clllu• c.wua, en donde la Km de la Cst-1 fue 35 mM y la de Cat-2 

61mM (fog 26). 

Los valores de la Km y Vmax de las catalasas de .. clllu• cereus que se reportan, no 

son un argumento válido para definir si Cat-1 y Cat-2, son o no la misma enzima; debido a que 
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es una cifra aparente puesto que la catatasa no se satura con sustrato porque presenta un 

número de recambio muy alto. 

La Jnactivación de la Cat-1 a soºc par 5 minutos en -.Clllu• c.,..,. fue de 94º/o y para 

la Cat -2 de 70%; es decir la Cat-2 es 15% malla tennorresistente que la cat-1 (fig 25). Si se 

compara con la termonesistencia de las isoenzlmas de catalasa de -.Clllu• subtlll•. parece 

ser malla resistente la Cat-1 de 8ac/llus aultflll• ya que se inhibe 100°/o a 65ºC a los 20 

minutos (tabla 1 y 3). La inhibición de las catala-• de -.Clllua c.wu• con 10 µM de cianuro 

de potaaio fue de 50% en Cat-1 y 77% en Cat-2. Asf en -.Clllu• c.,..,• la Cat-2 fue 50% més 

resistente a cianuro que Cat-1 (fig 27). 

En S.C/llus •ubllll• con 100 µM de cianuro de potasio la Cat-1 se Inhibió 50%. Cst-2 

con 10 µM de cianuro de potasio tuvo un 50% de inhiblclón (Lowen y Switala,1988). 

Al comparar la inhibición por cianuro de potasio de las catalasas de -.C/llua c.wua y 

a.c:lllu• aubllll•. los reaultados para Cat-2 son similares. Sin embargo la Cat-1 de llaclllu• 

C.WU• es aproximadamente 7 veces malla resistente al cianuro de potasio que la de -.C/llua 

•ubllU. (tabla 1 y 3). 

Con et mismo tipo de aMHsis, pero con 1.0 µM de azJda de sodio en 8-clllu• cerwu• 

resultó una Inhibición del 72% de la actividad de la Cat-1 y 85% de la cat-2. De tal forma que 

C.t-2 es 12% m•• realatente a azida de sodio que Cat-1, diferencia que no es significativa (fig 

28). 

En -lllfl• •ub-1• Inhibición con 2 µM de ezida de sodio para I• cat-1 y con 60µM 

para le C.t-2. fue tambi6n del 50%. Esto permite concluir que las laoenzimaa de catalasa de 

S-lllu• •- '"°" ..-• ....iatentea • la azlde de sodio que las de _,,,,._ --.... Tanto 



que la diferencie entre laa cat-1 ea cerca del dobte y para las Cat-2 es de més de 50 veces 

(tabi. 1 y3). 

De -te an4111•ia comparativo de laa isoenzJmas de catalasa se puede concluir que las 

dtfet'encims entre la C.t-1 y la cat-2 de -.CRlu• cefWCI•. en cuanto al peso molecular, la 

termorreaistena., la inhibición por azida de sodio y cianuro de potasio no son significativas, en 

relación con las existentes entre las mismas isoenzimas de llaclllua aubtllla. 

Por otra parte cat-2 se presenta en el citoplasma de la espora libre. Su función parece 

contrmrntatar los efectos de las posibles ERO en el Inicio de la germinación (Hansberg y 

Rangel, 1996). producidos durante loa primeros minutos de la transición de la latencia a Ja 

activación del metabolismo germinal. Posiblemente Cat-2 sólo está presente mientras que se 

empieza a sintetizar cat-1. 

En lo que respecta a la Cat-1 de llaclllua careua, ésta se presenta Inicialmente en la 

germinación, permanece durante el crecimiento logarftmlco, se sobreexpresa en la fase 

e•tacionarfa, actua durante la eaporulación y se encuentra en la espora, hasta que se pierde 

junto con el exoaporlo por fenómenos ffalcoa o químicos; esto sugiere que la función de Cat-1 

- ·-tn1~1cm· pues solo du,. algunos minutoa. 

La• diferencias entre la Cat-1 y la cat-2 de e.clllu• cerrwu•: puede tener dos 

explicaciones. La primera es que se trate de la misma protefna (codificada por el mismo gen), y 

que la otra forma sea producto de una modificación poatraduccional resultado de la oxidación 

(Llediae y Hansberg, 1996), la proteólisia o la glucosilación. Si este fuera el caso. se puede 

suponer que la cat-2 es una modificación de la Cat-1, porque sólo ea evidente en la espora, en 

donde no se Ueva a cabo la sfntesis de protefnas, ademés su actividad es muy breve durante el 

ciclo de vid• de la bacteria. 
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La segunda explicación sobre el origen de la Cat-1 y la Cat-2 serla que las dos 

· lsoenzlmas sean sintetizadas por genes distintos como es el caso de la Cat-1 y la Cat-2 de 

8aclllua aulltllla (Loewen y Switala, 1987), _,__.e"'ªªª (Chary y Natlvl9, 1889), y 

A•,,.,,Plu• nldu,.n• ( Navarro et al. 1996 ). 

La primera suposición permitirla explicar satisfactoriamente la presencia de Cat-1 en la 

espora, pues podrfa tratarse de la misma enzima que no alcanzó a modificarse en Cat-2. 

debido a que no entró a la espora: lugar en donde se producirla la modificación sugerida. Esta 

propuesta, se apoya en los slguient- hechos: ambas enzimas en -.Clllu• cwwu• tienen un 

peso molecular similar y no se ha Identificado el momento preciso en el que Cat-2 se hace 

presente durante la esporulaición. ni siquiera se detecta la enzima durante éste proceso. aok> ea 

evidente cat-2 en la espora (Mlchllln, 1996). Asl como las diferencias tan notablea que existen 

entre las enzlm•s de catalaiaa de -.Clllu• cel'WU• y S.Clllua •ubtllla, en la segunda especie 

existen al menoa dos genes para catalaaa. .Junto con las diferencias significativas que hay 

entre cat-1 y cat-2 de -lllua aulltllla, sobre todo en peso molecular (Loewen y s-1ta1a, 

1987 y 1988). 

Algunas evidencies en favor de esta hipótesis sobre modificación poatraduccional de la 

catmlaaa son loa reportea sobre la heterogeneidad de la migración de la catalaaa. los cuales 

han sido numeroaoe según Bonaventura (1972). Con respecto a estas diferencias se han 

propuesto a~unaa explicaciones: Chaindlet!t y Scandalios (19&4) suponen que lae diferencias 

en las catai.- del m•fz son de origen gen6tico. mientra• que Holmee (1979) p6en- que no 

hay relación genética en la heterogeneid8d que preaenta la catsla .. del hfg8do del ratón. Por 

su pmrte Uediaa y H•nsberg han observ8do que en ~ e,.... la• diferencias en la 

Cat-1 son .... ..-de la oxidación por oxigeno ainguleto (Lledias y Haneberg, 1996). 

Por lo tanto, la hipó-la que ae ajuala mejor a las evidencia• obtemci.a ea la primera: la 

Cllt-1 y 1a cat-2 podrfan ser codificadas por el miemo gen. Sin embargo es prudente realizar 
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los experimentos necesarios para confirmar esta propuesta, por lo cual se podrlan aplicar 

técnicas de Biologla Molecular para determinar si la cat-1 y la cat-teg son la misma isoenzlma, 

por estar codificadas por el mismo gen. 

DIFElllENCIAS EN LA MOVIUDAD ELECTlllOFOlllÉTICA EN LOS ZIMOGlllAMAS 

DE -.Clllua .....,. lllEVELADOS PAlllA CATALA-

Al hacer los zlmogramaa de las isoenzlmas de catalasa, la banda de actividad que 

corresponde a la catalasa bovina migró més lento, (a pesar de que es mas ligera, 240 kDa) que 

la cat-1 y Cat-2 de -.Clllue ~· (307 kDa) (fig 22). 

Por otra parte Lowen y Swltala (1988) han obaervado en los geles de catalaaa de 

-.Clllu• aubllll• que la movilidad etectroforétlca ea menor a la esperada. según el peso 

detenninado para la protelna por filtración molecular; este resultado lo atribuyen a una posible 

disociación, producida por el amortiguador tris-glicina. Si se asume la misma explicación que 

utilizan Loewen y Swttala para este fenómeno, entonces se podrla pensar que las bandas de 

los zimogramas de la catalaaa de llaclllu• cwwua, son el resultado de ta actividad de los 

dfmeros. Esto en base a la migración de estas últimas comparada con la catalasa bovina, 

adem6s de que es la forma mlnima en la que la enzima puede presentar actividad. Pero esta 

explicación no resulta convincente si se considera que se hicieron en-yos con dos 

amortiguadores diferentes, y que .. migración siguió producienclose de la misma manera (fig 22 

y 23). De tal forma que serla t.ctible pensar que la migración de la protelna en el gel fue por &a 

carga eléctrica y que posibtemente su estructu ... cuatef'n9ria es con-rvada durante la corrida 

en et gel. Para convbonlr cúal - la causa en lais difef'enciaa de movilidad de las catalasas de 

-.C""'• c.9Ua con respecto a .. bovina serfa convincente correr las electroforesis a distintos 

pH. 
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llll"ORTANCIA 9IOLÓGICA -oaAllLE DE LA EXISTENCIA DE ISOENZIMAS DE 

CATALASA EN ._/llua .,.,.,, •. 

La presencia de una catalasa especifica en el estado diferenciado de 8-clllu• c.,...,• 

indica la "plasticidad, resultado de la adaptación, que tienen los procariotos, para responder a 

las condiciones extremaa del medio. Un ejemplo de esto es cuando se presenta algún tipo de 

estréa, se desencadena la producción de isoenzimaa resistentes para contrarrestar los efectos 

nocivos. Tal es el caso de un estrés oxidativo, para evitar los efectos dat\inos de las ERO 

producidos por el metabolismo y/o el ambiente se inducen enzimas antioxidantes (Hansberg y 

Agulrre, 1990) 

Desde el punto de vista evolutivo, este resultado es importante debido a que la 

atmósfera en la que se originaron los ancestros de Jos procarlotos fue reductora y en el 

momento en que el oxigeno se Incrementó como producto de la fotosfntesis oxigénica, se 

ocurrió un cambió drástico en el ambiente, al que tuvieron que adaptarse estos organismos. 

Para evitar los efectos daninos que producía el oxigeno en estos organismos debieron 

hmberse dado una gran cantidad de modificaciones, que siguen siendo eficaces hasta nuestros 

dfas. Puesto que la diversidad actual comparte a un mismo ancestro (parecido a los 

procariotos), es lógico que algunos de estos mecanismos sean compartidos, por ejemplo: la 

existencia de enzimas como la catalasa, que par ser indispensable para el mantenimiento de la 

vicia estttn conservadas, por lo que son una buena herramienta para establecer las relaciones 

fUogenélicas entre los organismos vivos. 

La diferenciación celular es un fenómeno muy importante en la Biologla, pues su estudio 

,...ulta lndi9pen-b'9 para la comprensión del funcionamiento de tos organismos vivos. sin 

emtt.rgo por -r tan complejo. ES uno de los ámbitos más desconocidos en cuanto a causas y 
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mec.niamos. debido • que l8 re,.ción genes-célula-ambiente debe ser el objeto de estudio, 

pero abordar el problema de9de .. te punto de vista resulta difícil en la pnllctica. porque las 

bk:níca8 con las que hasta ahora se cuenta para poder estudiar los fenómenos que se dan en 

18 natu,.lezm eon aún limitad••· 
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CONCLUSIONES 

• En el ciclo de vida de -.Clllu• ~• se identificaron dos lsoenzlmas de catalasa 

asociadas a diferenciación cerular: una en Ja bacteria en etapa logarftmica y otra en la 

espora. 

• La Cat-1 de -.Clllu• ~rwua está presente en la célula en crecimiento Jogarftmico y en Ja 

espera. En la célula en crecimiento logarflmico se localiza en el citoplásma. Se inhibe 77% 

con 10 µM de cianuro de potasio y 85% con 1µM de azida de sodio. Se inactiva un 80% a 

60ºC por 3 minutos. En la -pora se localiza en k>s tegumentos especfficamente en el 

exoaporio y es sólo un vestigio de 1• célula madre como resultado del engullimiento durante 

la eaporulación. 

• La Cat-2. se encuentra en el citoplasma de la espora. Se inhibe 50% con 10µM de cianuro 

de potasio y 72% con 1 µM de azida de sodio. Se inactiva 23% 60 ºe por 3 minutos. Por lo 

tanto es m.ilis resistente al catar, al cianuro de Potasio y a la azida de sodio que fa Cat-1. 

• El peso molecular aparente de ambas isoenzimas de la catalasa en lleclllua ~• es de 

307k0a. 



PERSPECTIVAS 

• Determinair af los cmmbioa en I• movilidad electrofo~tlca de laa catalaaas son el resultado 

de .. modtficación poatraduccional de la enzima. 

• Ob- la -lructul'll ollgom•rica de I• Cat-1 y la Cat-2 de ._lllua ,,_. en solución. 

• Purificar la Cat-1 y la Cat-2 de -.Clllu• ~·· 

• Clonar y secuenciar el gen de la C.t-1 y tacat-2 de -.C/llua cerwua para aciarar su origen. 

• Obtener bacterias mutantes que carezcan del gen de la Cat-1 y la Cat-2, para determinar si 

existe atgún cambio durante la diferenciación. 

89 



BIBLIQGRAFIA 

• AEBI, H. 1984. Catolase in vitro. Meth in enz. (ed). Leater Packer. 105 :120-127. 

• ANDREOLI, A. J., SHUEHIRO, D .. SAKIYAMA, TAKEMOTO, J., VIVANCO, E .. LARA, J.C. y 

KLUTE. M. C. (1973). Retease and [9CQV8N of forespoms from a.ctllf14 CWWM•· J. 

Bacteria/. 115:1159-1166. 

• ARCHIBALD. R.A. (1989). Tb§_Bllcl/lua cell enye!ope. In Hardwood (ed) the Baclllua. 9: 

217-246. 

• BANNISTER, W.A. BANISTER J.V., BARRA, D .. BOND, J., BOSSA, F. (1991). Evoly!ignllrv 

asacts of suQttroxide d!amytaa· the coper-z!nc enzyme. Free Rad. Res. Comms. 12-13: 

349-361. 

• BLACK. S. H. y GERHARD, P. (1962). Permlabl!ltv of bacteria! sporys. J. Bacterlol. 83: 960-

1967. 

• BONAVENTURA, .J., SCHROEDER,A. Y FANG,S (1972).Human ervthrocito catataao· an 

improyed method gf imlatioo and a reeva!U9tion of reoorted proparties. Arch. of Blochctm. 

190: 606-617. 

• BOWLER, C., MONTAGU, V. M., INZ~ D. (1992). Syoero11!dtr d!amylMH and ...... 

~- Ann Rev. Plent. Physiol. Mol. Blol. 43: 83-116. 

90 



• CABRERA. B. T .• STUART •. H.S, GERHARDT. P. (1971). Paracrystalline sheets raagregated 

frprn 901ybillzwd nxoeporfym of 8MlllM• CllfWl4. J. Bacterlol. 107: 320-324. 

• CHARY, P. y NATIVIG. D. O. (1989). Eyidttnce for thrn dtfferentially regulated catalage 

~Mwtm m ,,,....: elecfl of mridatlve streas hut shock and develonment. J. 

S.Cmrlol. 171: 2646-2665. 

• CHANDLEE .J.M .• SCANDALIOS, J. G. (1984). Reraulation of Cat1 aene expresion in the 

acytellum of meizo durina earty soorophvtlc devefqpment. Proc. Natl. Acad. Sel. 81: 4903-

4907. 

• COLLIER. R. E. (1957). An aprnach tq synchmous growth far spom formatign in 

Cfp&e..,,.,,,, =·•um. In H.O. Halvorson (ed.). Spores. American lnstitute of Biological 

Sclences. Waahlngton D. C. 10-17. 

o DAWER, l. W. Y SUTHERLAND 1.W. (1992). Mlcroblal Physlo!oqy. (ed) Blackwell Sclentiflc 

Publlcallon. U.S.A. p 246. 

• DAVIS, B . .J. (1964). Pise •lttctrochoresis. 11 Methods and aplication to human serum protein. 

Ann N. Y. Acad Sci 121: 404-407. 

o DEISSEROTH, A. y DDUNCE, A. (1970). Catalase: Physlcal and Chemical Propertles, 

Mechaniwm of Catalvai• and Phnioloaical Role. Physiol. Rev. 90: 391-373. 

91 



• DEMPLE, B., AMABILE-CUEVAS, C. F. (1991). Aedo• ntctux· thct cqnttgl of oxld•t!ye stress 

[9SROnMS. Ce/I S7: 837-839. 

• DENIS. M. ARNAUD, S. y MALATESTA. F. (1989). Hidroqen oerox!do ia tho ond pfOduct of 

oxyqon reductton by the tMrmin•I g>ddaa In thtt marine bacterlym -.r &man•• Madfca 

§.!l. FEBS Let :Z.7 : 475-479. 

• 001. R, H. (1989). Sporulwtlon and germln•tlon./n Harwood C. (ed) Bacillus 8: 169-215. 

• OOUNCE. A. L. (1983). A prgpqgd m9Ch.entam gf tho qt.Htic actign of cetal•ff. J. Theor. 

Blol. 109: 553-567. 

• DOWOS, B. C. A. , MURPHY, P. Me. CONELL, D. J. , Y DEVINE K. M. (1987). Rela!lonahlp 

among oxidetiye •tea• gmwth ciclo end aoorulation In flHlllua •ub#IM J. Bacterlol. 1-: 

5771-5775. 

• DWORKIN. M. (1985). P.v•lopmental biok>qy of th• bacteda. The Benjamin/Cummings 

Publ!shing Company, lnc. U.S A. 

• ESCA.MILLA, J. E •• y BENITO. M. (1984). Rupiratorv svstem of yeswtwtiwt •nd spgrua.tina 

..,.,,,.,. -· J. Bacteriol. 190: 473-677. 

92 



• FARR. S. B. y KOGOMA. T. (1991). Oxktetivw •trn• ntWpgnff& in E•cbwtchl• call B.!JQ 

.... .._...,,.,,.,,..,, Mlcroblol. R•v. Deo: 561-585. 

• FEUERS, R . .J., PATILLO F. M., OSBORN,C, K., AOAMS, K. L. OELUCA, O. Y SMITH G. W. 

1993. AppftcaUon gf lntwgratoct retw 9QY11tion to tha lnactlvatlon of catalase. Free Rads Bíol y 

-· 15: 223-226. 

• FREESE. E. (1981). lnitietton of b1cterial sooru!ation. In Levinson, H., Sonenahein. a. L. 0 y 

Ti-r. 0 . .1. (ed.) Sporulatlon and germlnation. Amerrican Soclety of Mlcrobioblology 

Waehlngton, O. C. p 1-12. 

• FREESE, E., y HEINZE • .J. (1983). Metabqlle and eenetic control of bactarial 1oorulettqn. In 

Levlnaon, H.. Sonenshein, A. L. y Tipper, D. J. (ed.) Sporulatlon and Germlnation. 

American. Society of microblology Washington. O. C. 101-172. 

• FOWLER. T., REY, M.W.,VAHA-VEHE, P., POWER, S. O. y BERKA, R.M. (1993). I!:!.Lgt_B 

pmw encoct!ng a CWfalaM from 1•nmtl/ya n1Mr primarv structure &Od elevated ttxpressfon 

tf1rpyqh lncnt•Md aeno coPY nymber and use of a strong promoter. Mol Microbiol. 9: 989-

998. 

• GERHARDT, P. y RIBI, E. (1964). Uttrautructure of the exosDOrium evelocing sooras of 

8eclllga cwwva J S.Cteriol. U:1969-1174. 

93 



• GERSCHMAN R., GILBERT D. L. NYE S. W., DWYER P. y FENN W. O. (1954). Ql!l!Slllll 

polwonlng and x-irradl•tfon- • mech•nitm In cqmmon. Sclence. 119: 623-826. 

• GOULO, G.W. (19113) M9C1!t!nl1m1 of reaiatal!C9 •nd dor!Dtncy. In HURST, H. and GOULO, 

G.W .. (Ed.) The 1>11cter111 spore. -le Preu, Loncton. 2:173-209. 

• HASHIMOTO, T. y CONTI. F. s. (1971 ). Ullrw•lruclurwl clylnges HIQCiel!!d wl!h •ctiyallon 

and qerminatiQn of ._,,,.,. c:wwua T •poret. J. S.Ctertol. 109: 361-389. 

• HALLIWELL, B. •nd GUTTERIDGE. M. C. (1984). OxicMn !O•icitY O!!)(!Mn !'Wdlc.llw trwntJt!on 

mmai. •nd dU-. Biochem. J. 219: 1-14. 

• HALLIWELL, B. y GUTTERIDGE, J.M.C. (19119). Frwe radical• In bklk!gy •nd 1!l9diclne. 

Ci.rendon Pret1, Oxford. 

• HANSBERG, W y AGUIRRE, J. (1990). Hypwrqx!d•nl SW!wt C.use Mjcrpb!.11 Ce!! 

Dlfwren!!.lllon by C.H lsof41ion from Pk>xygen. J n..or Blol. 142: 201-221 

• HANSON, S. R. SRIN!SAVAN, V. R. and HALVORSON, O. (1963). Biocbwmlt!ry of 

sporulation Metebolitm of •cetalw by vogetwtiy9 end apgrulatina celta. J. Bact.riol. U: 451-

.SO. 

• HANSON. C. R. (1979). U. phvwfgloqy and diywrlitv of bacferial ondgwpor'JI•. In Parish. H. 

(ed.) o.-topmenllll blology of prokmryot-. Univ. of C.llfomla p ..... 1. 3: 37-56. 

IN 



• HARRIS. H. y HOPKINSON. D. A. (1978). Handbook of onzlme olectrophore•i• in human 

mml!Ga---Publiahlng. p 1-2. 

• HARWOOD, C.R. (19119). lntrpdyct!on tg !be b!otechng!ogy. In. Harwood, C. (ed) Baclllus. 

--· -Yo<l<.2: 1-15. 

• HEDRICK. J. L. y SMITH, A. J. (1968). Size •nd ch•nut iSQmer seo-ratlon and eatimallon of 

rngleculer wwW!tl of prptain• by di1c a-1 electrpphoreai•. Arch Biochem Biophys. 129: 155-

164. 

• HENGGE·ARONIS, R. (1993). Surviy•I of hunaer and stroaa: The rgfe of n100S in ydy 

•tationerv ph•M rwqulatfon In li•cltwlehl4 C91I. Cell. 72: 165-168. 

• HOLMES, R. S., (1979). Blochem. Genet. 17: 461-472. 

• KEYNAN. A., EVENCHIK, Z., HALVORSON, H. O., and HASTINGS, .J. W. (1964). AcUvation 

of IMcfmit!l wndqw>qre. J S.Ct.rioi. U: 313-318. 

• KONO, Y. Y FRIDOVICH,I. (1983). l90latjqn and characterizat!on of lh• pyudocatalase of 

&.M! ' cllfva,,,.,,.,,,,,, J. Blof. Chem. 2M: 6015-6019. 

• LEVINSON, S. y ARONSON. A. Y. (1967). Rogyletion of oxtrwcelylar pmt•a1a proctyction In 

8"fttua .._.. J Bacteria/. e:s: 1023-1030. 

C5 



• LLEDIAS Y HANSBERG comunicación perso,,.I. 

• LOEWEN, P. c. y SWITAL.A, .J. (1986) Pyrtf!c.w!lon •nd cMractwriza!lon º' Cl'la!aH HPll 

from IE•clMdclrl« epi# K12. BJochem. Ce//. 258: 6015-6019. 

~ LOEWEN. P.C. y SWITALA, .J. (1987)1.Ge09tic maepina ok Kat A locu1 that •ffoctw 

catatwsa 1 •wtl• In 8w:IHua ••ft4.J S.Cterlol. 1U: 5948-5851 . 

• LOEWEN. P.C. y SWITALA. J. (1987)2
• Myltip!e ca .. , .... in 114c111.,. .,,,,,,, •. J s.Cteriol 

,., 3001-3607. 

• LOEWEN, P.C. y SWITALA, J. (1987)3
• Purification and charactorization gf sDOre SQltCiflc 

c;wtalMM-2 frpm ..,,,,,_ •flllllll•. Blochem Biophys. 243: 144-149. 

• LOEWEN, P.C. y SWITALA, J. (1988). Purtfie@tion •nd characferizatiOn of ttsoore soecfic 

catatase-2 frpm -.Cllfva • .,,,,,,, •. Biochem. Ce/. Blol. •: 707-714. 

• LOWRY, O.H .. ROSENBOROUGH, N . .J .. FARR, A.L., y RANDADLL. R.J. (1951). E!!mlin 

measurament wfth ttw Fgfin phonol reaawnt. J. Biol. Chem. 193: 265-275. 

• LUTKENHAUS, J. (1994). Asvmetrtc HPtation jn 8Mlllua •ullllllw. In Plggot, P., Moran C. 

P. y Youngman, P. (ed.) Regulation of bacterial differentiation. American Society far 

Mlcroblology Weahlngton, D.C. p 95-11. 

118 



• MARGULIS. L. Y SCHWARTZ,K. (19118). Fhtw Klngdoma. 2 Edición. W. H.Freeman and Co. 

-Yort<.pll8-87 

• MARKWELL, M. A. K., HASS, S.M. TOLBERT, N.E, y BIEBER, L. L. (1981). ~ 

d9t1trminltigr! in memb ..... end fipgprptein ymp ... : m•nu•I and autqmafttd pmct:tdures. 

_,,,in Enz. Lowenateln, S.M. (de.) N.Y. Ac. Presa. 72: 296-303 

• MATZ, L. L., CABRERA, B. y GERAHROT, T. (1970). Cbemlcal cornpoajtlon of Exosporium 

frpm Sc!oms oUtec/lfua cwwva. J. Bacterlol. 101: 196-201. 

• MC CORO. J.M y FRIDOVICH, l. (1969). SuD11roxide di1mufaH an enzimic function for 

ervtrocuprein Chemocyominl. Jour. Biol. Chem. 24': 6049, 6055. 

• MEIER, B. HABERMEHL, G. ( 1991). EVidence for suoeroxlde and catalaM in mollicuotes 

•nd ,..,.." gf reectiye gxyqen spec;es. Free Rad. Res. Comms. 12 ... 13: 451-454. 

• MICHÁN, AGUIRRE, SHADAY. (1996). Exoresión da isoenzimas de catalasa durante al clclg 

do yid9 d9 8ecillua CWWV4- Tesis de licenciatura. Facultad de Ciencias. Departamento de 

bialogf•. Unive,.idad Nacional Autónoma de M6xico. 

• NAVARRO, G.R., STRINGER. M. A., HANSBERG. W., TIMBERLAKEM, W. E Y AGUIRRE, 

J. (1993). c;wt A • mtw 1' f1111M1 """"4n• aene •ncodinq a d•veloQmenJelly reguleted 

~- CUrr. Genet. 29 <•>: 352-359. 

97 



• OSSOWSKI, H., HAUSNER. H., LOEWEN., P.(1993). Mo19cy!ar EvPlyt!onarv Anellevs 

Baqd on !he Amino Acid S.Cuence of c.14,.... J Mol Evol 37: 71-78. 

• PARISH,H. (1979). [)eytilgpmwnf41 B!o!ogv of Prokentptwa. Ed • .1.H. Pertsh. Un!verslty of 

caUfom!a Presa. 3: -38 

• PEARCE, S.M. FITZ-JAMES, P. C. (1971). Soorufatton of a cortexle•• mutant of ~ 

Sl!!!!IH· J Bacteria/. 105: 339-348. 

• PRIEST, F. G. (1989). l19l•tion and identtfl94tiqn of •rgbic endoespore=fonning bacteria. In 

Harwood C. (ed.) !he Bac!llus 3: 27-23 

• REOINBAUGH, M. G. SABRE, M. V SCANOALIOS, .l. G. (1990). Expms!on of !he maiza 

qtal••• aene under the inftt.19nq of • clrcadi•n rhytm. Proc. N11tJ. Acad. Sel. USA. •?: 

6853-6857. 

• RANGEL Y HANSBER, comunicación personal. 

• ROBERTS, A.R., FISHER, C.L. REDFORO, S. M., MCREE, O. E. PARGE, A. E. GETZOFF, 

O.E. TAINER J.A. (1991). Mtteh•nlsm •nd atomic •tructure of superoxide dlsmutase. Free 

Rad Res Comms. 12-13: 289-278. 

• RORTH, M. y JENSEN, P. K. (1967). Dof4nninetion of catalaH actiyitv by means of the 

Cl•rl< º!MIR!! wleclrode. Biochem Biophys Acta 139: 171-173. 

98 



• SCOTT. Y. R. y ELLAR .J. D. (1978). Stydy Qf C.fcium dipfcoffnattt roleaq durfng bMCterfal 

NKK9 qecminetign by Ulinq • rww 19D•ltly9 •-y for dtpicQlinatw. J Bacterlol 139: 133-137. 

• SETLOW. P (1981). Blochemiatrv gf b•cterf•I foraaDOra devofoDment and soore 

pennln!ll!gn. In Levln90n, H., Sonentlheln, A. L., y Tipperr, O.J. (ed). Spcrulallon and 

Q9rmlnlltion. -n. Soc. ofMlcroblol. Wachington, D. C. p 13-28. 

• SETLOW, P (1983). Gem!ln•tion and outarow!h. En Hurst, A. y Gould, G. W. (ed). The 

-·--· Acd. Preaa. 2: 211-254. 

• SHARMA, K. D., ANOERSSON, L., LOEHR M. T., TERNER. J., GOFF, H. M. (1989). 

Compeflltlye spectn11 enalvwia or memmalian fungal and bacteria! cetalasn. Bk:JI. Chem. 

2M: 12772-12779. 

• SRIVASTAVA P. y FITZ-.JAMES P. (1981). lsgfatign and characterization of a unique serina 

profMIM from -.c/llM• C«WM• •POre coats. Gen Microbio/. 1H; 463-475. 


	Portada
	Contenido
	Introducción
	Hipótesis
	Objetivos
	Material y Método
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Perspectivas
	Bibliografía



