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Ase -ascorbato 

CAAS - hidrolizado de caseina 

Cit - citocromo 

CO - monóxido de carbono 

ABREVIATURAS 

CEM - coeficiente de extinci6n molar 

CN- - cianuro 

DCPIP - diclorofenolindofenol 

HOQNO - 2-heptil-4-hidroxiquinolina-N-oxido 

MQ - menaquinona 

NADH - Nicotin adeninnucleótido reducido 

nm - nanometros 

ox - oxidado 

PMS - fenazina metosulfato 

PMSF - fluoruro de fenilmetil sulfonilo 

red - reducido 

TCM amortiguador tris-HCl, cloruro de calcio y magnesio 

TMPD - tetrametilparafenilendiamina 
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Figura l. Espectros diferenciales (reducido menos oxidado) . 
de células silvestres y células citocromo c-, crecidas en 

medio CAAS, incubadas a 30°C por 24 horas. 

La mutante citocromo c- (trazo discontinuo) no presenta 

picos de absorción a 520 y 550 nm, correspondientes a ci­

tocromos del tipo c. Se usó ditionita como reductor y per­

sulfato de amonio como oxidante. 
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Figura 2. Espectros diferenciales ( ditionita-red menos persúlfato~ 

ox ~baja temperatura, 77 K ) de células de la cepa silvestre cose-­

chadas a lo largo del" crecimiento. Los trazos correspondientes:a la 

fase exponencial ( trazos l al 5 ) muestran los citocromos h558 y 

aa3 a 603 nm. Durante la fase.estacionaria (trazos 6 al 8) el pico 

de absorción a 558 nm se ensancha por la síntesis del citocromo c550 • 

El trazo 9 correspondiente a las células esporulantes muestra las 

máximas concentraciones de citocromos expresados por la cepa. 
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Figur.a 3. Espectros diferenciales ( red menos ox ) a baja temperatura 

de membranas WT-T5, WT-veg y M1-est. Las membranas ( 5 mg de proteína· 

para silvestres y 10 mg de proteína en M1 ) fueron reducidas con cris 

tales de ditionita en la celda muestra; la referencia fue oxidada a-­

gregando cristales de persulfato de amonio, congelandolas inmediata-­

mente. 

El espectro evocado en las membranas WT-T5 muestra un pico definido 

a 550 nm; el trazo 3 presenta.un pico ancho a 557 run por la mezcla de 

los citocromos E_ y E_ reducidos. El trazo discontinuo, M1-est presenta 

un pico de absorci6n a 557 nm perfectamente definido. Nótese la dife­

rencia entre WT-T5 y M1-est a ~50 nm.t cit ~550 ). 
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rim por ]A N?duc:ción oel cit [: .. ~ .• ·Fl ultimo tr<);:c.; de 

(~ J emplear diferentes donadores d8 electrones, 

ascorbato v ascorbato+TMPD )~ se alcanzaron diferentes n1v2l2s 

su::. t. re··. t. D 

Jo q:.l.f=: permi ·r;{ 
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se aestacan los p1c0s de ab~orció~ dE 

en donde se muestra ~amb1én 12 

~iferencisci6n de los picos 2 560 y ~62 nm, 

~bserva en ningún otro tipo de preparacionee memtrsnales~ 

ElEctrones rr2c:luce ci.t e:~ djf<:.'rE•nci.j.nc.1DJ.o de::J. 

~eguicicde un pequeho hombro a 562 nm. 
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Figura 4. Espectros diferenciales ( NADH-red menos ox ) a baja 

temperatura, de membranas WT-TS, WT-veg y M¡-est. Las celdas 

fueron preparadas como se indica en métodos: la concentración de 

proteína empleada para las membranas silvestres fue de 5 mg y de 

10 mg para la M¡. 

El espectro conHnuo ( WT-TS ) muestra la reducci6n de dos cito­

cromos del tipo~ que absorben a 560 nm y 562 nm ( cit ~ ). 
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entre~ f'"•C:·.Ci::" not,:ir 
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-."- -.-e 

ló tusl ne ocurre en los lllT~·'·VE·~;! y M1'" 

55~ nm dife~anciacio del 

la 

Cuand0 fue empleado el ascorbato como cenador d2 electrcn0~. 

·f i 91_1,f· ... ¿:1 b 

,, 
:r los citocromos que actuan como 

trataron las m~mbranaE Mi-est con este sustr2to, el ~ico 2 ~55 nm 
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SUCCINATO vs PERSULFATO 

Figura 5. Espectros diferenciales ( succinato-red menos ox ) 

a baja temperatura de membranas WT-TS, WT-veg y M¡-est. Las 

membranas ( 5 mg de proteína en las silvestres y 10 en la M¡) 

fueron mezcladas con succinato 20 mM obteniendose reducciones' 

muy pobres en todos los casos • 

• 
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Figura 6. Espectros diferenciales ( ascorbato-red menos ox ) 

a baja temperatura de membranas WT-TS, WT-veg y M¡-est. 

Las membranas ( 5 mg de proteína para las silvestres y 10 mg 

en la M¡ )fueron mezcladas con 25~1 de ascorbato 0.8 M, ob­

servandose una reducci6n muy pobre del citocromo !?_ ya que los 

electrones son donados directa~ente a citocromo c. 
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],?, l1JT·-vE·!;1 hc:·y l'E'dUccj ó~·, tr..nto dE·1~:;..~ CC•ii'ICJ c:;::·J. 

s~~reciendo dos pjcos d~finidos 1 

En lo¿ esp0ctro~ 

evocados por 10 reducc1on de membranas M1 solament~ se ¿preciar. 

e E·n 02] tra.z•:::i .. 

.-~ .. - -· ·- .-· e::.::::.:.'.··::·::-· 

Identificación de citocromos oxidasas. 

encontramos En la parte termjnal de 12 c2dena 

conocidos como oxid~sas, ya que reacc1~1an con oxigeno; 

C:a.p.:3.CE'r:3 d~ formar complejos 

di.cho ga-=:. 

formt:\C i ón clf.:• los compleJo cit-CD presentan diferente 
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I ASCORBATO-TMPD vs PERSULFATO 
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Figura 7. Espectros diferenciales ( asc+TMPD-red menos ox) a baja 

temperatura de membranas WT-TS, WT-veg y M1-est. 

La reducción de los citocromos fue producida agregando 50141 de la 

mezcla ascorbato 0.8 M y TMPD 8.0 mM. 
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en a~omplej~rse e5 el 

i¡.::.o V ., 591 nm y v~lles a 445 y nm. El segundo 

e cHnp le ,1 c:1 5 

J. ~.: ·, 

pico de absorción 

Concentración de citocromos. Las concentraciones 

fur::.:·1···on r.1. p¿::;,rt ir df.,· ] OS:: 

fue hidrosulfito Ge sodio 

preparaciones cbten1das de células esporulantes; sino que tamlien 

exib~n actividades respiratori¿s inferiores. 

En E~nc:cn t 1··a.ff1os 

significativas entre las preparaciones de la WT-T5 y l~ WT-v&g 
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Figura 8. Espectros diferenciales con monoxido de carbono 

( ditionita-reducido-CO menos ditionita-reducido ) a tem­

peratura ambiente de membranas WT-T5, WT-veg y M1-est. Las 

membranas ( 9 mg de proteína para todos los casos )fueron 

reducidos con algunos granos de ditionita; la celda muestra 

fue burbujeada con mon6xido de carbono como se indica en mé 

todos. En los tres casos se aprecian los picos y valles de 

absorción característicos de los'complejos cit ~-CO ( picos 

430 y 590 nm, valles a 445 y 603 nm ) y cit o-CO ( pico 416 

nm, valles a 430 y 560 nm ). 

• 



'.· ',~· 

TABLA l 

CONCENTRACION DE CITOCROMOS ASOCIADOS A PREPARACIONES 

MEMBRANALES DE -~~ubtj}is WT-T5, WT-veg y M1-est. 

Tipo de membranas 

citocromo WT-TS WT-veg M1-est 

c550 0.62 0.42 ND 

b O.SS 0.47 0.36 

a+a
3 0.11 0.35 0.14 

a -CO 
3 0.33 0.11 0.13 

0-CO 0.04 0.03 0.05 

Las concentraciones de citocrornos fueron calculadas 

de los espectros diferenciales (ditionita-red menos 

persulf ato-ox ) corridos a temperatura ambiente. 

Para los complejos de ª3-co y Q-CO se usaron los es­

pectros de monóxido de carbono. La concentración de 

citocromos se expresa como nrnol por mg de proteína 

membranal. 

Los coeficientes de extinci6n molecular y pares de 

longitud de onda empleados se señalan en métodos. 
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Actividades respiratorias asociadas a membranas de células 

WT-T5, WT-veg y Mi. Dxidasas y oxidorreductasas. En 10 tab~~ : ~E 

c:ompe:i.ri':•.r su 

para cada uno de los ensayos encontrándosE qu& 

no son m~y lejanos de ios pres2ntes en la cep~ silvestr~ en El 

[:::.to 1ncl1c01 qu~~ 

c..ct: vidc .. c.J 

dei-:'.'2'.ci&. hacic,. le:1 ott··,:;,, r.J;;:icié\!:'··"1 c.ltt~!··nE::tivc·j r.:J c:it ~,:,. 1'1:. ... s ¿.:..'i.r, j2. 

act::.vidad .i. ¿:. 



TABLA 2 

ACTIVIDADES RESPIRATORIAS ASOCIADAS A PREPARACIONES 

~EMBRANALES DE B. subtilis WT-T5, WT-veg y M1- est. 
------------------------------------------------------
Enzima Tipo de membranas 

Oxidasas: WT-T5 WT-veg 

NADH 242.0 90.4 

Asc+TMPD 281.0 254.8 

Succinato 21.8 

Oxidorreductasas: 

NADH:DCPIP 222.0 85.2 

succinato: 

PMS-DCPIP 
38.1 86.6 

M
1
-est. 

154.2 

35.2 

29.2 

157.2 

176.0 

------------------------------------------------------
Las células vegetativas fueron cosechadas en A540=2.4; 

las de estado 5 de esporulación, cinco horas después de 

terminado el crecimiento y las M
1 

durante la etapa est~ 

cionaria. 

Las actividades específicas para las oxidorreductasas 
.- d 1 ( . ... )-1 estan expresa as como nmo m1n. mg prote1na y como 

ng átomo o
2 

('1'lllti.n mg proteína ) -l para las oxidasas • 

• 



U t J. l i :Z. E• ~- NADH o ~scorbato-TMF'D¡ '~ f,'.1 ;.·, 1 ~-' 1' 1 .: 1 :.:,:. 

ci 1·'t3·:;,~ t :i e c:1 E·] 

~alares mjs eltos para cada caso en comparación con la0 oxides~~. 

La actjvidad citocromo c-oxidasa 1 

C::Dn valores altos ya que el sustrato empleado! 

J.:;.·:::. 

Las membranas silvestres T5 y vegetativas alcanzan 

e: l·~·p .:;:; t'i l •: selecc:1onada por presentar un fenotipo NADI- que denota 

jncapacidad como aceptor de electrones 2 partir d~ 2sc-TMPD, 

;=:,::ihhi.ó un<::i. muy br.:1ja <::1ct1vicl¿~.c1 pD.rc~. 1::::stt:1 :::us:trc:\to., 

solame~te un ]3 % de la ~ctividad pr~sente En las membrana~ WT-

que las oxidasas terminales bacteriana~ poclrlan cist:i.nr.¡ui1··::::2 



poi· J ¡:;, · e: l t De rcnrn> 

miG!ntrc:,s; quF- 1<.:• ir1r1it:·ic.1ón dG· 1 E· 

l ¿, i. n h l b j e 1 c:n 

interes~nt~ comparar lc':t cinéi;:i.cc:\ rJi'!:! 1n'1:i.bi.c:1ón pC11"' r.:iE•.nu1·'u Fn 

F· ¿;, I'' i'~. r E' ¿\ 1 :i :: ¡:,\ r 1 , .. , !o" e i ne t i. e: f.\ s d e l. n h :i h i e :i. ón p o r e: i <'-• n t .1 ro , h e: y 

1 
iJ con a.rtifir.:1::,J. 

Tl'IF'D .. · .. o:·~ id2s-:::.. ; , De.•b id D ,;.cti \/J.Cíi:"1Ci 

1 l. i.mi tants-~ en 1& 

. :·,.····,; . 
. :. ··.:·c'•'"t 

1 
1 E· 1 l<Cl'.1 no 

sino qu.t'.~1 l~ sensibilidad de 

1 c0mb1nad2 de la v1a sensiblP m~s la no sensible y d2 ~sta manera, 

el KCN 2ctu2ré como un int2rruotor que al cancelar el ·flu.jo de 

1 electrones por una vis sensible 1 activa su transporte cor 12 v1a 

1 no ;:-;;r:::,nc.::.:i.blt;;,, En cDntr¿,c:;t;E.· co:Jn ln ¿<nt.E'l':ic:;1-·i E! 1 TMF'D ci.:.1n<::· 

ritocromo e y ~on 2sto activa c. t.1.{:':i.·~ ~. 

1 especific~ el t~0nspor·te de electrones hscia la citocroma oxidas¿ 

1 r.;ir:::· u.na.. . t . t . . in ·1 :1 :i :i. e 1 t:H"1 

1 
1 



pBrci.a.1 

y 

[n f.~1 c<>.S'=> de te:s>mt.~1\1ln~~r1h:::. \IJT·-·T;5(-?1'KCN tü:rn:' un efecto m~1y 
: -o-~~ •• 
·,;. 

p.::\ri·?cido ¿;,l observc1di:::r p.::-ira.. la múti:\ntE7! M1 pa.rec:ie~ncio 

via sensible a KCN 1 sin emb~:11· ... Qi.)-, en este caso la capacicad , .. ¡.-
~~¡ o:;.·· 

Ur¡ inhibido~ poderoso que flujo de electron~s a 

c:oncentracion~s relativamente bajas < 200 l"I ) " 

las membran~~ de Wl-T5 este eie=to es dr2mátjco 1 se obtien~ la 

i. n.c::•c t: v.:::•.c i ón 2 concentracion de KCN de 200 
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Figura 9. Efecto inhibitorio del cianuro de potasio ( KCN ) 

sobre la actividad NADH-oxidasa de membranas WT-T5, WT-veg 

y M¡-est. Las membranas se pusieron en 2 .5 ml de amortigua­

dor de fosfatos 50 mM, pH 7.4, a 30ºC; la reacción para cada 

ensayo se inició agregando NADH 0.5 mM, adicionando las con­

centraciones de inhibidor indicadas. 

Actividades basales: WT-TS = 242 n At 02 /min/mg¡, WT-veg = 

90.4 n At 02 /min/mg y M1-est = 154 n At o2/min /mg • 
• 
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Figura ·10. Efecto inhibitorio del cianuro de potasio ( KCN ) 

sobre la actividad TMPD-oxidasa de membranas WT-T5, WT-veg 

y Ml-est. Las membranas se pusieron en 2.5 ml de amortiguador 

de fosfatos 50 mM, pH 6.8 a 30ºC, las reacciones para cada en­

sayo se iniciaron adicionando 50 l 1.l de ascorbato 0.8 M + TMPD 

8.0 tnM. 

Actividades basales: WT-TS = 281 n At 02/min/mg, WT~veg = 
254.8 n At o2/min/mg y M1-est ~ 35.2 n At ·02 /min/mg. 
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refle~~co en 12 inhibicion incomplet& q~~ ejerce el 

¿; l ••.: 
h· C!F:• 1 -1 .1.r.:, . .:;c:tjv:i.clBd 
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c:¡U.•?2 el _ m~\t¿;,n t.;i )11 .a._ pesa.f''o. de. quE: liO t:i~E~;ie~;d. t · es~{l.;cic:l;::"t.V i C1 -e¿,\¡::;;;;, ;e: 

dr oxid~r la me=cla asc:-TMPD. Este res0f~ado esta de acuerdo con 

e>: 1:i er i m<2n tos:. reali2aclos por DeVriej con la. 

o;<id<:lr 2.:::.c --· Ti'/IF'U e:1t.1 n que e: on 

l .. ¡ •I 

CitrcJS' 1-:hJ.bidc::.rc~s; prob<:\clos: ·fuE:.~ron ]<:•. :·iidro;(iquinoletn.:-"--·N-···;:;:,::id.:l 

y la antjm:i.cin& A; ambos inhibidores tiene~ ~'.u ;::ce i {.1·1 

II' el sector ~~--~ de la 

El HOQNO tiene un efecto similar para 

oue afr::.;ct<::• un 

ccimpon•:::nt:•:= c:omú1-, y qur~ r:.1s :i(;1t1.2,lmf::nte lirnitci.nte ("!n J.::;. c:inétic:.::: de'· 
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Figura 11. Efecto inhibitorio del HOQNO sobre la actividad 

NADH-oxidasa de membranas WT-T5, WT-veg y M1-est. Las mem­

branas se pusieron en 3 ml de amortiguador de fosfatos 50 

mM, pH 7.4 a 30ºC; las reacciones para cada ensayo se ini­

ciaron agregando NADH 0.5 mM, adicionando las concentraci~ 

nes del inhibidor indicadas. 

Actividades basales: WT-T5 = 242 n At 02 /min/mg, WT-veg = 

90.4 n At 02 /rnin/mg y Mi-veg = 154 n At o 2 /min/rng. 
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dE1 inhibici~, se encueh~ra prévio ~ Ja mutacidrn d111 E;c r :í. te:\ pr.. rE, 

M1 y por tanto 0fecta la actividad de manera similar. 

inesperado ya que el fue significativamente 

l~T- .. VE"'.:) Respecto a este inhibidor sabemos .J ,;:; 1· .:;, mi 1 ·1 D 

pos:terior a.l sitio que inhibe el HOQNO. De esta manera, 

p 1·'obab le que e} cc1rnp::::;nen tf?. inhibido por antimic1n2 A sea 

e :i. r·; f~ t :i. camr::nte 

Fotoinactivación de 1 a menci.qu i nona, [i. 

inhibidores resp:ratorios, qt.:.c·· 

l nh :i b i dc1'.·'es dE.• 1 sitia lI son más efectivos que los i n h i. L i e' o t' e :;:-, 

~:1t1c1 v qur? r::-1 

sobre la actividad NADH-o~idasa: 

r:.·squ<2m2. 1·-0.>s:pi.ratorio propue::.tCJ por·· Mil.:1 F·t c;,J ( 27 l Er. e1 cu.-=-.. L 

qu.;~ 

cedido3 dirsct2mente 3 un c1tocromo del tipo e, s :i n !'t::·q ue , .. :i. I"· d E 

por Dt 1·-21 p "" 1··t;:;,• ·r oc!· .. , i e u 1::ic1 ( 2:::.', 

t1 l ! , ....... 
-~¡ ... -· .í a 

autcoxidacion de la NADH-ceshidrogen2ss respiracjon flsvina 

qu~ deJ2 fuer2 la partJcjoacjón de m2naquinnna y cjtocromos. Sin 
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Inhibición de la actividad NADH - oxidase 

Figura 12. Efecto inhibitorio de Antimicina A sobre la acti­

dad NADH-oxidasa de membranas WT-T5, WT-veg y·:M1-est. Las me~ 

branas fueron puestas en amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 

7.4 a 30ºC; las reacciones fueron iniciadas adicionando NADH 

0.5 mM y agregar.:io las concentraciones indicadas del inhibi­

dor. 

Actividades basales: WT-T5 = 242 n At 02 /min/mg, WT-veg = 

90.4 n At 02 /min/mg y Mi-est = 154 n At 02 /min/mg. 
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Figura 13. Efecto de la irradiación con luz ultravioleta sobre las 

actividades NADH y ásc-TMPD-oxidasa de membranas WT-TS, WT-veg y 

M1-est. Las membranas ( 10 mg de proteína ) fueron irradiadas du-­

rante 20 minutos midiendo. la actividad remanente de las oxidasas 

TMPD y NADH en los tiempos indicados. 

Las actividades de las oxidorreductasas ( NADH y succinato )fueron 

estimadas antes y despué's de la irradiaci6n, sin presentar dif eren 

cias en los valores resultantes. 
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para que se lleva a cabd el transporte de electrones cuandc los 

F.• l :Lr1··c:.di.'.'.'ir .l.r.:~s::. mt-:'mbrc::1r1<.:"ts: cc:¡r·, lL-:: 

1 .. 1 ) -!,- 1' ;:; \/ i. O l F• ti:~ ,, 1 a. re'SP J r ac i c's: 1·.11::iDH .. ··rJ 1;::; pene: :i. t:·n t E· f LlE' ti'.:-. t; ¿, l. mFr; t (':'· 

a~olida despues de 20 minu1.oe de tratamiento, 

maner? la actividad de succinato-cxidasa. 

La irr~ciifaci6n crin ·.luz ultravioleta parece tener efectc 

cambio sobre la actividad de la citocromo c-cxidass, asi como 

tampoco son alteradas las activid¿dee especificas de las 

Espectros dinámicos en presencia de KCN. Los espectro~ que ~ 

Ei'ectc:.1 quE tie,r·,E el l<Chl ~··, 

concentrac1oneE crecjente~ sobre la 0~1d2c16n cie los citocromcs 

La técnica consiste en 

y en ese estado conGelar 2 77 V la mu~stra colocada en la celda 

e;-:pc2rJ.m(:-::'nt;:.-.l 1 

sustrato + anaerobiosis ). Por otro lado el contenido de la 

celcia de ref~rencia en el estado an2erob10 se congEl2 sólo 

después de quP el medio se hace aeróbico por medio de agitación 



1 

1 

1 
1 
1 

1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 

' .. ·-~:'";,, "::·:~-~-" ,;·:: >.-. 

un e;::-. t.:.\c.io de: · t·'elj1._1r;c i ó:-; cCJr·,s~ i clE:1"Elb 1 r.:~m!:rn tf? ll1eí1ó.t~ id. dt:· ]¿1 Cf.:: l d <::• 

<:1.nfaf2rób i ca .. 

clr;:,, cié.1nurc:o, en t t:lnc F:s pDr::1ernCJ';.=. VE·!", en forma de picos, 

aun en presencia de 

cianuro. 

En la figura 14 1 vemos que al aplic~r esta técnica 2 

r:.m .::rLt sen e :i. "'' d P e :i. "'' n uro trazo a ) todos 1os 

e i toe romos san o:-UdE•dos en_la c~lda ae0óbica. 

picos a 550 nm C cit s l, 553 nm ( cit ~~ l, 560 y 562 

y t:..c)~~I nm cit···§.§.\;1 )., 

Cua~do el mismo experimento se hace en presencia de KCN 1JO 

pi'"i b ) 1 el niv~l oe 

qu.E: j_ rnp J 1 e¿:; c:;u.E· 2, 

nL1E::·vD pi::c c;, ~:·;'-¡·:? nrr .. ) Jo c1ue r:::s pru.~b.;.:•. incli.·s;c:1 .. 1tii::•lt?! ele lE; 

Les concentraciones mayores de cianuro ( 250 µM, 

mM trazo d ) reducen ~ún más el nivel de oxidación del ci~ ~ y el 

o~: j de.e i ,.:·¡·, 
~_. .. el!? i f" ' 

-·· .1 t E .. y del e.f_:1;~ quedci.ndc ev i cien te:· el pico 

CiE:< intFl"·(;'C-C :lón en t: r€0 CI°'~-· V C\3 ¿\ c.:,i''::1 
-...J '~- nm .. 
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ESPECTROS DE OXIOACION 
EN PRESENCIA DE KCN 

WT-Ta 

Sustrato: NADH 

Figura 14. Espectros dinámicos ( anaeróbico menos aeróbico ) 

de membranas de B. subtilis WT-TS reducidas por NADH en pre­

sencia de cianuro a diferentes concentraciones. 

El trazo 1, es el diferencial de NADH (red menos ox ) sin 

KCN, empleado como control para comparar los efectos que 

tiene el cianuro sobre la oxidación de los citocromos. En 

los trazos experimentales se aprecia la disminuci6n en la 

oxidación de los citocromos E_ y aa
3 

principalmente, y la for 

mación de un complejo cit aa
3

-KCN que absorbe a 592 nm. 



f;. i en t r8. r::: q u t'··· ] ,,, c1 ::~ j, el<.<. s;, =·, ~~- 1"eq1.1. i E· •·''f~·r·, e an e t:"'n t 1· e<.c j C>n t'! s. e: E· 1··c sn a.=· ¿; 

1.0 mM para ser bloquead~ su axidac1~rn. Estos catos est~n 
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DISCUSION 

-;::: l-.:: t f,~rn;:.1_ r0•:0.:J j. l'c: t or i e; r.:omp] "'' J CJ ·fo rrn¿:1do p o I"' vi a"" i:'• l t>::.! rr101 ti v,::_1s d t:: 

C Í t C1C l"'OfflCJS:- ,, ) D.S 

Chi·". Los resultados descr~tcs en 

la r.: rnnp o·::; i e j ón 5 

1-a';.:., v:i.as:. resp:i.rateirias de k:'.... 

Du.1···.:•.ntE· 1 é'. introducc:i.ó; .. ; comente sobre la gran diversid2d 

bioquímica existente entre las bacterias, aün pensando entre 

del mismo género. y 

C i i' E:'l"'E~n Cia.~:: V -· 

"' >" 

16 ) poseen un sisteffio 

.~.erób :i. c::o formado por dos oxidas2s termjnales, el c:it g y ~L cjt 

en c:or1 t t· ame; E:. 

tres oxidasas terminales, 

1··r2·:::;i:::.tc·nci,:::i. <:1:i. Ct·!- ;:1s.1. c::c;mo 1. .. n21 C:i.itii:' <:1i':Lnid;:\cl por r.?.] Cl ~·; i gene.\ 

10-7 1•1 ) 1 siendo prec:1ssmente esto gran efinidad lo qu~ define 

\./ l=i 
•' -· 



p !:i l'i? crecer ( mal2 ~uente de carbono, ¡::11" e":' sen c. te~. ti e 

ce cuando menos un citocromo del tipos en todas ellas. Por medjo 

)/ 

-~./ 

sido 

electroforéticos 1~1Uf:: :;:. t r· ,:; n 

la tadena de transporte de 

) . 
pasiblE· 

que absorben a 550 

.. -=:-.-,--

la 

i C"· C:• --; 
.J. ,-\.. • .'I 

Los en~ayos de purificación e identificacijn 

electroforesis perla t j ne l ón c::or·, 

!Ji:~nc id i na. ne han permitido establecer la presencia de ctro 

t¡· ... r:--:·s 

d :i fe rene ia.s m :, en t t· ¿; s 

e i tocromr:i es expresado en cantidades significativas durante el 

duran tE· el 

·f' i ¡~1 '.2 ) ' No es, 51 no hasta el final del crecimlento y durante 



1 

e • ---·--

conc~mi tántemeht& 

i'ig 2 ), 

Lo anterior nos indicA que la v1a formad0 por cit e--- ~~~ 

el E:- m:~.r1r::.·1·-,;1 p 1-·r::.:·fi::-rr2nc :i '"" l el u t"<'-'~·¡ t f:' l ¿_:, 

i?.~-::porulBc:tón v con ello es evidente que la respiracj6n se hace 

especialmente este cambio es cl2ro cuando el 

c:i;~ i ci;:.;.cJo ,,, ... l - "'-'-'I' J ... e, • 1··t . ·:. - "·· l .=i~~+"r"1·F:"L"' ·e·· · f:.: '" . ~~- . m -. ,, ,.., .. "" -=t .· . , 1 1 i e 1 C\ ·- '-="- . . 1_· -~ 1 de como yc;t 
-- ... - . . 

. ~ -, ". 

e·. 1·.-.. 111',;···'·"· r-1 ·\; é '·' '-.--'c:.;. ·1· .;. m• .. 1. l :... d "-' •. ·.man=.· .. •. r.·,·<:1- · n t'df ºt~en c::J· ,,; 1 l ·=i- ·'út' iJ. i ~ ~~·( ... j ..:;~· ·d· ·e. 1.::. · "'.1-<. __ \" \,. .1 \ ..., o;;; ,... \-;:;; r_:. ~- ~- _',_~···,,_<!:\J.· ·:C .. . - , :.~.: .. ;a.: .. ;r.:~.·~.: '--~11:1. ...1 Y ..., 

··Entr.)nces;· J.¿¡ 

re~;p i rae :i. ón .,,, .. -, , ... ,t'.,: d,::i·,· ;-irl;.·,h~·:..· · ·¡ 't ···.'c .. «'d.;~. t:. ::;:. mc1;. ot n10:r1 , e;_.. ... t 1 v "'··· c1 c.,1,_.1 a .. a e 1 or.::t _omo o_,.. J. ""=."''\ Q.1 

qc:.f;:, r:.ienr.ic:i mt>..5 t"l:.?s:i.~:.tc::.1 nte al Ci·J·-~ es responsable de ] ., 
.<::> 

:i nh :i b i ;:j1.:::·~"· .. 

aMos recientes ~e han descrito una gran 

bact~rjas esporoformadoras 2islad~s de 

org2nismos hospederos, creando g~an controversia desd~ el pur-, to 

cj r::.· vist:,~:· taxónomicc y entre 

existentes entre las especies agrupadas dentro del génei"D 

podemo~. <S.punt2.1·· s.u 

propieoad d~ crecimiento facultativo, esto es , pueden crecer en 

Not"l'is, :i c;B1 ) " 

·fCJrm,:: .. ndo f!.•ndos-,pr:.:t·.::i·:., cu,;:•ndo 101.::: corio i e i ont:"<:.; med i ci¿~mb i en tc:,1 es no 

son tavorables para mantener la tasa de crecimiento pobl2.cional, 



1::: ne Dn t r :l.mo':'.:' 

:jent:1·'0 cJE' 

,iL.i;.:ge. -dific:i 1 c:pQr:::.id 1:::, ... c:,.r • est.:~ . 2~·aí.":i;cJ i:\d e: orno ; É»l.Úic:i e:·n té· 
-e-,-:• 

¡-:. -·· 

e:::: S:: 1-*. :::-

requc:-~r J. mi E~n tos:; nt..1. t: r i e: :i. c;r1 -:::1. J. e::; f j ~=' i. c:o-·qu i rn l c:c-s: 

s]n emb-::=irgc• e•;:hibe•n E'l1 s;u dE·Si::'trroi.Jci 

como parásito secundario \ oportunista 

present0 mecanismos d~ invasibid~d 02r2 tr·aspasar las barrer·as 

primariae de defen~a de ningún posible hospedero mientras que t~ 

un pi::l.t·'f.:..si te; cJE: 
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ESTA TESIS NO DEBE 
SALIR DE LA Bl~llOTECl 

p €·11' rriJ t :i. t-' 1.--1 d C1 . -- --
1 .• 
.l.r.:1 

Es de esperar que la adaptación a la vida paras1tica haya 

el Ei1c:I o e c;rno e: on !::;r:::?c uen e ·i e:1 1::~ l el es.f.:1 J' ro 11 e¡ de p c:1t;1-·on es; ml'' t ;::1b ó l i en'.-; 

E:•'.::pr::::cí·f:i.co::;, qui:':: p0~rm1tE:r1 :Íi:'1 ir1vC:1.<:=.1v1c'<<d ele tEjicJ.::.1::, 

alejan su parentesco filogenético. 

l...E1 evoJL(C: i ór·1 hét: i a c:ond i e i ón d!?. vi el;:: •. pe:1.ra.s 1 t :i CB i mp 1 j e:,,,, 
- _-·-,-.'" >.~;·,'.·'. _;,~'->' -•, ·,, 

c::~.mb icis bi,'oqLrfíi{5.C8f:;i~:qt.le lleven c.< f.:¡r.ma.r la capa.::: j d¿~.cl p·¿.1···c:i. :iri'fect;,.:u-
.. · ·. ·', 

y ¡,;,1 s::t;¿-~b].e(::er~:;~) énCU8 h~~p0?df:dVo e:•E:;pec:fi'ico. H21y que c:ons:;i.dera.r c¡i..tE;· 

' e=:· 1 e;..mb i c:;;·1--1tr-2 qU.l;? rr:1dei::: .2 · u.n ~).21.rhsj to· <;?'::;tfl s.:.u j etci .::.. ¡:.cJcos cc1.mb i Ci'.:> 

\/1"1.l'ÍC:l.Ci.Ón ambient.¿;J. 2 .. , -· 
.1 C." 

desde la anaerobiosis hast& la aerobiosj~. 

CíU2 ,,..-_ ·- ..!- ~·. r.:· :.'Jo •.: ..:::· 

estilos de vida muy diferente5 van a exigir oe 

e;;presc.1r una c:;;.:iciE1f.Sii:\ con ¿,lt:<:i <:!i'ini.c:lDd por el 

que 

rnicroaerofilic:as. En cc.1mbio, D 
fO::..!-

e rE"·c i mi (;?n to e eme! i c. j cHH?S 

de 

cc;ndü:i.one::; mt1s const.::mtes y sui'icientr?.5 en la tenf.;;ión de md.geno 



no re1 qut:;o1~i r i t':I me.n ti?nc:r 

J¡:; v1da. _p.:1rásfticc:~. 

in·for-mc:\C i 1:'.:w1 

j :::: i 

J.;::i. ccirnpo~s i e: :l ón, organj~3c1ón y regulacitm de su~ sistemcs 

Los resultadGs comparstivos de las tres espe~ies 

mu:2s: t r :'::\ el 1 ·f'(~·:· r·'•'-''nc: l E\S> i r.1pc1rt ,:::1n te~- t::-•r·; l 3 e :.::-imDD~,. i e :i. ón ci0: e i t: uc romci·:::, _ 

LG.fa t:r€?.~:; espf::-c:i.¡::,.:,-. 

rr11. .. t1:·'·<.:~tran e! i fr-;)renc"ías:. impcirt:.;:u"'¡tes f~nt;rE;~ .si¡·.· lo .. qu~2 l i:ts hacE· ún i e;::¡::; 
·. ' ' > \··._ -< .. :'.·_ ·.: .. ~: ~,-. :. . 

f:::n cu,::1.nto e:1 J.¿,~ E;.~·c:it;o(::Jfr,focis~ . sblo t~.::.- 2.1.,.tbt.t ... U.g:. pm:.('?f.: 

c5rece de ambos citccromo~~ e: 1 t ~.~~!14 )1 r.: i t '.~~··" Es e~idente quF 

'! H -

J ~;·, ::;-. 

E:~:. t 2.b l E'C e~-· ttn "''· e e: r··c <:i.n j ;,:, ·i i l 09 E·n et :i. e;: ... 

con cu0lquiera oe l0s dos pr1mer0s especies. Est~ propocicj6~ 

ser 2cep~ada s1 consideramos que 

Cnr1 mut¿~nte pe:•. re: Í iD l fflE•f'1 ti:::· 

podemos afirm~r que se trata 

de un mutante deficiente en cit ~~~o; la mutación en ap~riencia, 



r:IE: los demas citocrcmos table\ :l. ) • d,.,,.. tipo 

l"·f::~f;1Ll l ('0 te.ir i ~:·\ '·' 

por r=-..iemplei~ Plimin2ci6n simult~nea de Jo~ niveles Gb 

los mecanismos de 

rE![1u lcH:'.:i6n ~de J. 2< s inte!s:.:í. F.;:. de ci tcic:romcls:.' han c:lémos-;tr2dcJ qLte <:1c tl1.an . ·~· . . ···. .. . . . ' . - . 

de m<::.ner=a ·c:abrdih2cfa s::ibt:--1.1 TC:; s:intési!~· cG?·-gt~L:tPt~iJ'k c:le E!·liós. i=·eir 

i=! l ·e !"'f.?.C:i in i en tci an~erób i c::t) rep r i ff11~ lc:i. s1ntes;:ls 

fer~entable como la glucosa, que produce 

debidc al incremento de 

también causa repr~sión gen8ral del sistema de cito~romos. Cuandc 

]:;_:, fu.t.•nte cit::: c2.1···beir10 ·f·:.:·rrnE~nt.::ihl.1;:; SE'· <:i.f:¡tit<;.~ r:::.·ntCJncE:·~· s-,r:.;.· obs5E·r\./ii'. ur, 

incremento generalizado en la sintesis de todos c. 1 toe !"'CJff1Cr'5 

e C)rnci }, ¿.; e~ l l.11 e: 

e·:sporu l. ante en 14 j n 

cuando el crecimiento se realiza en 

m1croaer0fflicos B. 

inc::rE'i11F::r1t2d?! de c1t 9 y lE: clis:.m1nuc::ión c:oncomi.t.:i.n·r;(;:; dS"' citclc:1-DmD:: .. 

El mutante Mi b~jo tocas las condiciones de crec1mien~o 
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__ . -_o·-o---,--co-

0'.·'iJ!,;c1y,"iclos y f?n toclt1s fb~:· esfadias; CÜZ·' Ct"E'CÍITilE?.nto mostt··ó C"l pat1'C~n 

de e:~ p re-~s i c'ln de .. e: i t cic rpmbs esp et: .::1cio pe rn ::; ó J p (':' l 
e--·, 

- •' - ·. , 

interes~nte me~cicria~ tjJe la ausentia del c1t e~~ª 

un~ disminucj6n considerable en la c~pacidac para oxjdar lfi mezcla 

~e ascorbsto-TMPD y esto debida 2 q0e el cit ~5~o es necesario 

h ;.::, e: :i. "' 

Es notable~el hecho de 

e¡ u.e ·· ·· · - d · \· .-r.:. · f:¡¡c' -·,1 ;· •·. ,.,_,, ,.·.1··,.. ,,~ ... c:·1··r· ·t,.,,·1·· ~ .; .,l"l.ci''o au.n en 2íl\E-G~f1C.ld.·.-- ~?. c:,¡··,".:: .. !!.;'H~~;c:> .. :-1.tci .. ~._ea ':'::-~ .. ;:·_~J_cqt. ..:-,.·.f_,.:.:-.·:-i·-"'~·.c:t ... t e 

t .... 
i~·· ~::·. uri,O:·. 

j nh j t::. l c:ic::w· l<C.::J·i .. 

J. 3. ~y' 11) ) " E.:::;tp 

1 .MF·D····o ~' :i. c:i ,;) ~:;¿1 e~ t ¿,\ r í r:• a cargo de Pl cit Q1 E:~.J. C::l.l.DJ. he• s:.:i.d.:.1 

( Es:. e ::•.fT; J. 11 :::1 Et 2•. l. "' Je¡~:;:;¿, ) , 



'f' t' e; i ~~' n i J e ;:., .. i v E• pO!' 

esporulan normalmente en los tiempos y con 

1 . d 1 s::up .. J. - ""' por a. ·f un e: :i. ón :í. ne rf.:-mi:::1r1 te:• ci ¿:, e] f.:' 1 ¿:, 

E.s: tc:E:: 

como ya se comentó! 

l.¿. 

e.1sp D ru l i:1r.:: i ón .. Nuestro mutante Mi careciendo espec1ficamente de 

e: c:.n re ::::u. l t ,:;\d Ds p r1:::v i o·;,:. de n UF.:'~;.+; 1·'0 l a b or:::« +.:e• 1-· :! 1:-. ·'. T "':;:, b €:\ .j ~::i .:.·n 

tiene~ propiedades semejantes & las descritas en esta te~1s para 

1;:, 1 mu t ;.::\ n t e i"I j c1 t::.· L:... ~LU.t: .. .t.LLi.?.i . 

Er: lo futuro seria deseable intentar el 

Este mutante complementarla .l.i::'•. i. n 1·01· ... n¡c•.c :i. o;··¡ 

en esta tssis p&ra el mutante Ml y comprobarla de manpra 

.1 , .. 
'"J•7 
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