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RESUME!~ 

el qL1e __ se_ encueritr_ari.-presentes'.- 3 oH_idas.;is termínal es: cit 
·-_. __ .·_._: ---------. . 

cit .Q. y ci_t-.Q.~ ____ .qt.!e_-dif_ii=_T'.'.éli- ne• so_lo en su disti11tn afinidad por 

;;¡. ·- - -_,_:,.""_c.:·_ '·:-_· : , .. _, ·- _--º • .,. -• - ~--- - • : ~ 

ledc•!i'- se ,-ha· __ CC·i~S(deradc.- -qu~ 'cf:t E~=<t es Lll""I c:itc•cl-omei indispensable 

aislamos mutantes de.·íic:ientes en 

c:it basadc.s en la re.:.c:c Íi:·n d<? del 

tetrafenilpárafenilendimina CTMPD> que cede sus electrones 

especiíicPmente a cit S· 

En medio fermentable esta mutante crecio p0cc1 y ne• 

la~ prinieras etapas de ~sporulaci6n. CC•<I 

bien usandc• un medi C• ne• ,-e1-me11tab le 

qL1e pres~nta la cepa silvestre. 

La actividad de TMPD-o:cidasa fue 5 vece5 n1~nor a Ja de 

l ¿. 

El punto de bifL1rc~ci6n en l~ caderia~ 

nivel dl:. c:i t t.• '!-"' qt1e:> pc:.•1- un li'ir:IC• r-:<.:.tr.;, r·1tc:•ci-omc• r:·-;:_t;¿. r""n 



c.c•ncl.-.nt1- ar: :i c•ne!:'> L•n r:c.:.mportamient{) 

paralele• cc1n c:it- ·Q. ·cu.ande•. se.-.··real_i::arc.i"n eispec_t1-c.s dii'erenc:ic;le~; 

c>n· p1-e~e:>r1c:ia. de l(CN-



La di fe rene iac i ón 

fenómenos biológicos 

Introduc:cion 

celular 

que más 

ha 

ha 

representado Ltno de 

llamado la atención 

los 

del 

investigador, sin embargo, a la fec:ha es poco lo qLte se conoce 

acerca de los mecanismos intimes del proceso. Desde el punto de 

vista morfológico, la diferenciación consiste en una serie de 

cambios morfogenétic:os que permiten a la célula diferenciada 

función. Asi, adoptar formas y estructuras que responden a L1na 

vemos que una célula nerviosa asume formas y estructuras 

adaptadas a las funciones de irritabilidad y conductividad. 

Desde el punto de vista molecL1lar, el estado diferenciado se 

caracteriza por la sintesis diferencial de algunas proteínas 

especificas. por ejempla, la hemoglobina en los eritrocitos, la 

colágena en los fibroblastos, actina y miosina en el mioblasto y 

diferentes hormonas en tejidos secretare,.:,. Juntando el criterio 

morfológico y el molecular resulta que la diferenciación celular 

es la progresiva especialización en estructura y función, que se 

inicia con 

di ·feren tes 

una célula totipotencial, 

estirpes celulares c:on 

especialización. 

A pesar del enorme interés qLte 

el huevo y termina 

distintos grados 

ha existido sobre 

diferenciación, es muy poco lo que se conoce acerca d'1 

c:on 

de 

la 

los 

mecanismos íntimos del procesa. Esto debido en parte a la enorme 

comp lej id ad que rept.~esentan los animales sL1pet~iores como modelo 

de e::perimentaci6n. 

Un alternativa estas dificultades experimentale~ es el 

empleo de cultivo de tejidos, sin embarga, muchos de los tipos 
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celula1-es qL1e se han logradc• cultivar sufren cilmbic•s, que los 

al e jan de su verdaderc1 estado di ierenc iado. Con tc•dc• este•, muchos 

investigadores bLtsc:aron modelc•s mucho más simples y p1-ocesc•s 

morfc•genét i cos parecidos a la diferenciación celular en 

organismos superiores así, se han abordado mode J DS en bacterias, 

protozoarios, levaduras y mesozoarios. 

De entre estos modelos, la esporulaci~·n b?.cteriñna en los 

géneros Bacillus, Clostridium y §Qorc.sa1-cir1a han 1-esultadc• tener 

enormes ventajas. El~perimentales: 

1. Son fáciles de cultivar en medios de composición conocida 

2. Es pc•sible inducir el proceso mc•rfc•genético con gran sir1cronia 

y un rendjmiento mayor al 90Y. 

3. Un tipo celular, la célL1la vegetativa se t1-ansforma hacia un 

tipo celula1· único, la espora. 

4. Es posible cL1ltiva1-]crs obteniendc. cantidades suficientes para 

el análisis morfológico, bioquímico y fisiológico. 

Es pcosible mutar.tes en di fererites estadios del 

desarrcollc·~ este:. pc•sib i 1 ita a su ve:: l.t\ información genética 

necesaria para ~l proceso morfogenético. 

Debido .:::1 esto, pc1COS modelos de diferenciación celular han 

recibido tanta atención como la esporulación bacteriana~ o qui::ás 

del r.-101-fc:igenót ico 

especies de ªª~i!!~§ han permitido el estudio de los procesos 

mc•rfc•genéticc.s y en la c1ct1.1.:::1l1dad se tiene"' el cuadre• 01bs completo 

de conducen y mant i er1en estado 

criptc..bióticc.• d" espc·1-a. Se conc.oce que 

bac ter i eu12 es i nduc: ida pc·i- agc•te.mi e;; to de las ·fLlL"'nte~ de carbone• 
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y/o nitrógeno.y por.-li.mitac:ion~s en requerimientos 

También, - se ha·· llegado::·a_.:ra conclusión de que una di smi nuc i~•n 

signi fi"C.:-.t.iya ~~---,-.I·~·- __ ,J;~:~.:0 ~,'~,· s1nt-esf~ de las pL1r i nas~ 
el Lli,O';de;- ros·. :-~-~--~~-~'6:~~··_::~g-.--~:~-~;:i0~~- en' es~orulac ~ón e 13). Se ha hec:he• 

~'::.." -:··-., 
un contenidos mc•leculares y 

- _ .. _ -~' --..... _.:: ">:·_-.: ·--.:::_:::.> 
a'c_t i"v1 dad e~~< ·:-·.- m·et·ab·óf i'c·ae.-

· ... ,·<-· .. _,;:-. ; : ' . 
·que caracteri;:an a los estc1dos 

vegetativo,. ·,:eSp_~ru_i a~te, espora latente y célula ge1-minada 

Se: conoce que durante el crecimiento en 

fuentes de carbono ferment.ables ocLtrre la má~-~ima velc•cidad de 

crecimiento y que la bioenergética del proceso se apoya en un 

n1etabol ismo netamente fe1-mentativo < 15) cc•n represión catabólica 

sobre las vías finales de oxidación aerobia Cc:iclo de y 

cadena respiratoria). Durante el crecimientc• en medios no 

fermentables no se prese11ta represión catabólica c•bteniéndose 

niveles C.'!levadcrs en li1.s actividade!:. del cicle• dt=: t<rr~bs y sistema 

Durante las etapas iniciales de la espc:.rulación, 

i ndepend i E:ntemente del ffif?d i D en el que el haya 

ocur1- idcr, hay una sobreinducción de las E·nzimas sistema 

elevad~-~ si el crecimiento en medieo 

ferme:r1table ( 11 '26) o modesta si el crecimiento previD fue en 

med i C• ne• fe1-mentable ( 17). Cualquiera que sea la sitLteción, se 

~abe que la esporulación en especies facultativas 

baje• cc•ndiciones aei-~·b i cas (48) y que du1-ante 1.:-..s etapas 

tempranas de la esporLilación (edeo5. I a Ill) las activid~des del 

la respiración aerobia es un proces~ obligade• d~ la e$pDru)~ción 

en especies facult~tivas. 

3 
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Desde .el punte• de vista mc•lecular se s.<.be que la 

génica durante la esporulacié•n bac::terian.3 cibedec:e a un programa 

ordenado y·. prec i~O de induce ión ·secuencial (ver E"Squem.::. I ) ' en 

oé:urren sólo si los ever-itc•s previos 

O De hecho, el estudio con mu't""ntes 

aislado·s- de la esporulación <Spo o, Spo 1' 

. .-;': ;-;·-.-;-, 

en· un 's'01.0" g·e~-;"_ ·que causa cambios en 2 o ccir.!lr: tei- i st i cas 

ejemplo, una mutación ei-. "1 estadc• l 1 de 

A- fa ~~luz de los conocimientos suministrados l-ec ientemente 

por la genética molecular de la esporulacié•n b~c ter i anc., se 

tienen evidencias convincentes de que la Rt.JA-po l i mer asa y 

especificante, su factor sigma~ es \-espc•nsab le del progreima de 

e:-:p\-esión secuencial de genes durante la espo1-ulac:i.é•n CS,28). Se 

ha llegadc• a establece1- la e:-:istencia de cuando mt:iios 6 f.:.ctores 

sigma o como se les conoce en algunas publicaciones; factoces 

"parecidos z, sigma". En la etapa vegut~tiva se do~. 

factores sigma (que se distinguen por su peso molecular: sigm~ 37 

y sigma 55). Estos factoi-es serian responsables de la 

transcripción especifica de genes caracteristicos de l « fase 

vegetativc... A lo largo de la esporulación los factores sigma 

vege.tativC•!:'. SOt, sustituidos pe~ ~tros f~ctores sigma que se 

suceden en etapas especificas de la con el 

C. C'tíTtb Í D en la especificidad por 

Asi gene o grupoE de genas serán transcritos sólo en el 

Du1-ante la espo1-ul ac: i 01-i transcribiendo un 



considerable de genes típicos de crecimiento vegetativo; algL1nos 

cas.os P-Studiadc•s han· revelado qLte estos cm 

cree j mi ente• espor.1..:1 I ac::i ón tienen 2 promotores que son 

recc•nc•c:idc•s pc•r la. RNA-poli_mei:-a.sa-Sigma cc•rr,espo1;die1Yte a le.. fase 

vegetatiVa o a l~- e"ipo:~·uJ.·a~:t"e :~espectivamente (28). 

que. las actividades del sistema respiratcn-io se 

e~:presan fase vegetativa (medico no 

en etapas temp1-anas de la 

esporulación;- es p¿~ible que sus genes corr~~oondientes contengan 

dC•5 promotores: uno de fase v~getativu y para su 

sobreexpresión en fase esporulante. 

Aparte de ] CtS i 1;ter e~ant.es aspec:tcrs qLIP. 

aguardan a la biología molecuJ.ar del sis teme. de 

esporoformadoras, e.:-:isten grandes lagL11;as en el 

conocimiento de su regulac)ón. 

Sabemos sin embargo~ que tiene una gran plasticidad y una mayor 

complejidad a la descrita en mitocondrias. 

Eo; Jos microorganismos la naturaleza de los donadc•res y 

aceptore: de varia no Eolo de acuerdo al ti pt• de 

01-gan i smc• sine• también de las CC•lid Í C Í C•l"l!o~S 

crecimiento talas con10: cantidad de o::ígeno~ edad del cultivo y 

natu1-al c:>::a la fuente de carbon~ y.=i. sea esta u 

o::id¿,.tiva ( 1 l ) • E:·:iste también~ un amplio rango de potenc1a] 

lo que determina que estc•s 

sisten1~s r8spir~tor1os a::1stan v~rios citocromos intermedi~rios y 

de 1 a 4 cltocromos que funcic·n~n com0 oxidasas terminales (2). 

Se cc•rrsidera QLJE son tres los sectorc:>s ~uncionales de las 
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cBdenas r~spiratori.as: 

a) Sector de entrada.- Constituido deshidrogen.:1sas y 

il avcoenz i mas que alimental, a la cadena de elec:trones, son muy 

diversas y oHi.dan un gra~ ~úffier:~ de compuestcis. 

b > Sec:tor intermedio.·- En este sec:tor, encontramos las 

qui nc•nEls, compuest6s pequeRo~ e hidrofobicos de dos tipos: l.as 

ubiquinonas presentes .en orga1,ismas gra.m- , derivadas del 

metoxi 3 metilbenzoqL1inona, y las menaquinonas c:aracteristicas de 

derivadas de me1"1ad iona. Encontramos 

también, cent1-os íierro-azufre, del tipo b, e y 

algunas metaloproteinas. 

e: ) Sector de salida.- Participan a.qui las o::idasas que aceptan 

electrones del sectc•r anterior y reducen a el o::ígeno. En las 

bacterias generalmente se encuentran mas de una o:{idasa en un 

mismo organismo• si ende• en aJgunas casos hasta l <1s que 

pueden estar presentes. Existen además de el c•::ígeno, oti-c•s 

cc•mpuesto~. come• 

aceptorP.s fin~les, en e~te caso existen reductasas espi=-ciales 

para estos compuestos. 

El tenei- varias VE·ntajas 

selectivas, ya que estas ti ene1; di ·ft-rente afinidad por "1 

C•S i Cl.J E.c:.t.;=1s 

c•::id~o;:::r.;..!:'.:: scin hErr;W pi-otcl11~s y he:·m-.::1 + CL1~ y seo1-, deo- t.-es tipofa: 

1.- Citocromo 5 o::idasas, contienen hemo A y Cu++: Cc•mo 

ci toc1-c•mC• la o:-:idasa 

mi tc•cond1- i al, contien~ unicam~nte entre 2 y 3 subu1;idades 

Cn1itocondria tien~ entre 7 y 14>. 
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. .. >,· .. 

l e-~s denóml.na. ti Pe·<-!;[!. 
~ -\ - -.. . -' - . . ; ' - , 

l I I • - Ot.1 i no l :es.tas t1~_r:,e~r(·L;_n·:'he'!l~':Jb- Y un:·:d: 
'::·~:. .:-.~--;-~:>· 

F'or 

tanto l'.t l t :i fO(• 

grupo tipt.• t.• 

y a si do di?scr i .ta<-en ·E-. -''Ce. Li · ... _( ·2_·,:·:. 

g_411~r ¿. .·a·~~:·i i _:1 u~;,;:u~-i·t:-~-- -:~~~.1--,-s ~-{~t.~.)~:~: El -·pc•r_-- espec: 'tes 

t-~t• se:! 

cc•noce córi certeza· la compos:iciétt1 y.·secuenc:i;:. de en::imn;-. que 1 f• 

c::onstituyen. B-i'lc:iilus' -Subtilis <6,43i y Bac.íllus 

., l siendo SLIS ',·' 

<Escam1ll;:. en prepara.e i ón). 

pc•see 3 t•::idasas terminl.\les. e i ts ~§;~1' Q y 9- A la fecha no FS 

ramifique.-n. L.a de qUE""· un 

cltc·c·,-omeo del t1pc• t:!. <g_e.~;':"li se.::< el dt•i"1e<deoi-- de elect.~c,nes p~l-<:<. 1=:1s 

vi as que E<. subtil1s (38) 

y también, el donad e···-

los c1ts 

Por otro l~do. e~ he pre.puesto l~ ex1s~enc1s d~ 

cuando menos cuatro tipce diferfrntes de cit ~ en las 3 esp0cies 

\iC• SAbe cual s~a l& ubicncJón y fLtr1c1ón de cada LlliC• • ffrl.IC"hC• 

CT1cnos su reguleci6n. 1 ~ c.-c.,·1fu.::iéon MntE·,-\;:.r se de-r1va dt.•1 

quE-

encu~ntran muy cercanos. c~r1 el rnngc• d& lC• nm> y por t~nt0. 



sus sería les indi-vidual es y se conjugan en un pico 

anchc1 y c:omplejeo Cver ·resultados). . . . - .. - . 

En c:üanto - " s_L~. ~--~:pres·io·n ·i·nd-_iv°fdual. y sector ib.l, el 
. . .. 

crecin1iente• ve9_~-t-~-~iV'c..-.: y en. -.la_. __ e:;;._p6t:"ulac:i6n,_· no se tiene un g1-an 

cono e: imi en to. -.-~_cr--~~:~c·i -~.n-~·~1~ti~.-, _. ~úé-. d:~r-~rite 1 ~ espeoru l ..=ic: i ón hay un 

pero muy especialmente~ 

c:it Para le-leo al 

incremente• de ·e:: toc:_~om_os, ' __ tamb.ién ocur•-e un aumente• de casi 10 

tetr.;:tme1:i1en-

parafenilendi·amin~ "<TM~D 11~44) donador cuasie&pecífico de este-

sector. En el mismo periódo, la concentración de c:it Q se:- eleva 

modestamente (2 veces) y el c:it g no aparece e:·n condiciones en 

que el cultive• esta bien aereado < 11 >. Así, a primera vista, 

parecerla que la vía del cit 5--~ªª es determinante la 

espe•rL11 ac i ~.n. Esta disyuntiva fue abordada por Taber y Col. en 

1974 ( 4 1 ) ~ E-stud1ando l.;.s pre.pi ed.:~des de crecimiento y 

espo1-ulaciC1n petra mutantes CC•ll deficiencias en sistema 

filguno= prob<:~1-c•n 

deficientes pe.1-a y en todos los casos se observó un 

fenot ipc• asporog&nic:e. e ne• espc•ras), de este•s 

CC•/nO un dogma. 

que el citoc:i-omc• e_~o es indispens.::.ble para la espc;1-ulaciCrr1 <48). 

Estudios posteriores sobre los mi~mos mutantes revelarc•n que 

&demás carencis en c:it ~~8 • mL1tE1ntes en cuestión 

de-f1c1enci.:.s en 

citc•c:romo~ y ~obre todc•. en actividades del ciclo de l~rebs (42>. 

Esta revelación planteb la dudb de si el car2cter asporogénico de 

los mut~nte·s de es ~.C• le•, menos, 

B 



_principalmente a la carencia de cit ~~~ C• SÍ, por lo contrario, 

las cafe\;c ias ac:'icionales ei-1 c:.:.dena r.espli-atoria y/o ciclo de 

l(rebs son ·tas ·respc•nsables· directas·· C• • a"di:ti.vas del .fcnc•tipc, 

asporogénico. 

-_ .. Ev.aml"hilridc• los p1-c•~es·o~ de. se-~e~Ci_Ón de· mutantes empleadc.os 

por fue 

especifica para la vía ~~--~~3- mutantes 

: . . . - . ._· .. -,, :;-;-.--.---.--· - ," 

La bencidi_na es v~_Y.Bd_a :t:,-aci'a_·. ei· -azLi.'1·.·_ por las hemopl-otE!'i1·1as ~ 3(l) 

así, con este reactivo es 

de esperarse que se detecten carencias l?li 

citc1crornos .. · y no la ausencia específica de la via 

Considerando lo anterior se decidió e J e;.tudio, 

tratando de aislar mutantes con carencia especific~ de ctt §.~::i y 

ne c:cn deficiencia general i=ada de c:itc•c.romos:,. 

cumplir cc•n cstE~ C•bjetivo monté• un;:.. prueba 

especlfica de selección p~r~ l~ citocromc.o 

c·~:idasa que sigriificativa ot1-c•s 

citocromos actividades e-n::imt. ... ticas de L"' 

mutante obtenida nos permitiria derinoir la controversia sobre la 

C•b 11.gatc:.1- iedad del c\t ~~~ para esporulaciórr y nos 

estudic..1-

la carencia de c1t 

~~:::-t permitir i¿, pLLntc. de ci-uce 

dc•nde Gspecifican1ent~ sobr~ el 

dol e E.•n 1 a ~.eCUElíC" l ?. 

~lectrc•ncs. 
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Material y Métodos 

Cepa in y t~cnicas de cultivo. Se utilizaron dos cepas de 

La Bac i l 1 u,"s,___,c~e~r~e=u~s~ e a,_,_1 __ s~t~e~ que 

corresponde a una cepa silvestre aislada por ~l Dr. A.J. Andreoli 

de la Universidad del ~stado de California en Los Ange 1 r::-s ~ y 

cuyas microbiolC•gicas la identifican e como 

Bacillus La segu1·1d~ cepa corresponde 

un.::i_ mutant6 1?;.pontáne.::-. que en 

adelante Esta mutante fLtE 

seleccion.:--1d~ para 1 ¿.. tet1-a.met i 1-

parafenilendiamina CTMPD), donador de electrones C:Ltasiespecifico 

de le e i tcd::romc:· La reacción ut~lizada la 

de le como 

MADI (3(1) c~lulas ~ompetentes 

viren el coJorante CTMPD> de su furrr1~ reducida (leuco> a la forma 

~::idada (rnDrsdn). cc.101-.-=-~ntE .. : 

los j:1l- l ílt€:·l-OS 

pc.sibl12s mLttantes. p.::..1-a su fE-nC:• ti peo 

lO 



espectroscopia diferencial. 

Las e-epas silvestre y_._- cyt __ - ª-""."'-_se conservaron a 4""'C en 

via1es conteni.e-ncto .:>a9ai-_·- rlU.tr~ i-~r"te_-_,- é:2:;s'._·~ ·:;g /.~_·i ~.fo~ HnO > • 
-:-,;->:--

Para su 

14 · i i tros-· de:_-'~ i.,~-~ .:.~.cli)~~-: __ ~T~~--~;_;:~~~~~~:~P :-}~;p,m_-•. : : Se ut i 1 i ::c?irc0n tres 

de 
- ,:-. . ~-'~~\ . ;__,':;, -- . . 

·d 1-f~.r~r;t·~-~'- ~::_p_-~f-~J, ,;-~i=~" 
,,·r 

medic•S cree imiento en "l 

Hanson et al ( 16) que se 

C0.2X) como fuE:nte 

Este medio contiene aden1ás: e::tracto de 

levadura al o.ex, <NH4 >cS04 al o.2x, ''~c:HF'D ..... al 0.05% y una me::c-la 

de sales en concentraciones menores y fc•rmada por: Mgso .... al 

MnSO~ al 0.005%, CeCls: al 0.0025Y., Cu SO" al 0.0005%, Zn 

SO,...- a 1 (). 0005%, F~ so.... d 1 O. (10005V. y Co so .... a 1 O. 00002X 

b) Medie• de hidroli:ado de caseina~ poi- Stei-lini y 

Maldestam (39) que se caracteri:~ por n~ tener fuentes de carbono 

fermentables. E=.te medio 

pancreático de casaina al 0.8%, L-glutamato al 0.4X, D,L-alanina 

al o. 2i'. y asparagina al 0.1%. La compc•siciC.1i fue-

em nuestro laboratorio ~gregando la me=cla de sales 

ment.•1··E::-:. ciE:-sc1·ilct pr...1-c-. Eol fil'='dic_. G. 7. 1 

e > CaldC• nut1-it1vc•. Este un.=t me:::.cl.:-.. 

Ct•mp 1 e je?< du (l .8:-; 

pi-eparacic•llF-:S cc•merciales dF~ l.::•s m.s1-c:as Bio::é•n y Difcc.•. El medio 

~stb constituid~ por 5 p~rte~ de pcpton0 de g~latinR y 
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En tcidc•s los casos el biofermentador fL1e sembrado con 1.0 L 

de inóculo En fase logAritmica-media .crecido en el mismo med j C•. 

El crecift~iento fue segL1id.o por e~pectrofotometria a 540 nm. Al 

térmi n6 del ··c,-ecj_mientc. las células _fueron 

S~_arb_.les·_. __ T_;-.1 _de_. flu_j¿: c·~ntinuo .. 
cosechadas 

El pe.quete 

fue lavado .3:veces··co1-.--·anlc•rtigúS.dór TCM (Tris-HCl 5(1 mM~ 
. - e=,¡·· - - - •., - - - ' • 

"'' UliCt 

celul..:u-

pH 7.~ 

cc:•nteniendo_ Mcici-:e :·~~: -~_aci~ a·.-cÓnce:ntraci{•n 5 .. 0 mM>. Los paquetes 

ce1u1are·s -.f~e~tid;:l~_l'!l~-S~~·~·c{~·~:~·~-" ~7_0°C hast~ SU LISO. 

Par,:¡,. la: .. :Se.1dC.2:i:{,.n)-df?i mutante cyt §.- se semb1-a1-c.n de 200 a 

300 ·cé-lLt"i-~S pOr:-c-aja de Petri preparadas cc<11 aga1- basa 23 g ~: l-

de medio G .. L~·f6rmula del medio G sólido 1·ue la misma descrita 

anteriormente e:-:cepto que la c.::c•ncentrar: i C:.•n de 5ac:arc•SL"'- iue 

reducida de 0.2'l. a 0 .. 005'!.. 

Las cajas sembradas y dispersadas por triángulo de vidrio 

fue~on incubadas durante 48 hs a 3o~c. Al cabo de ese tiempo las 

co 1 oni as fueron sometidas a la prueba de la re.-acci1~n 

aplicando un papel filtro humedecido con TMPD 0.1 mM. Al 

cecbo d~ 2 min1itos se ~1slaron las coloniaE que nD habían 

el CC•lo1-c.11te ( l E:-L.tCC:• en el papel filtre •• 

Altern~tivamento. la reacción NADI se practicó a c,;.dc-. cc•lC•lil ?-

individual agregando una gota Cmicrojeringa de 5(1 µ])de T~IPD 0.1 

mm a cada coJoniA. 

RUPTURA DE CELULAS Y OBTENClOl"J DE MEMBRANAS. célL• la=: se 

resuspendieron en 1 voJumFn d~ emortigusdor TCM qLIO corrEspc•nde a 

3 su pese• húmedc•. Con p] objPto d~ scc ié•li de 

F"/1SF 

l 2 



c1-joz,f;ales directami:nte en la suspenci6na 

L.:. ,ruptura ~e hlzo en una prensa Ribi CRM-1 

lric ª a una· presi_óO' de '~0~0(10_0 Lb/pL1lgº y 4°C comprobandc• 

~l _cr~-~--~r~-~-c-¿~i-~_:_:: __ ~•Pti~·o, _.-la -ef_icienci'a de la 1-upturaª 

·USA> 

bajo_ Antes 
. . . 

de iníci'?r· _el iav·adC. y Ob,tenci6n r;Je las memb1-ar1as, la muestra se 

tra-tc=.· · dúrante:"-10.-·min c-c•n DNAsa agitando lentamente C.\ te.mpe1-atura 

a'ffib __ i.ent~-.:P'~-~-a__.;-~liminar así la gran v:iscc•sidad que dá a la muestra 

el DNA ._·liberado~ 

Ot-rcr método de ruptu1-a empleadc• iue el Dync•-t1i J 1 ut i 1 i ::ande• 

peri-as· decvidrio CWAB Daync• Mill>, de Oal y 0ª2 mm de diámetro, 

eigitando 2 peric·dos de 30 segundc•s a 4,50(1 RPH y 4°C. este 

métc•do el DNA se fragmsnta por lo que ne• es 1-ieces<?.rio el use• de 

la· DNAasa ª 

Las células enteras se eliminaron centrifugando a 2,000 x g 

durante 1 (1 min en una Sc•rval l RC-58 ( Du 

Instruments) El scobrenadante obteni de.•~ íué: i;uevamente 

centrifugado g !: 30 mi n, 2 vec:es con 

TCM en l.=.s mismas 1 as 

membranas SE retiusper1d j e1-on vci 1 umr?n del mismo 

amortiguadc•r separa1-c11; en pai-a dete1-minñ1-

proteína c.c::tividad l-espii-atoria en mues t 1- a:. 

fracciones usadas para an~lisis espectofotorr1~trico •~ guardaron a 

-7(lVC. L;; cor1centrC1ción a la cuel se diluyeron las membran.::.s. 

su estudio iué dP. e--;-,ti-i=- 8 a 10 mg de prc•te:i n,;, pc•r ml. 

dcterm1 ne.e i ltn 

et al í27>. 

CUF:VAS DE CRECIMIENTO. 

\' los 
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distinto~ m~dios, se sembraron las dos cepas en matraces con 5(1 

ml de medio Y se dejaron· c:-reccr hasta l.;¡. et.apa lc+garitmica media, 

una misma cantidnd de int.'•CU} Ct 

ma1;races con mé'di6- .·fri?scc; y se les siguió el crecimientc:i hasta TO 

<TO= tien.1pc• al fi-nai _d_Éil_· ·crecimiento logaritmi.cc•>. 

y 72 hs'·. la~-. dei~!á~ se se observaron al micrc•scopio para 

Experimentos de este tipo, se hicieron 

c:on _la~ dos_~: C:ep~~ _en medio G y G adicicnadc• de íosf.,;;.to dibásiCD 

en: .cantida-des supericres al o - 062~~ 

<1.25X), 0~075X Cl.5X>~ 0.0875% <l.75X> y 0.1% <2X). 

de los medies inoculados se tomó a las 2~ 6 y 8 hs 

crecimiento para medir el pH. 

RENDIMIENTO DE LA ESPORLJLACION. Se midió sembrando en cajas de 

agar nutriente diluciones de los diferentes medios en los que s~ 

dejaron espcrular las cepas~ diluciones y cantidades 

plaqueades, fueron las siguientes: dilución 10-4 ~ se sembraren 10 

di luci~·n 10-6, 1 (1' 25 y j ºº p. 1 usar.do para 

distribuir 1 Ces células l1omogeneamente. Se a 

temper¿~tu1-a ambiente y 1 e_~. 24 hrs se- ceont6 "l itt'.tmE·rc• de 

ce l Ctni as. 

TERMORRESISTENCIA. CélLtlas de 

Sfrmbr~ron en mEdlo G y 1~edio G con ~osfato concentr~d~ dos vece5 

< G 2X POL1) se cos~chc..1-on 

1 ;:,.varc•n doD veces con CaCl~ 1(• mM pH 7.2. s~ resuspendieron en 

esta m1sm.o. sc•lucié•n un ve• 1 ums.•n igual ~l y 

d1v1d1erc•n En dC•5 una CC•nt1-c•l (4 C> y una 

i=·::pe1-iment,:,l que SE? e.alentó pc·i- 20 min .:::1 80¡,C. El rendimiento de 
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l~ ~sporuloción ~e midió en l~ forma antes descritfi. 

ACTl VIDADES F:ESF'JRATORIAS. L8s ~ctivid~des de l~ADH y Buce i na1.:o 

así come• de NADH ~ Su.ce. y Asc-TMF'D o;·.ida•.=.as 

fuerc•n medidas de ci.cUerdc; a la siguiente met~·dc·logia: 

Su~cinato oxidoreductasa.- Su actividad se detern1inó a 

temPeratui-a ~mb-iente, en una me::.cla que cc•ntenía 20 mM succinatc• 

pH ?._5, 50 mM de f'osfatc• de pc.taslc• pH B.o~ l • l mM de 

fcna=in.:i metasulfatc•. (~~MS>, 0.08 mM de 2~6-Diclco1-oíenc•l-Indc1fenol 

CDCPJP), 0.1 mM· de cianuro de potasio y entre 10 y 30 ~J de 

membra\1as que é:onteni.an de 10 a 20 mg de p1-oteinci. 

NADH o~idoreduc~asa.-

SÓ]C• se sustituyerc•n el succinato y el F'MS por NADH 0.5 mM. El 

pH del 

final. 

amortiguador para este ensayo fue de 7.4. El volumen 

fue de 1 • (1 mi que se midieron a 600 nm en un 

espectrofotómetro Pye Unicam SP 1800. El ccoe·ficiente 

ez:tinción usado para el DCP!P o::idado fue de 21 ffiM- 1 cn,- 1 • 

NADH y S'-.tC.cin¿~tc• C•::ida=.as fLterDn medidas e1, Lln c.i::i.met1-eo modele• 53 

(YellC•W Instruments>. La me=.cla (3.0 mi finales) 

cc•ntenic.: 

50 mM de fosfato dG potasio pH 7.4~ y el equivalent~ de 1.5 mg de 

proteína de m~mbrana. Despues de incubar 3 min a 30 C =.e inicie. 

41) ml1 S'-.tCC i natco ~ C• bien (J. 5 mt1 de NADH 

<concentr8ciones finaJ~s). 

Citc•crc•mc• Su actividad fue deterniin~d~ tambien pnr 

deo 51) n.M pH b. B e i::or1 memb1- ane..s en )'i< 

descritas. De~pLl~$ de l~ incLtbación 3 n1in 30°C, SE ag,-c:-g,:~1-c•n 

Ascorbsto de sodio pH 6.8 ~· TMPD ~ 1Jna c0ncentración final do 10 

l5 



m11 y o. l ml1 l-espec:tivamel"'ite_. 

ANALISIS ESPECTDFDTDMETRICD i'Jf2'·ci'Tci~ROMDS •. Las m1?dicic1 nC?s 
- • ' -~ .--~-: ·.o_· -.• '. _, ;-"'-

h i e i eron ~~ · -·ul'1. ,_-~--~s;~~~-:ff_.'r;!_i:9:i'~~(í;~:ti_C.:'· __ SLM .-'- IJIMINCD Dl·J-2c J 1 ' 
. -- -,-_,.. -.- __ , -~· -,;;::s··;-::;;. 

tempera~tu_i:-~- _' a·1'1bi·e·nt~;"}:~"~'¿i-;.;f:ici'!<en :--e·st'e caso 
,.- .-- - . - ,_, .. ,-. --~·::,> ·r;__:- .• ---, , ~ 

celdas d~ vidrio de .o 

cm. de ·paso, de_·, lu::': y-:_en·:;_:,n-i-tr:~-9e_i-i0 __ ·1 í'quidc• (77 I<> e1, celd.::is de- 2mm 

de pa_so"., d'e lÍ..lz ~ 

Tres tipos de_'e~pectro• fu~ron realizados: 

.3.> ·Espectro 'dife;irencial reduc:idc. menc•s c·~:idado. En este:- case• la 

redltcc ;¿,n se con diferentes NADH 0.5 mM ~ 

SllCCi 1-.ato 20 mM, ascc•rbatc• JI) mM -1· TMPD ü.3 mM~ e· b ie1, ccn; una 

pequeña cantldad de hidrosulíito de sodici (di1:ionita>. La 

o}:idac ión de las membranaE en la celda de se h i ~C• 

ag1-ega1;dc• unos cristales de persulfato de amor1io. Este tipc• de 

es pee t rc•s SE h icierc•li tanto a temperatura ,:,mb i ent;e ~ CC•ff\C• en 

nitrógeno liquido. 

b) Ditioni~a-CO menDs ditic•nita. Membranas rE·duc idas CC•n 

ditionit&, SR divid1eron en dos, un~ parte SP uso como referencia 

y l~ otra se burbujeo con CD durante 1 minen la obscuridad y en 

presencia de 0.01 ml de antiespumante CAntif02n• ~pr2~· de Sign.~>-

L8 medición se hi=o inmediatan1ente a temperatt1ra anihiente. 

el Espectro dlferoncia1 anaúrobio menos aerc·bic.. 

i liCUbalidC• pc·1- dupl ic:adc• distintos 

dDnadores d~ electrones durante 20 min ~ temper~tura anibiont~ con 

6bjeto de llevarlo~ Cl an~erobiosis. 

reíer ene i 2. tene;- a~.:í l" mues ti-o 

e1erobia. E~tc:: 
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(1 • 1 mM y_ 1._0 mM :o-Y-l la c&lda anaerobia y en otrc.•s casos en 

c:eldas. 

Las_me"mbrana usadas,· fue:ron rest.ispendidas en 

estable. 

12 mg de_ proteinc; por ml. 

La concent\~ción de citocromos se calcul6 en los espect1-os 

realizados a t·mperatura ambientG redLtcidos con ditionita en 

prc::-sencia C• at.1sencia de CO. Las eiguientes longitudes de onda y 

c:.c1eficientes de '}:tinci6r1 rncolar fuerc•n usndos: a<0<.:=1~ ECb03--630 nm) 

= 2lt mM- 1 cm- 1 C: 2); cit. b E<563-575 nm> ( 12); 

cit e EC55ü-540nn> 19 mM- 1 cm- 1 <12>; cit a2 EC630-615 nm) 8.5 

mM- 1 cm-1 !18); Lit a~~-co EC590-605 1;rn) = 10.1 mM- 1 cm- 1 (38>; cit 

co-CO E<415-430nm :::: 160 mM- 1 cm-J. (39). 

MICROSCOPIA ELE:TRDNICA. Muestras de las cepas silvestre y cyt 

~- crecidas hast_ T5 en medio G y G-P0 4 2X respectivamente, fueron 

co;.echi"•dcis y la~adRS con amortiguador TCM. El precipitado con 

las células enter&s fue procesado para microscopia electrónica en 

la siguiente for a: incubaci6n durante 2 hrs. en g1uteraldehido 

<:n pH 7 .4 ~ despL1és de 

fijado~ se la•.C• 2 veces c:Dn el mismo amortiguc-.do1- más saca-rcsa 

58 pasó a ó2:ido cte osmio al 2% en el mi smc. 

a mc•r ti g LI .:.dc· 1- pc1- 2 hs, 

cc•n e te.ne• 1 hC'\f. i ende. de? ] ?S 

cc11;cent1-c1c io1-1es 50, 60. ?t). 80, 9(1% y .t1bsolutb, te.dos 

Se hicie~on 2 c~mbios d~ óxido 
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de p1-c-.pilC?nc1 a tempÉ?.raturn ambjente y se dejé• iníiltrar con 

reactivo 

desecacié•nª 

ll"lclusiC·n: 

concentrado 

las 

y 

ep_on en una concentración 1:1 durante- '18 hs 

se 

se dejaron polimer~=ar durante 48 lis a 

este 

e.-n 

cortaron y las rejillas fueron te~idas con acetato de uranilo n1~s 

citrato .de plomo de acuerdo con el metodo d~ Reynolds ( 36). La 

cobservaci6n se hi:zc, en un micrc.sc:opic• de tra1"l=.mislC•r1 JE·C•)-1(108ª 



Res u I t.adc•s 

Estud1 C•s realizado's por JurtsmL1I~ y Muller ( 2(1) una 
. - -- ' . 

amplia· -v~-¡-·i·e,d~d,:-~~_esPecies bacterianas L1bicar1 a B- cereus Ct"•mc• 

una 

D~bido a que este colorante, pc•r 

su .(Eº=260 mVJ, esta capacitado para dc•nar 

eleétrones ··,,en_ e1 sector citocreomo D~: i dC\Si'<S 

re_C':!=C_iqn_;' ·és Lú1a_,medición direct.:.:i de las actlvid~des de c1 toc1-c•mo 

Pc•te'n_c ia l mente, B ,. __ c=-="~'~·=e~L~• s= si lvesti-e) 

ac:&ptar electrc•ne!;";. ei nivel de sus 3 o~:idasas tnrmin.::~le?s (cit ~~3, 

e i t y_ cit !i) y de hechc• así SLtcede come• 1 C.I 

reducción significativa de los cit ªªª <y~)~ cite y cit ~ Cfig. 

7> cuand~ Jas membranas de células crecidas en casaffiinoác:ido5 se 

incuban en presencia de ditionitz.. Así, la C:•ctividad de TMPD-· 

o>: idasa Bacillus la suma de le. c.c.tividaci 

c.::.~talític:~ i ndepend i e.n1.L"' Sl. 11 

Datos prev1eos que l"' 

citocromo oxidasa ªªª y en general todo el sistema respiratorio 

fuentes no fermentables y Sc•b1-e todo, du1·ante la 

Es pos:iblt- que la denon1inac1ón dP ~- una especie 

NADI- haya s idc• hecha ba j<.o cc.ndiciones de crecimiento que 

conduceri a la repr&sión catabólica de su s1steme respiratoi-jc,R 

Pruebas pi·eeliminares 1·ealizadas, en nuestro laboratorio, con las 

células en fase vegetativa y esporulante crecidas ambas en medio 
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l·JADl-- y 1.:-i íase E·Spt•l-ulante CC•RIC.• NADl-i·. 

J c. anteri c•r · dec. id imé:•s ·intentar mut~ntP.s 
. . : ' 

MADI-· en cor1d-icionE-s :~de<1nai:":l'fl,¡á i~~-.di.1~2::i6~-· pare._ 

~-~·t'~:t'~-~~~:~:~~s.:· 
el 

posibilidad de ai"slc:ir mutantes. 

eSt·á·.b·~;nk~-
. ::. . '·; 

~y-t_~,:. ~~ CC•n 2a°!:L3.é::'idad 

J" resPirnteor:ic• y 

para 

a i:- P'1:a_~f.~:~m'~:·~~:t.'D-:. -. ~-~:_ -'--~~a·b·~r- y ccd ~ l ) 

decidimos .incubi"lr · lBs Ca3as.--de_-Pe-_tri pcq- 48:_ hs, tiempc• suf"ic_'l;:,;nlP 

de r-~=i::ic-·1-ul..:.c:11.'•T1. 

St:· 

pi- imera sembrandc1 200 a. 30•) cc• l oni as en 

Petr j con medjo G ·séil:idc•~ Duri.~ntE- e-1 c1-E"~c1miento 

SR. El preob lema que se de:-tectéJ e.•n este med :i C'.I fué t· l e cec i m :i t> .-.te. 

abundante y a~i, después de 48 hs de crecimier1to. 

hRbian perdideo SL1s limite&, observánd•·~E": c-.-·L'-C)m:itr1tC"• cr:•nflt1rc•11iF-. 

·=· 1 

e or~d i e i one!::; las colonias crecie1·1:.n a un di t1mr.:-t.-·c:. 11c. n.avc·1· dr:- üw5 

cm y ( espC•r"ll 1 ando) el 

Tt1F"D (o. 5 ml > 1-lot..:.;(1 

desp 18.:."..=tn. As i ~ decidi~ ~1~cer la prufrba NADl p0r un2 de 2 

un p~pel 111 t1·c, humede::·c:irJc, E·n TMF-·D 0.1 ct•M 

CC•\I 

co lc•ni 2s. 
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Fig. .- Esp@ctrc•s dif~r~nc1ale~ d~ ditionit& meno~ 

itrazc:, y dit1c1n1ta + discontinuc1) de 

r. C• íl 

o:•lgunos--g1-ariós de di,tianit.:il (-muestr-:.:1 ... :_e~rpf?r_-jme_1'.'lt.=<l) y 1<=.• cubL°'ta d¡:-

p.-epai·ad¿;, con p.-rJtc~i na fur,,_., 

C•::idada r.:on En el 
. . . 

-:.e:gundc• ce.se:- las men~br~nas fue-i~·Or, redu-c1das cc·n é-.lgunc:•s (J1-anc1s dE, 

d:i-t:ic•ni.tc. t8nto r.1.tbe-L<:.• 

míent¡~~1s qur~ cube:ta e:-~:p. 

d11·e:·ct.;:;.mente 

comparat_ivc•s se muestran en 

cc•n ·membranas de la -cepa silvestr~ de 

crecí mente• s11~ilar y con una cBntidsd de p1·oteina~ igu"11 1 ¿, 

usad~ para la ~ep~ niutant& CAi. 
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aha JC• y se l "15 colcq11as que rr[o hab.icn1 E' l 

A c:c.ntinllación se ret1,-¿, el papel y sc--> lll"la 

Rsperarc1n 2 .minutc•s y . .:iqL~él las c:o,lolii'a~ :que-.. é::c•ntirlLli'·H-c•n 

fueron pica_da_s y transferidas_;a µ)"la ca_ja .Petri ceon_ el 

se sembró _por ·estr ia-, se. 

volvió ~ hacer l~ ClJant.=.s 

c-oloniHs. 

Las 

v«?ces a 

Tt.:-notipo .. 

Q!-:idado 

cr.ilonias ccoi71fi'_17mádaS- ·éó.mO l'-IAoi);.·_, ·.fuc;,~c;·n- pa:sad=i=. 

cajas-, de Petr~-i->~--~~~~-'.~ :·:~~;::~'6;~~~~~;'~-~·L~~;- -:t:an---.: ·. e::f:ab-le 

~islad.:tS 

--:~· i-~~~~~,-¡¿\~-ct'~'.i~ ( i-educi de:. C.Ot"l ditir.rnit.o< 

Cc:•nserva1·cn 

Para la realización de I~ p1·es&n1.e t~sis 

por-

escogió la cepa cy1; ~- con la mayor velocidad d& crec1n1iento ,. sv 

Cnmoc«:.;ici~·n 

~n medio G hast~ el finPl de la f2e~ Jc.gorítmic~ 

comp¿11-a.r SL\ dF: p1.::01-

espectrofeoto111etría diferenci~l ~ temper~tur~ ~rr1b1ente. 

e: (_t ••• 

y 4lt5 nm. =onas especificas de absarbhncia p~r2 el cit ~~8 ce.me:. 

se comprueba en la ~ep~ silvestr&. 

529 y 5~;9 

a 559 s~ er1cLteni.r~ ensanch~d~. leo que eug1ere le pre~enc1~ de c1t 

2J 
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e. En quP 

est~ ::-c•nf< de 55(1 1-.m $e rt?~•t'l'?lve en un hc•mbrc• p~rc. C:l.t ~~ 

Es e1 hechc• de que E-l e:: l t f; :se .e~:pre5Eo.""' en el 

ha en la 

m1::>mb1-an~ par_a el e i t ~ Y- CC•ffiCo _se Verá ··--més -adel c:.í"1te. l a!:i 

~;~,n~-i .. b:i; ~.-~-E;s de mé::imB c.it _ !;._.. É~:pr_es~·d..,.~ b~-jc•. c;:.ntidades-· de 

J 1·1duc:c:- i C.n son ~i g,,-1 ~:i c,;;1 t i:v~1Í1r:n+.·&·;_: --~ i tC.s ~ nos 

1 llV J t.C. ,,;. .di lucid2.r: SLt:_fL!nció·1);,· cf,.-• 
; ., - -· ,,_ : _- -- --- . 

el f; ~~s fo qu~-- 'd_iscut·1·1.:e_~_c•S-rri~s 
p1-~sentB el e_spectrc• de mt:•n~•::-: 'ido 

con las· ci tocromo o_::~da'.!.as en_ su _7 es t.eidc··-- i~edur: i dr:• dandc, 

el pjcc•s del 

rc.:.ducido· sufren Ltli blanqL1er.., y E>n su lugar ·apare:·cen nuevas. bF.ind.:is 

c:aractc .... i .. i stic:c:ts de>! c:omple,io 

rc:Liucida-CO~ La cepa cyt ª-muestra ·un espec:i:rc• cr.•,-1 1.•11 p1cc.· ,e, -·ilt 

Este es el esnectro 

el c:c1mplejc:• de sin interferencjas PSpect1-;;.. l fr.•s del 

donde-· 

cepe. silvestre mueetra piccos B 416 (ci.t ~-COi 59? 

ve.lle-· 430 nm car~cteristico dP] cit ~-CO se 0bsE~~~ CC•fllC.• 

pE•queñn 

de. 
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se obsei-vó que cyt ª- crece lentamente y en propc•rciC.n. 

Mientras que la cepa silvestre muestra un tiempo de gene1-ación de 

27 min. y Ll'!i crecimiento má::imo hasta A~"'·º = Lt.t), la mutante_ cyt 

tiene un tiempo de generación de 62 min y un crecimiento 

máximo hasta A~40 = 1.25. 

Durante el crecimiento en sacarosa (medio G> Bacillus cereus 

e-;-:creta al medio importantes cantidades de ácidos orgánicos 

(c..cético y láctico) lo que se traduce en una ca ida del pH (Fig 

2A> alcanzado Su- valor minimo <pH = 5.6 - 6.10) pc•co antes de que 

concluya el .ci-ecimiento. Con ·el inicio de la esporulación y la 

inducción del SR~ las células utilizan los ácidos orgánicos 

acumulados en el medie, oxidan· una parte y otra se acu1n1.1la e11 ~1 

e i tc•p lasma como poli beta-hidroxibutirato que será la fuente de 

carbono durante la· esporulación <15>. 

Es interesante el hecho de que la mutante cyt ~- no parece 

tener control -sobre la acidificación del niedio y el pH dis1ninLtye 

continuamente hasta valo\-es de 5.1). empíricamente sabemos que a 

este pH, B. cereus no crece ni esporula). 

Con lo anterior surge la pregunta de si el crr=ciml.entc. 

esporulación de cyt a- ocurría directa1nonte por mut;¿~cit~•n, como 

habia sido propuesto por Taber y col. er1 mutantes cyt ~- de 

sub ti l j ~ 

se debi~ B la f~lta de control en la acidificación~ causZtda por 

la ausencia de cyt ~~ra {baja actividad respiratc.ria). 

esta d isyun1: 1 vci las 

propiedades de crecin1ient0 y espor11l~c1~n de l~ 111utante cyt §- en 

medio G y medio G con capncidad ~mortigLtadora incroment~da por la 

simple adición de una 1nayu1· cantidad de 1·osfato dibásico. En una 
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4.0 0.05 % 

2.0 

2 B IO 

3. - Ci· L'"C l mi e.-ntc• 

c·it~- '"--•' 
dr- L2HF'Cl'1 : l >-

[K 2 HP0 4] 

4.0 0.075 % 4.0 0.1 % 

2.0 2.0 

2 B IO 2 6 10 

HORAS DE CllLTl\'O 

compc.·,-¿.i.ivc• di:' le. ce-pE =i lvc:.-!:.t·,-e- <•--•) y 
ro>n n1t=-d le· G. c. r.¡·, c-c•nc e--.-,t1· .:.e i eon~~- e r~c i ente: 

=(•.(15~:, 1.5>: ::: (•.(175:-~ y 2>. = (•.1:,~. 



p•-imera fr.•Si-.;;.l.r.• 

(de] 0.05% al O.JXJ y como se puede observar en Ja figura 2b. ~l 

c.:ontrc•l del pH.Y ·.el_c_r~·_i::imiento .. mi?jcfl-árc.n nc/tE.bleme1"1te <el tiempo 

fue d-e 48min.:J_.y·también se fc"irma1-on "J .. 
Es per::t.in"eiite llama1- la ñtC".,.ncir•n df'O-

que, b~.Jc• es_ta·s_.C·c·nd_i·c.:·i-t_.~es~. nó_-_Se pre~entC1 la c.::..; da ti.r:iica de pH 

que se ob$ervc. en. la. cepa_:'silve_stl-e,'. esto prc1bciblpmentF., dr2bldr· _:;;. 

c;;,.pc.1cidi'l:d ~lnci1-tiguadrir:-a - q-ue p;_ó~~-C!_1.:~io1·1a el iosfatt• 

~·dlcio11~l. 
. - . - . 

-cleci dió a pre•:·~ imar 1 a ---¿-Once·~,:~·i:·:~~-i--~.~ mínima de fcrsf~to que~ 

requiere? p.:~i··a mejc:--ra1- F.:l c:;.r·e.c:i111i ente•- y 1 i.~ 

mut,;c;nte cvt silvestre. 

matraces nefelom•tricos <250 ml)' pa~a .cuantificar el crecjm1~ntr. •• 

cada matr.az ccrnte>n:í.a 50 ml de medi C• G c.:c111 fcos·fc,to 1 X. ·f1.1<;.fE<1:0 

1 .5X y fosfc1to 2X. En· uri conjunto de meotr¿,c:es SE· sP-mb¡·C. ml dE· 

30°C y se siguib el crecimiento cada 3(1 1~i11. 

se puede apreciar en lA figura 3, Ja ci nt_.t ica 

crecimie·ntc• de l" cepa semejante E·() 1 .:IS 3 

de po.,- e11sayad.=1s de 1 X 

di sn1i nuvE· su vE>loc:i de:.d de 

concent1-?.c1ón pe;·mit.iC• un c1-eci.1111enter semej2ntE:~ "l 

E>:pe1·imenteis quE se muest1-an~ 



T~BLA l. EFECTO DE LA CAPACIDAD At:DRTIGUADORA DEL FOSFATO, 

ADICIONADO AL tlEDJO G• SO~RE EL CfiECJl11EIHO Y 

ESPORULACJOt\" DE LAS CEPAS SILVESTRE Y CVT ª 
DE Barillus cereu~. 

CONCEUTRACION DE FOSFATO 

0.051 0.062X 0.0751 0.087% O.IX 
-----------------------------------------------------------------------------------------------

SILV. aa3• aa3- SILV ¡a.,- ii:t- SILY. ii3---------------------------------------------------------------------------------- - -------------------------- ---------
TIEMPO /'IAIJ!'IO 
DE CP.ECI111EHTO CHP.SI 

CP.ECl/'IIEltTO FINAL 
(UHTDADES Y.LETTl 

pH F l!IAL cm. 

TIEPIPO DE ES· 
f'ORULACIOll 

f.EN!J!MIENTO~ DE 
LA ESPOP.ULAC 1011 

9:00 7:00 7:00 8:00 7:00 7:30 9:00 

180 110 108 180 115 130 171 

6.8 6.41 6.48 ND 6.5 6.52 "º 
24 no no 24 no 48 24 
hrs. espo. espti. hrs. espo. hrs. hrs. 

3-8~10 1 "º "' 2.8d0º tlD ! .49~10º 2 .lf~IOº 

a.- En esl!- e~prriaentCt SE' ulili.t& .eedio G conter1ier1do las 
concentraciones de t'.eHPO .. seño.Jad:is en cada cc•lur:no. La 
ce>ncentraci&n de 1'2HPO., dE (·.es:-; cc.rir::;r-úr1dí: .:. },;, cllnter,tra~1cln 

en la receta c·ri~ir1al (91. 

b.-El rreci•ient~ fue SE'gutdú en un CilCrii;r:tro l'.lett us;;ndrr 
filtre. \'erdf: y Jc·s tier.pé·S de e-~pc-rulacil·r• lhrsl indicar, el lapstr 
ne~esario para la con\'f:f5icln dE" los esporangic.5 a f:'sporas libres 
y refringer.te$.. 

c.-El rendiaiento rn la esporula~iC.n esta e~.pre~ado ce.et. espc.ras 
viatles ft-rta:lc.s. pc.r a! do- .,ediei y e~trr fue dfter1:1nado por la 
técnica de plaquec- Er1 agar nutriente. de~trito en tlétc.dt·5. 

!ili = no dehr1.inadc., 

8:00 

150 

6.57 

24 
hrs. 

l .4x!Oº 



1 f1d l C:t:l1"C•f1 que 

As·~ mismc• 

<?stablec:j c .. en un e):perime1,to separado. -,-.:,_·:_q~:~> 1·8 ·c:c•nc:f:ntraci~·n 
~ ~ ' ' . ' . ·-:-·. ,- ·,- ~ - " ··-·~ .. · :' .. -;. 

f C• s fa t C• 1: '.; 75 X : ,;-sy::~·~;:t..1. i::-:r éi:g-~--~.:~-'.~~~~~ á~'; [19~\iffi~'.Í'\: ~;f_~: :·~'j .- .~~F_:~-:~:¡ ·~·~ ~n-t ~· ·. y 

espr' ~,. J "~ .. ·,:: ........ ~ ~;······ . -·:".:-:.<r:_t:·.'.:;>_::.:::.: '~':_., -. '.:·::·_ ':.\~:~.'.~ ~'~i-i :·:;;: __ '..;'._ ;. ·:_;,··--.'" ; ·' {.;.: 
• ..... L .• _ :-·~·r:,(f~:'.· .. .. _ \~- . .. . - ;-~(:.:-~'.,:.'r·- . ~:>:::·-. "-'.-:-;-

La· '_-ef i"C'i e~·c:i~~~~,,~i,\~{i ·J0:~.:~:-6;~~¿_1:~-~;:~:~,~~:;(d~'.~::i-~ .;- ~:~p'~:~~·~-·~:1 ;;~s t1~e y 
Ja 

. :·, -.-:· _-,·e-; .. --' '- .; ",:'·-- '.~·~.-'::-~·/_',~~-- ~.:,~: __ .:::~~;: ·.:z._:.~:(:{-~_-:: ':-~:;: -'._~: .~ ·-~·;< '.':_~·:.·:, ---- ., 
mUtant'E-?-~'.¿\~;t/:~~s,~~:p-~: ·a~ d~~fe1~~:n·te·s .. ·c;:oncen_~raciones: dE? fc•sfe.teo 

de'i:c-rmi nr/ en 
-. , __ 

de 

l~ 

n1ét c;()'c, E:--~ -·En--'j:¡,.-~.-:.-.-t"-rib-(i.\"'::-j. '·----~-~ )··ap·r~e~:fa :_-··qu~e:·" {-a·_- "~epa silvestrF crPci~ 
··--- ----, --'. .-

de ;. __ 'cc!·r)Ce>ntr ac i r.lhes de 
. ,·;_ :-. -_ .. - ' : 

·:_J-a·--'·it1á->i ima densidad é·p.ticit ( 1 71 a 180 Lll<> en el 

hs .'eir . .-todos lc•S c:asc•s; e1-· rendiniJ.el1tc• en 1 e:~ e5pn;· u l é'H.: i C111 

jo-a Esta disminución rv:• 

consider~ significativa. 

Por c•treo lado en la mutante cyt ~- ccrncenti- ac i t:•i'l de 

fosfat.o tLlvo ·un t?fecto de·finitivo en el crecimie-ntc. ,:._Ice1n-=.;...dc• r::·n 

el rendimiento y en el tiempo de esporulación. El c1-ec:1mienti::• 

alcé-tn=t'-• su mé>:imo valc•r (de 110 UV a O.OS'l. F'CI,, hasta 150 uv 

tiempo de esporulaciGn en l~ cepa cyt ª- fue dependiente de l~ 

concentración de fosfato. A la$ c~ncentraciones de 0.05% a c~.•)75~ 

SR detectó esporuleción desp1~6s d~ 48 hs de i ncubac i é•n- A 

Ltn 

reridim1e1·1tr.i de 1 - 't9 



B. cereus WT 
K2HP04 0.05 !f. 

e 

B. cereus cyt a­
K2HP04 0.05 !f. 

B. cereus cyt a­
K2HP04 0.1 !f. 

Fig. 4.- Micr·ogr·af1a de c~lulas esporulantes de Bacillus cet·eus 
de la cepa silvestre <WT> crecida en medio G (K~HF'O.,.. 

(J.05'l. y c:it ª- crecida en medio G y medio G adicionado de 
fosfato. Las t1·es muestt·as, fueron fijadas, cuando la 
pr·imera llego al edo. V de espo1·ulación • 

•• 

~flh • 
Bacillus cereus cyt a­

Medio G-K 2 HP04 0.05 % 

·= 

Fig. 5.- Ap~r·iencia al m1croscip10 electr·6n1co de la cepa mutante, 
obtenida c1..1ando t..tn contr·ol de leo cepa si lve-stre l legO al Edo. V, 
de espor•1..1l~c1on. 



Lc•S anter: icores de 

cont.rC'• l adr.•, mutacic'•n revela f ene• ti pei 

. e• 1 i gc~espc.•l-C•g_enfco: C P.n.jo 

de"• ··n i_i-~g .. ~\;a·~ ~~·~~«a --~;'¡~:-:-f e-~~:~--¡p~. ¿:;'~pc:•róg'enc• 
en 

pe>_CC• ce.me• el 

encc•n1:radc• .Tabe~:-.-y ~-CCJ-1 o C4J).·en cyt 

g,ubtilis. 

r.y1; ~- ·espe+rLtla co_n un :rendim~e_ntc.• del· 37% cc1mpa1-adci cc•,-1 1~1 cep;:::. 

s1 1 ·._,.estre. EstF--· i:arac1;er 

la espc:•ru 1 ac :ÍÓn 

y c0mpleter la esporul~ción. En nue!3t.ra C•pinióú. 

ir1dispensable para la esp~rulaciór1 y poo;;;ibl C.:! 

del ·medie• de cultivo pari-< la 

de 

o. (15~~) perm1s1vas (F'O--. l .O~;) p¡:;,,1-~ le:• e:;;pc.rul¿.ciC:.o. la 

fotogr~fia al microscopio electrónico~ que? 

después de no 

ampl i i' l CE1C i c..-1 ( ·f ig 5) ¡:tUE·dl? '.'L"'í con cla1·idad ] C1S 

~ecL•olas y fc•rmas &bort1~2s de esporulación (e~:trema derecha> qlJD 



400 

><'. 
300 

::::> 

o 
1-
z 
UJ 200 
::E 
(..) 
UJ 
o:: 
(..) 

100 

r-~. - 1-u1· •• ,...:; 

1 :- -:. l- +'·r· =- ~ 
¡; ll 1 1 l . (. f ,_, ~ 

;;, -· t~,. ,- : ~- 1 

SILVESTRE 

5 7 

HORAS 

o 

MEDIO 

9 

CAAS 

JI 

·J.-- 0-;,·1:·t:.!1'1l.~,·,•_,_ • .;·.,, m; .. ·!,,:. nr_. C.'•:-:,-.,¡,"!.t!c•;:,t:·1.jr,"O. .. 
1 .- ~. ;tv!:.• .• ,- 1 t.:·•· p.:·1·;.. 

L ~ ~­

..;- l 
<.: r_,,·.,j 1 ·= 1 ·:·' , .. _ . 

•l·• .,1 l ~-, G, '-.,-, 



n.~.,..c-·1- pP.-tP d~ )8 pc•hl.=ociC•n e·n un cst~dr• av.::.\n:c_~dc• deo F.•_spr•ru}.:)c:ic'•11 

el panel e d~ Ja 

·fi_g -4 :'de~uest;~'./_q~~é-~ ~y-; -~h:·~-~a~:o --~X-~·-_,, el, mutante cyt 
.. 'º e;-:.:-.·..-.-·. --x·-· ',:· 

dr-án;é t iC:a~~~n_tré-.:::~': S;i_i:·:-¿';fPá~-~-dé~é:(:--ct-~':_-_e-"S-pc./ru l_ac i 6n ' - 1 as cél LI 1 as 

nc•rma 1 es au1~que -~,~:~--~~--~:~-'.~,\::t·-~_V·~--~en·t~: s~1-. a pal- i ene i a 

·e_Ni sten ·, · ~-~(~·r·~-~ >~-~-~'.-:'.:¡'~-~ c'6_r_~-~~~- _tot.aJ ment'e ·formada 

luce-n 

es e.síncrérnic¿.; 

Cedo. Es 

CC•mp 1 P tp..1 

. . . 

LC•S - rE"SI .-1 t"iiiJ"c;s'~ ~·\;-t:er-] ("ir"E>"S-- slJ9 i e.-en f' 1ei- temr;_•ni:P-• q1 \f:• ·~ 1 m•~d,,. b 

- .cua_l_qu:i_._e_.- o':\;.-o~ me.dio. donde_, _lil __ -_fuente~ de c;~rbc.nc• pi- i ne i p~ l !".,;r~ct un 

r.ép_ida ·- ut=i Jj_ zac i ón ] C• $ 

adec:t.t'adc•~ (.1¿.rJei 

Rcét:ico y pirúv:icc•> 

e!·:c ret.=ido·s en mayor ca:nt i dad que e1-, la ce-pa silvestre-. E>n c:.,.mb ir ..• 

la mutante Cyt ª- parece no la tene-1- cap.ac ídad u t: i 1 i :::.:;-.¡· 

E.•s tos productos L\11:<• quE:< 1mp1da su .;cumu l .;.c: i.C.n 

e:-:cesi va en el m12dio do cult:ivt• {al final de:,l 

-inducen el SR y el ciclo de !~rebs>. 

De con li• a11te1-ir:or r~l mutante cyt §.t- en med1os 

fermentab li:·s no debe enfrentar loe mismoe p1-c:.blec-mas 

el medio de 

c1-ec8 cepa sí lvr~:tce 

(fig 6}. En medie• CAAS no hay ecidific~ción y al fí1-1al del 

c.recJ mi f?<itc. r.:_,.] medio CC•n el pH 

inicial de· 7.1. B- cere1Js silV85t~e y cyt ~- crec&1, más lento en 

medie• CAAS que Pn a~Gcares fermEntables pero en canibi~ 
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TABLA ll 

r.:e1-eus-, cep.:. si_l-.•e:ti-e--Y cyt···a- e_n lcis medios G y CAAS. 

De~h~drogenases++: 

Succ1natc• PMS-DCPIP 

NADH-DCPJP 

O~: 1 da:.<:1::;++: 

SLtcc:inato 

NADH 

Ase C• 1- b a tc·-TMPD 

MEO.ID G 

Silvestre 
<a_) 

84 

15 

l.¡ (1 

3~; 

cyt =t­
( b) 

67 

5.0 

30 

1 1 

MEDIO CAAS 

~lb S~lvestre cy1. e-

1 .8 220 113 

o. 8 15(1 

3.0 40 " 
~ 

-~ 

1 .3 9(l 21 

3. 1 75 15 

L~ ~ctivid~d especifics de 1~ D~shidrLJgenasas eEtén e::pre$adas 
CC"•OIC:• n mc•l de fJLl-'1F-' ,-E-d 1119 p1-c..1tE-l1"18. -.i. 1hl•-1 - 1 • ¡_:,-1 e-1 1:.-.""'·'-' ,Jte 
la='· c:.;:1da&B!:- r.c•mc:r n g1-<'1fllt.• f•tc..rnt• d•=- ·--'L"! mg p1-eitc.-i1·1a-- 1 m1n 1 

., /b 

1 - 9 

1 - B 

9 

~ -3 

5.r) 



mit-d i C• G. Es i ntere>s,;in te 1·endimier1tc• ero l "' 

de ~yt'§- no gu~rdó proporció~ con el crJ?cimiento 
. .'. 

m~x-imo: aica~:~do; X 

y 'comp l e_i:a potencia la pasit1ilidad de que un 

m~;y~_, .. j_1ú~i~~o de células cyt ¿- cc•mpleteri l.:< espr:·~-ul.=::1c1~•n. 

B~-'ª9.i:Cé!QLiª 

creciffiieni;c, y espc•rul.=•ci·~·n del mutante cyt ~-- en medio CP1AS 

sug en·· i a 1·1 

en ausenc :i a .de e i t suf1.c:iente pa1-~ s;;-1tis·facer sus 

necesidades energéticas y su equilibi-io redo;: du1-ante ci-ecin.ientc. 

y espc•ru l ac i c'Jn. cue:u;t :i t~t :i VE< 

de la capacidad respi1-atoria de cyt ~-, 

las activid;.;ides C•!: ideo1 .. reducte;s;:.s 

tanto r_;in medie• G cc•mo en CAAS prc;_•sentE:-s <-•l ·f:inal del ci-ecimientc., 

comparado con la c~pa silvestre ~Tabla 11>- Es cl;:.rc• quE· en -los 

dos medins d~ cultivo. l& cepa silvestre expr8sa mayor ~ctividad 

espr.?cíf1ca para todas las en=imas (e::cepto NADH-DCPIP en med ic• 

G > - Las-. 

mE:>d i C• med ic• qL~e CbUSi'• ,·-epi- e==. iL•n en Cl?p.=:< 

silvestre (15> y mantleni;,, Ltn nivel bajn de e!:pi-e=.:i~•li dE•] SR e11 ~ 

l·l f ( 1 1 } - Así. un este med1cr. t?l niv<::l de act1vidade~ 

cepa 

s:i lvest.ce. en esperado. L;; 
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J " i.~c1 JVid8rl Ef-. b?r.1& Fr1 ~""mb;ro;, f':!':-pH~. (C)'t: f<-· 5 .•): '!:)] '.'P!O'trP 

f'liveles conside1·ablement~ més altos. E11 es i;as 

,, . 3 

~t·.IADH> -·y 9.0 --.•f:_ces paF¿¡ 1";;:15 

i-lt.-t :i\/1-t.ff.CI ·· ·ne· TMPD.-o~: ida~a. 

t sÚr.c i ria t6) c.·_}: i daS:á.z. Lc•s n:i. •:f': 1 PS dF.'· . . 

íTIE·-1·-(;:·i:_~(I ·-ch C01Jt~i·1:Í~r··iCo Eip.;,;r·tt·~ 
---~ -

n1edic• G · e::-:presó vece~ mi n- 1) 

cy __ t §_--. 

dé- f:i -..'e"ceS- a 'f.:=._vc·r de la ·<:=epa silvest1-e C75 n at: o~ 11iq-1 ITI l 11-1 ) • 

en la T eh 1 a · I l qui::áS no ser í C-1 SLtf1c: i ent;e- d1~ t1119uii 

l'JHD J ·-. 

i~ 

MADI~ per :í.odc. en el qu8 1~ lMPD-o~:idask de J~ cep.:.. 

estarla :inducida por la esporulac1ón y la diferencia de ~ctivid3d 

F' C' ,- j eis resultados obteniclc•S e11 est~ tabl~ y ~eb1&ndo que 

ryt ~- c~rece de cit ~~o es cl~ro qtlE el TMPD puede seguir siendo 

C: C• f1 mucho rnen~~- ef1c1~nc1~ por las C•:~id::.sas 

~c. i t " V e i t c1 • • Fn dEl. e ~ t. J 2 

ef:i e i ene i::; p¿.1-=· e 1 ncc• veces 

(calL1m~·~ CAAS en Tabl~ JJ>. 



tració\~ de c.itocromcJs de las cc~pBs _silveo;,tr~ y cyt a-

de Bacillu~ cereus~ .crecidas de hidrolizedo de casein~ 

vs medie. G 

COCIENTE DE EXF'RESIOtJ 

MEDIO CAAS MEDlO G 

SILVESTRE Cyt a-

Oxidorreductasas: 

Succinato PMS:DCPJP 2.6 2.3 

NADH DCF'JF' 2.7 1.2 

0:: 1 das¿:is: 

Su ce i natc• 2.6 0.9 

NADH 2.2 0.7 

A5c-TMPD 2. 1 1.3 

3.·o 5.0 

2. '1 :;¡ • (\ 

3.0 n" hay 

o-ca 3 .--~ 2. l; 

-F'ar;r celcul.=.1- los cc•cientE>s de e::p\-e:.-si~·;-1 SE dividie1-c.1; los vE-.lc11-es 
de i'~c:tiv·jctr.d c~speclfic:;:;. (o;:ido1·redL1ct.;~sM!io y C•~:id.:: ... sas) obtPf1idc_1; r,r, 
medio CAAS entre los Yblo1-es obtb1·1id0s ~,-, ~l culti~o en n:edi~ G 
(ve1- T.::~bli'< 11> 

....... Lc•s ceo e i er1tes de 
pe-1·c· 2. 

e;'.pi-esió,-, p21ra c:i tr:.c1-omc•=: 
_p&ri.ir de los val.DreE 

se c5lculó de la 
dr· li=o Tabl;;... 

m1smi't 
IV. 



En 

medio CAAS. i'nteresitnte que lC•S niveles dr.:- . SL1cc:ihat.r:.--

. ,· •. · .. --.--~ .' ,-·'··. . -.:- .. ,- -_ _- - .'··' 
q\..1e en la cepa cyt ª- ·<220 Vs- 1'i3>'· y ·s·fn·:"embar_g·c .. :;1:á'-.'·actividad de 

succ:in~to ó:: id asa eS 9-.i:i (lj(¡ vs "'.5). 

tenemos un 

que· _uri i r1s\-eme.nto · e~~:-~ta~>a~~~·.-~ ¿'íd-~d:·_,-~~--- :'fa;· o>: idoi-e.duc tase. 

i ni:reme.htc+· en·--_ su_ ~-~~-~c_-i· ~~·d.:·::·-~-~--:~:~~--~ l ~~i en to ~ l.;-i ceidr-:-·,,,_,. 

Asl ~ más 

respi r.~tc.:q-i.-,.·-. en l í2. ffiL 1 t.E-on-l:t:• 

r: y t: g>,-.• de F:t1•.1:-r•htt•m 

ceomun icac i~·n 

La cepa 

·:'.} 
. ·::' ::.: - ::··. - .- '_.' 

:d~-: Ba·¿ i'-j"'{~ts - cereus~ tiene::. una 

ur1a 

ffit2d l C• 
-- -.·,. 

de ~ _q.ue en medio G. -L~> T.;:;b·la oIII mue5tra lo:: cc•ciGnl:F-·~. ·.·. >. -- .. ·: ' de 

induccJ.ón e ac:t i vi.dad·' e:~pe'C: i f_.;_.ca . .-e1-i medio CAAS dividid~ e1·11;·,·e_. J"' 

aci;ividad en medio· G>·- para las ·e cep~s silvestre cy-t~ 

cree idas ha-sta la eta·pa estacionaria .. Es evidente qLt8 p~re todL•E 

las actividades el cociente de inducción es mayor Ja ceps. 

silvestre en el me.¡or d~ los 

V5 Por el en 1 r.is 

cocientes T.:.bl.:1 

JJ I \c?.lcuJadc•s a p~;-tir de lns d,:~tc.s de ].:'\ T=-.bla 1 \1 ) mLlE~strai·, 

que la c::.pc.t:id;..:.d d€< 1nduccié11·1 P='•CC< c1t ~ '.' cit t;. !?S maye.,- en 1~ 



Tf\BLP1 lV.- COMCEN1RAC10H DE 'c1Totr,OMOS ASOCIADOS A PREF'ARt-1Clllt-JES 

MEMDRAN(-\LES DE 

y C.",''\.: ~--. OBTENIDAS AL FINAL DEL CRECIMIENTO LOGnHITl•\!CD EH 

MEDlO G Y 11EDIQ DE CA1:-.i/.\MINOAC1t>OS. 

e , tr•<: rt•f•i••· · Mr:-d1 e r, MEDl u CA1·1s 

'.7. ' \'. ' ' ~··· (.!--'~1 IV ~_; i 1 v. " ' I; =--~-- ... -._. f,; l , 

C.t"'l"!'.•) •) - \·,•:; ' '. 1)5 1 .o (i. lp _, (> .·21., ' " 
bl""ó!""·~ o. ' 2 (¡. 1 6 1 .3 1). 29 o. '•8 1 .6 

o-·CO 1). (ILt G. 13 3.2 (o. 15 0.'.32 2.(J';"l 

€H'.<s (1.07 no h~y (l. o o .21 nr:• he:. y o. (1 

"'Cr.nc:c!nlr c-.cl.C:.r1 df".;;' c1toc.:r-c•mos e~:pi-c:-sada ce.me• nmDl 
protein~ a1embran~1. 

57 



Fig. 7.- Espectros diferenciales reducido con ditionita, o~:idado 
con persulfato, de las membranas de células en la fase 

estacionaria tardia <10 mg. de proteina / ml de glicerol al 50% 
en TCM>. En A los tra;:::os cor·responden a la cepa silvestre Ctra::o 
discontinuo> crecida en medio G y medio de casaminoacidos. En 
B, los mismos tr¿;.=os cot•responden a la cepa mLttante < tra;:::o 
continuo>. 

Los espectros se hicieron a la t~mpe1·atura del nitrogeno 
liqL1ido. 
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\ 

que en }a ceps ~ilvest.re. Gstr• qu1;:.;o<;¡;:, sr:;::· unr. i•r.c.1C•11 

co111pense.tor 1 a dt.·l 

c::y1; §.- •. 

cereus cepas silvestre y cyt 

,._reduc:: ideos por di versos sus. tr ~ tc:•s y 

1 ns-·:.· :'~s'~~~~I~~·-~-~ de ¡~ adr.c.ur;..dr:· 

ii'ercibi O- e.-n medio-_ G y dr,~ 

casc=..mirÍ_c·_~c:i~OS .•.. -~a_:· _fablc3. JV ·niuest·r:a qu~ l.r~ mutación c::yt 

la cepa cyt é- e::presó 1.3 y 

3.2 vece.•s más respect :i .vamente cuando s12 1 e cc.mp ,:..1- ¿._ co1·1 l 2i 

se puede constatar en les f1gs. 1 (• 1 " 

En el caso c.1-ecidc;.s e·n med:io 

casaminoácidos <T~bla IV> ~ las membranas de.- la mutante cyt 

Ltna SL1¡:rer i or- l " 

mayor per? c1t ~~~~ ~~~~ v de 2.0 veces para el cil 

Tampc•CC'• E•n 1 a 

mutan1;e cyt ~--

Los c·,'t 

afei.:te 
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• 

• 
un~ b&jc; f':.>n la P.ficienci.=o para CC•nservo3r energía, el mut.;.nt;e C·r't 

cc:ompens~~ 

' -· . ''· .· ·;· : 

E1·1 .figü1-a .-7_ ~-~-e:: -c6rr1~:'3f-~:6_~:'./1:~_k_·:.-~~pectr~.~. c•btenidos .;::, 77 

(di tioni i;a Si lve=.tre 

di sc:<J1-d; i nueo) y e-n med j c. G 

nuo:>dl C• de·-'h i drc• 1-i z.a_dci :de --cas-e-:i:-Jia:~'.;·: :::~-1~-0 <·t.a:·i-,~~-.:1=i·A--':_-~ i f.;; 

-~-~-~--;\;\ __ -~t;r_:-tr .. t555--_ a::'-_5"62_ n·m) 
.-- . ··, 

(556, _'558'. y 

citocromos de-ti~o ~~- En' la:-= zOfla:·· beta ( 530 nm) y gama ( .:13~) nm> 

S.L' 5 
. _-" - ·-

ni.él}:imaS de cib-~~;~~-i ó n .. -- Es import.::.nte quP. 

c:uar1t i f :i.cac ión para t:i tC•CrCJITIO 9: mostrad.:.\ en 1 .. IV 

di s t :i ngut? ni_~onsidera l.~ contribución d~ cbd~ tipo d~ ~it0cron1~ 

3 de citacromo ~ (556, 558~ 

crJnfu11den los picC•S hacierido i111pos-1ble su r,::;.:.-so l ur: i ón 

CLlantit¿,tiva. En térmj nc•s ge1íE"·rales se. le• pe.demos decir que 

cualitativamente los 3 citocrc.111os ~ e5t~n presentes en cyt ~= y 

cep~ 

el ectr-c•CtPs. 
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426 

1 ... 
1 

'" 550 557 
1 

427 

1 

.,. 

443 

1 

NADH 
'-...OA·O~ 

ASC+TMPO 

Jt.A•0.2 

-----4- SUCCINATO ---., 

528.S 
521 1 

1 

529.S 

1 

1 t•• 
630 

1 

Fig. 8.- E=pecti-t•!O, d1fe1·E··11ci¿,le=:. 1·c·rJucidcr-ci::id.;-.dn .::. 77¡-·, dE· 
m&mbr~n~E d8 c~lL1l2s ~0 l~ f?s~ t~rdi~ de cr~cim1ento. 

crE-cid~<o 12n fl1F.:-dic. Cf'."~AS. En p1-esE-1·1ciE:< dE' lc•s s.1guic-·ntes 
~ll~,t1·r..t;c•s: l"·lADH~ '.:;:ur-·c. y Asc.-Tl"lF-'0. L2s membr,:..,-,.;-,~~ dP. 1.:-. 
ct=:·ld'=< dr:- 1-e-fc1·enc1E< =e::· c.::id<?.rC•n ~gi·eg¿,ndc• unc·s cristo=.le=, 
d& p~rsulfat0 ~ ]~s n1&n1br~n¿,s. En todc•S l~s c~sc·s~ lA 
c~nt~d.':'·.d de p;-c•tr.:-1,-.. ::. d.:.. ,.,,_.,,,L,. <=111c-< t.iSL"'U,:,. iu1=- d;:,- l!.::: mg 
d~ gl i cco-1-c· l .;..] 5(1 ~·: G11 1 CM. 



apreciables, E'll 

mudic• 
. . 

_s'i ~~;·~'·~·~a_~:':~ -~--r~~'a-~_,- . 
. ---_<'.'. _-_, .·.: ,' "• 

ll.<?'m.3'r_ 1·a-'Bt~nc'if!,n. de la presencia de--: u1·1 picr:• 

cepa~. 

- :· '~' __ -- - _:., __ -:._-.:. :._' .- _-_._.: . -
C$lSC• dei· Cree: l.m ierltc;--: eri)·med ic• de- ·casami noác i dc•s, el mismo pico neo 

!?fo<-

. ' - -
car-r.-1.c::t6i- i <.i l;-Fcc.' dé- le .. c·i-tc•c:rc'<n10· O}! idas.;,\ Q. 

.. . 

~u:-1;_~1~1·_~-t _ _._<:~_:"'_~Jj~~ci::-_i·t.~i pa~a B. cereL•=· en nuest1-o \¿-,l.i;:::tl·b1:1.-i iu •. 11 .1 :-· 

c•r.:urre bajas C•J 

como ser:í.;;. el c.::..SC; del meriit:• CAAS. Es i nte·,·es;:-·,·,tp riu"-· l.::;. n1u Lr.<1·.t.p 

cyt, ha perdido ·n~ l~ capacidad d~ 

1-eg1.1lacié•11 pc·i- f"L1ente d8 carbnnc.o pai·a est.;-, el t.c.r:1-1.•n•r• r.•.'.idF•s¿,.. 

Deb :i de:• rJp 

cultivo ne• fermentable, decid i n.r..s l CoS di::.· 

ri:ducci r'.•n evc•cadi.::_•s s11ccinatc• y .;-.sco1-be-.tr..• + TMF'D 

membranas de células cyt g- crecidas en medio de casami no~c i deis 

p l.C.C.•'::· 

c .. sr. 1-educc l c'tn. 

rf:ducc l ón cc•n f·l?iDH C• 2.sc + TMPD demue!O'.-t1-¿-, que la rr.ut,:;,ntE· C/t §_•--

ct.1n1. ldades 

este resultado es un t~nt0 s~rprendente ya 

que COl11C.• sr=' he; suge-.- i de· que 
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f? 1 e: i t ~~:... .. ~ ci traves de su sub1Jn1d~d 11~ 

p11ntc1 dci an_cl.:+je p_¿ira el c:it G_ .. -

Po¿ otro-·~lado ~ay- qu~ reco~dar que ~1 e i tc•c.ron.c• de; 

nuestr-c:. bBc j ·J 6· ... ;:_:_-,:_ot;·a~~ se ene t 1Pn t 1·· ci 
. :·' :: ; - ., - - --:· - : 

f .i 1..;RIP.ffieili:E?':- ;'.-SC;(: i acici " l"El- ri1embr:c.na '¡! ne• se pierde 

par:tícul as. membrana les cc•rr1c• 

cc:isc• . de 1 ·· c·-r.t '~·- 'é:IP.. --~lJC'iir ·J-conf.e~·- -( 31 ) .. 

. E'n 'ct'•i:•n~:-~ 1-~s_·-~]·ii'o~~-~omr.:•s e-~ 
el -'-"=>i:.·cc:ilia:·-t-6"'.i·d~·i"t:-·1)·neo··:--mi;:i.m-ac·_dc: i·educc::ión c. 529 :.-· 5t."/ n111~ 

lC•S 

.'ir:· ·::~.s~'.,_·;;> -_1~11Pn __ ,:-1~:~,"-~1é:::_i_m:~~ ·Se-- -encuen-t;·,-an 

3· .. -~üst-:~a-,t~.-~: s-~: f~•:\~~1:a--~1n--,~c.-~brc1 a 5fJ2 nm 

f'.:'i) p} 

CC•i"1 

,. l 

crtsr.-. del_ TMPD __ -_qúl? ¿¡pn:·eni-;é-iiie'n'i:e corresponde al c:c.mpJE~jc• cic•l c:i t. ~-

(_9 ,-·J 7) -

En r·a ~'r~:D~ soi-=~t-, E_.! suc:cino:.tc• reduce un p1C<J f:<. '--l2Li nnr qL•c.• 

pnr su posici~•n cor.responde a un c:itc.cr:r..mo ~- Ccin ni1-igt.lf"IC• de los 3 

d l t l C• (e i ti_• 

rno~trados ~n la figura 7. 

En solo en el caso de asco1-bato + 

TMPD e1;cc111tramcrs evidencia de su i-educ:c i. ón a 630 nm. 

c:-.1 tc•crc•mo b;;.c ti;-_•c l r.n:?ts pu!O',de11 

diEt.i.,~guid~s p01- SLI sens1b1l1dad a lnhibidor~s de sitio III 

En traba3oe previos de nuestro l~b~·r0torio 

:?l ( 1-: i 8{'.1 2.5 ~M) mientras qu~ l~s c1t 



100 

'* 75 

w ,_ 
z 
w 
z .. 
::;: 

50 w 
a: 
o .. 
o 
> ¡:: 
u 25 .. 

Fi9. 9--

NADH 

SILV 

TMPO TMPO 

OJ 0.2 0.3 0.4 

[KcN] mM 

Cinét.ic~ de- ính1biciC:1n pc·i- ci.:.1-1urc• de t..li4DH 
THPD ~c.---c:..) C•:::id<~t::.,;.s c-r1 Je- cr-pi'"~ cit 
ncc-nob.-~n=-=: ut J l i :-<=<.dC--E fu¡::..,- e_.¡-, t:C•$~ch.:.d~s 

~stBc1on?ri~ t•rdíc.. SE i11cluye el tr~=o 

1~ 1r1t:1b1cí~r. d~ TMF'D t•::1dhs~ de- mPrnbr~n~~ 

:::11 ... c-<E..t.1-r: '•--•!-

,O---~) 

§-. L.:..:. 
en l.=. 
C.•bt.e-nidc.. 
de l.:-

feise 
pa1-~ 

cepa 



rcqu1ert?n 1-."Cl·l 

l;:1---ausenc1 ¡:. 

L~ 

~~§-.:1 en 1 a. cep~ cyt·: €!_- .Pr: esüpc•ne ~ue Ja Sens i b i _l· id.ad 

la l~esp·j .- aci é·ri _ ti~-be·~ .Scir menc;or .-1--_que·---"~n ~1a ~:~-~-~--~--"-'.,~'i i~es~1~e. · 
·mC~~-_t'r-~:;, q~-~//.:~~~· ..... ~ ~1~:;~P'.=i,\-:~~c.:~~~~~~~I~~-· ~'.~;t·i,~~-;-J~:i>ad·~ pc.1-

" ~~Si:-~B_t_·o-~:V' '.··it~ ~~,-~·.E:I--- :::-~s;·i_mul._a 

~l del c1t 

figura 9, 

VCN p,;:.ra 

· ,me::.c: i a 

e c.:insi dE·í a_b l C::f11ente· 

-:-~--a~~1:i~i·:~- .... de __ ·_.,.- ... ;_~~\t:_';.'./ --;_~~~' 
1-e-~i s:~;~:;;-~·~··· 

es 

mutantr,; 

cyt f!- que en 1 as de 

de 2:0 l'-1'1 la 

s:.:i lve.stre 

§!-. 

NADH sustrato, e1·1 el l~ t:.:epa si 1 ve~;1;¡-e 1 2< 

bif<E.s1ceo i ncl i Ci-tndC'• 
l "' 

p~r11cipaci6n de més ·d~- una ~i~ en el transportE· de 

f ac t.ór l i ff•1. t?<ntEc> l~ -.'Plr:•Cld.-;.d 

come• u11 interruptor que a b~je concentr~c1.ón lnhibe el flujc• 

electrones h~ci<:< 

víe mer1os sensible (c:it !'.:! y/r:_, c::it ~). de.tos 

no 

prc•mcovida poi- MADH en la ce·pc. silvestre. 

sens1b1lidc.d. c1:;..nu1·c:. u ne< 

p ~· ~-
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En ni ngunr.:• de los c~sos ~n1:eriores. ,se llega a la 

debidc• ·a que la o~:idasa -~ es 

rHslstent.e al y qt.IP. Ci'tllSan 

e>fectc•S ne. e·spec:i:fic:os sobre_ otros_--c-omponentes_ ·de la c.ndena (9}. 

E'~e.~1. 8~! ¡;;ite~:CQ!BQ. C:¡~2 ~:ó ·ru'=!.':!i~pt~§-_ i=~t -~=-- . La presencia de e i t 

En r.•cur·rc· 

¿~quf? l }_·a~~ -e~pec.·-~'eS'- qüe ·_:-~t.::,111b j 'é1y_::;P}:pr~san_ C] t _ ª~-~· \as: 

y §<~~~· fcn-man un bi-rlomic·· estrLtctu1-a.l- fur1cic.nal. 

{-)<¡: l .. ·= l t !::. 

L~ cr.ncer1tr,o1.c iC•l"t de·· e l"t--_Ce¡~•:i en nLtes; ·\;¡-o mutante cvt 

; e<::. 1.J l i:t:• tar1--ai~~ como eri l_a ·cep~- sjlvestre Cv~r t~b1B 

En Lln reporte previo -de nuestro ( 11 ) 

que la expresión de cit e~~º y cit seguían 

rie ¡-e(;¡u lac iC•n 

anaei--c•biC•!::-i.s 

niveles l,D cuentificable~. 

crecimientc:• aerc:.b i c.• fuentes d~ carbone• n~ 

dur;;.nte la espc•ru 1 E•c i é.on, la 

Todo Ll cit 

encr:•nt.;-ab.;.n e::c lLtE 1 \Ji:<, ~struc tura l 

runc i c•nél l mente fr.: 0;-mandc• 1.1n cr.•mple.;c. de 

de c:i i:: 

J •.; ) -

un 

y 

de 

y 

el 



dP De Vr1 j et al (5) dem0sLra11do qL1e el ci1. 

ac. t. u ar 
' . . . 

pLn-iíir:.adas._ de cit \"lC•S i'mp~lsar:r.,_n ;:.. 

ti-atar dE- it_veri_gu·.:i-r s·i e;:i.st°la algLtna relaciC•n funcic/ria.'-1 e,;.d:i-·e- el 
. ~:';,· 

cit E~~º y_ el ci~ ~en el mutante cyt 

La est1·a.tegi_a d-iseñada consistiC• 

La ·citc•c1-t•mr• 

e i ;«nurc• 
- - --· - --- --

men~r~s _qLÍ~ ·100 p.M y se: i nh-ib:;~.-'.-.~~ 
. ,_ ... 

ConCC1-.tr ;:;el one'.! Cf?1- c~n,:..~. 

sugerir qLte el cit 5 se encuentra funcionaln1ent• a~ociadr• ~ 

citocromo oxidasa g. 

visuali;:ar la C• :-: i dac i é•n se 

difc~renc:ial a 77 K comparando el espectro redt.1c1ci~ con NADH 

condiciones de an~erobiosi~. 

nivel de reducción <celd~ 

c•Nigenada justo antes de la congel~ción~ 

Ero adición, la celda de 1-eferencia. en Lira el:perimento contiene 

l<CN 

1 • o mt1. El c.1a:iurc• debe bloque~.- lF> o::i.d<o1ciéoi1 del cit f.• .• Sl l.'::'. 

c:c .• ·,;cer1t;raciór1 de l<CM E'~ :,u·ficientE p.~,-<~ 1oh~bi1-Jc •• 

En le 1 (1 ..-·emc•s lcr5 eib ten i ders e;-, e• l 

tP<stigi:-• • c·:·id~Li~·•• de rit t;! v c1t C•C:U\'1-e 

) 



](l.- EspC?ctros di1c;-renciales anacrbbio-ai:robio a 77J~ de 
me-mb1·,:,nas de. cit a-. 1_,.~ membrc::in<'I~· t:.e incubaron 
en pri:::·sené: i a de N(-\DH en reposo y a t emperr tLtril. t1mb i C?n te 
dLu~~rarlle 20 min. (e::pc:t"'imental on.o.e1·obila>, justo antes de 
con9~lar, un duplicado se a9ito para tenelo como 1·efe-1~encia, 
a·e-ste-se IE? adiciono con 1~.cN (J.1 mM y en ot1·os c.::.sos J.C) mM. 

1 
~ • 
1 
"' 
1 ... 

•33 
1 o .-ro.o~ ,,. 

551f 

5;;9 
1 

:i62 
1 1 

,,, 
1 

"º 1 

"' 1 

"' 1 1 
"' 

CONDICIONES: 
NADH 

ANAEROBIO Vs. AEROBIO 

630 
1 

603 
1 

630 
603 1 

1 

KCN 0.1 mM 

KCN 1.0 mM 



e i t - S';~.~.r_.. y ~ 5~:i5 nn. coi-re.-spond i e11tP. 

1 i:idc• ~ mM SC:o l C• 
,.-- .".--.< .. ,_, " - --.--. 

Lln p:~«:c.:': '.'a-.:-55·7,·~_; ri'm'· -c'_--_~,i'!-\t!:~~~--~. ·-;y--:'·' h'.3-'t• :!;_~d~_?áFl~r~c i dr:o 
;"-- :._:., ' 

las 

-~:- :{s62 ·n·m>. 

El : ,.¡-e;~u.·1-.tadO ---a.ri'te~·i'Cá·~·;-.-sl.lg f9}_e;_·-. ·qu·e::·:): a.- ;"~/~::i\ia·c i ¿n·,:-de1 e i t _ s~e. ... 

estar iá ::·:;~;~i-1~ {on~1~-~:;,'.f:~_:_--"~~-~-~i~-~~d:~_¡;_-~_, ::1~ :~-~;:-i'd~C r"¿¡~~/~e:·, i-a :r: 1 tor:romc. 

ffiL-~ta~.t~<d~_ · cy.i;';- a7> d'.~-/-~¡:i.:i'!~~~-
.. _<- _,;..,_·._. ---· :_. ',·;_; 

1~_esul tadc•_s _ .·;_d_a~-:_{a'~ _:·:.'.--ápO:)•c;:· )~~;~~71~:'~~~~,~~f._-~:) ·: -acli e i r:•nci I 

el y 

"'l 

p J l~ nte,;ú1;i E.-n1~-C'} · -- de_- ne _\j_i-'i:.'9 ·y: .. -c:·b:i_:~'·'' ;-:·~~-r-~-' _:~::.:~"Ll_-(i?r~~~:;- Su~-i r i -E"'r-~11·1 que:• e 1 

c-i t~c1~·om~~~ G· poii1~-¡-.~ Ser:· i?'i _---._~:¿1~l-~~-,C 
,·'.e 

Peor C• t:rc• lado, e: i t 

citocromó se ~s~e·o~i~~rid~ directamente 6 si EU o::ideción 

v1nculada " presenc 1 a. 

mutantt:o c:yt Q- fue .. demC.strada espectrnscC•p lc.::1mPntE:- ( 1· 1 9 7 l u;.::~__.ndc· 

di tic.ni ta como reduc:tc•1-. Debido 2 SLl peque~o 

e.-;.:t i ne ión molar Ccyt ~ 630-650 = 8.ú> y ~ que en &l 

p l anteadc• se visualizan niveles parciales de C•:: ideo-reduce i C·n ~ 

SE-ria muy dificil podmrln ~bservar er• es,tc..s El 

e i to ere.me• nr_, es ;-edur.i_dr• pr·•· TMF'fo 'nr. "'<=· m1·e~+:1-,:·• 1 i:-· qur.· 

sugiere ql.le se t¡-ata de un citoc1-c•n.C• l;i de ba.io pc•l:E-nci?l ;-edc·:~ y 

por t.;;:nto st.t c.::id.:.ciéin di;-ect¿-.,, con C•.:lgeno si=,;-ía difíc.1 l. 
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D1SC.l1Sl (on 

Traba jc•s pl-:evi_CIS en eJ la 

aunque 

nindu l a1· 1~ 

] C•S 

niveles poi- ejempl t:•, durante? el 

cit. ~ .,. cit.g se 

perc• r:~n prnseni:ia de n_itrat·c,· supr1mP. la e::presir..n del r:1-t.r.•Cío1110 g 

e- En cualqL1ier~ de 

estas dos: condiciones que la c:ap.::.;_:id.:.-..d 

end6gena y estimu __ lada pc•r sustr.:otc.;:, Csuccinatc• y MADH> se deprime:· 

grandemente. debidco a la baja En:presi6n de 1<:1~. deshidrogenasas. 

En esta condic:iOn el bacilo crece muy lento y es 

e=-porul ar-. Resulta difici.l dec-ldJi- si~ l"'l c.1-e-:->cimien-f:r· lente• y l~ 

para espoi-ula;-. 

eliminar la e~:pre.siC:.n de una o dr::.s C•>:j dasas si r1 afee. tar l.::. 

capacidad celula1-. de preferencia en coridicic•nes 

cree imientc •• L~ e~trategia que 

•.•iable alcen~er esto5 1·equ1s1tos. el 21=:l<=1m1ento de 

de elgun2 de las citocr0mc• o::idasas. 

En ] ,~. r.•·,-es.E·t1tf;- t~'::-1 s !:'.!:::' a¡:::·.1 .. c•vf··cl·1i'tl"'C•n i;-:::pe1· 1 e,·,c 1 as 

a1sl~m1~nto de mutsntes espec111c2s de l i:t ac: t l V l dad 

TMF"D-c;;: .i d;,,sc... Ero 
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algun0~ casos 1~ act1v~d~~ de TMPr>-P::idasa ha sidG asociada a la 

del (32} _y en eotrc1 =., la del 
... . ' 

e i tc•crc •. mr:o Q ( 2.4 )':~ -· · -En _!'.as"·_ é!:¡PE!-C i_e_s ::Gr.'.~~·, Pos f ti va6 que Pl""--'SE'-ro!ll 

e 1 toe: ramos !:.' .~:\;;~·~,~~·CA·.~~: ac t.i\/í~aci.·· ere ·f.M~¿-- ·o.~: rdasa ha ·s idc· 

a eS ta - ,/i ;3 :¡".~.):·:(.: '';'.' :-- ~:~~~;/;:::.~,~ '·~: .-!\:;.'· ~:-·::}; _ ... 

ase.e i ad.::t 

';'::·~· :,. -.. --h~;:?: :?~ : .. · 
va.·-- ·m'éi'u::i'OnamoS::,;ql..Ú:?~-:,:B~¿-il 1uS" cereus 

:~·:~:·::._: __ ' :;:¿:/ .. ,,. -\'·'' - , ... ,~ 
·-ji§i.:;j{·· ~'·Q ;>:·:_:y ;:.·.• .. ' ... • .. ~ ... ·.:~.::.'.·~.(}.~·_t¡;¡e~c· - ·:" .:.-:.~-· . 

1:~>:idac:·1:ón :-d~i· .-:,f'MPO' ··E/st"á-(á:S-óC:iado-:·a la c-n-:idC.\Si.1 ~f!::;1 ~ e;.tr:. =• 

qu.e - --::e·s·~·e.->.--~~.··.9. -~~:~.~··f.~.c.:: -~~~:¿/;(~L.;-~ ¡i'e~~ capacidad dt.• 1- ed1.1c-. l 1- c.1 
-~ .. ;; ', . '"" -,-~ .. 

o-ú ida s·as ~:;(~1::·i-~>~:i=~·i~-:;_,~¡__~;;S:t~-::~:'~~-:." ' 
- ,'' ~' -

"af-i
0

ri11á.ci'On:,.-, .:"b·~~ric;r es apoyad.:. pc:•r el hecho de 

qu~ posee 3 

catalitica de 

las 3 

que 1 a 

que_ dicha mu"t.3n·te expres~ car1tidades los 

citcoc:romos e (tabla JI!) y Q. La ectiv~dad d~ TMPD ci::idasa on la 

cepa c::yt ~- fue 5 veces menor que en la cepi=o 

tanto !:'.e puede p1-esumi 1· que 

contribuir cor1 un máximo del 20~ en la ~ctivid~d d~ 

em la cepa Esta d:i1"'"e1-1:-ncia en 1"' e·fic: i ene i a 

catalític,;;,~ permitió detectar mutantes que carecier~n de la cit 

TMF'D-c.;: i di:lsa - • 

tanto el citGcrom0 5 como ~l ~ª3 

l \"1V{• l UC l- ~·.d C< S E·n 1 ¿• C•::idación del 

(3~23 \. El hr-chc-. de quE· ne• ha'/amc·=~ pc•dido ::..isla;- est.:-:<S mutantes 

deber ::;e a una de 2 al 

~+o 



ensayaron un número suficientemente grande de colonias 6, b) La 

c.:i.renc:: i a del ci.tocromo ~ no seria compatible con el cree ind entD 

aerobio debi deo a: q~~ ·d~ih~ citocromo además de la vía . .· -·- . . 

fLtl?ra _neé:e.•sario pa,.r"'. -~-t~~, ·c.adÍ?~~ ~-lt.erriativa <ver adelante). 

A este r,espec·_:to ·ha)'; -q~e .. récorder que Ese ami 11 a y ceo 1. <11) 

demcistral-c•_n del e i t ~ se regula mr.-.nera 

pa1-alel:a:. al :-c..i·t:-<'..ªª-;· _pO_r-·-ra:-tel:"isión de Oe, sL1giriendo un mecanismc• 

comLtn ·de re?.gu_-1áC_.i-bn y_ Una relac_ión íntima el, su funci~•ii. 

L·a ·m,~'ta):.i~'~. cyt É-- a·Fectó las prc•pied.;;..des de c1-ec:imientc.• y 

de 

fermentable (figs 2 y 3). En medio de glucosa <medio G> la cepa 

5!,- acidifica importantemente al m~dio CpH < 5-5~ Fig.2> y 

ésto, detiene el cr~cimiento e imposibilita la esporulación. 

Doblando la capacidad am~rtiguador·a de] medio (l(ruHP0 4 , f'igs 2 ,, 
3) se mejoraron nc•tablE-mente las propiedades de c1-ecimie·ntc• y el 

rendimie11to en la esporulación (tabla 1). Así n1ismo. la cepa cyt 

ferment.:1ble como el medio CAAS {fig. 6> e. en el caldc• n1..1tritivo 

<peptona de caeeina y e):tr~cto de levadura, r~sultados que no se 

muestr.ar1>. 

Los rE!-~ultados anteric•res sugieren que la carencia de cit 

g~s dieminu~·e la copec:idod de trsn~port~ de el~ctrone~ del S.R. y 

med1c:• de 1.1n 

c: ... decuadc.• 

orgánicos (glucólisis ae1-óbica) y su O):idación por cicle• de l~rebs 

y sistema reDpiratorio y ~,sto~ 11eva a Lln~ ~cidif'ic~ción &xcesiv~ 

del mF--dio. 

,, 1 



L:iaci J lu~.! r:ereu~ cc•mo especie iac1...1ltat.iva muestra 

ad;.:.ptativa en s1...1 c:re~jmiento a cualquier tensl(1n de 

y otrc•s é•CE:>ptores 

ii na les de. el:~~t._y-~~i(~_~\: ~~~in'.~·:_:-\1_(-f~:Bc~~~::,y~ :fúffiSrato ( 11 > ~ 
cc•n e5ta .. ,9ra_n.:'P'l~s:t:r_~- ra~~-~}:?d~_i ~-;~;~€~~¿·· ,,J~3~~~a·t i VC•' 

Cont ratr. t .:-.'tndc:• 

no 
'.".'.:~e ,,·;:,_ __ ~,;-,-J .. .-:.: _, .. _ .. 

te,1s·1·~;~-e5'.'_" -~-:~e-:-:·:ro.;~·:i'~ii~r!-~~-~; rs··oñ·;~rj l~'i_-6i1 ºque comparte 

baCter faS <-._e~-~~~~~-1-~1~-~~,~~''.'.:~~-\~;;ci~"'.: ~~,. -:-"~¿·~--- · .3naer6b ias 

Algunos ·a¿tJ~~-·~/-~:·_< Í:~>/;-~'.->; _ _-h;~;Á·:·.: -~-~--8~~iderado que: "mienti-as 

C:rec:i mleM.tO ::;.;v~get-~.~-;-i:-~;~:'~" -'-¿¿:·~-.~-~-e- en c:ondic:iones 

ene('gét it:a·-~,~-: --~~~-a--~-.-~~~\;~:¿:_(.i¡·2 i-~.-n _:·s1.1-~-~de en cc•nd i e iones de 

bonan:-!a 

l imi taci~·n 

e}: trema, cuando los nutri~ntes dml medio se han &gotado y 

tantc• su equi'lib-'rio es e-ndeble". 
. . 

El--~en~imie~to en el crecin1iEnto y Ja esporu1ación de cyt ~-

menc•r que en la cepa silvestre. Aún en c:cn;dic ieones de pl-I 

en medio G (fig~ 3 y Tabla I ) en medio 

fermentable (fig. 6). Lo ar1terior sugiere qu~ el parám8tro YATP 

CATP si nt~t iza deo por mol cc.1nsumido > es, bc-1 j C• 

condiciones óptimas, menc·r en cyt €!,- que ero la cepa 

sjlvestre~ A este 5t? ha sugerjdeo (35,42) que E' l 

rendin1iento energético CATP> derivado de la utili=ación de una 1J 

otra Se ha probado qL1e el cit 

a~~ b~cteriar1to es capaz de tr~nsloc~r protones l35~. 

(3) sug i 1- i éndosfr de 

citocrc•mt•s Q en b..=.c:te1-ias (9,17,35> E1, el caso del cit ~ e-1 

concenso s1mple-mente actúa 

como verted~ro de pcoder ~~dueto~ (35>. 
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1 ' 

Supctlii endo cit Q de Bac i l ) LIS cere1.1s nD tenga 

actividad tran~l6c~dora de proto~es, entonces el rendimierito (Y 

ATF') de 1 /:3 ( 1 /4' si existe NADH/NADP 

transhl drog~e-n_~-5-a--~--: ,,-,~;{(~)~-~Que éf:\ i:.a :._:i=._e·p_a Si i vestre. 
,~-'"" 

Esta si tuaci(•n 

Se1--ía:. r'es~·¡;_n~'a-t{1e __ /::i.d-~i> i:menor · ·crecimierito -de la ce-pa cyt ~- y 

di fi curt'~-~)'a ~- ~-~-~:~~?-.(~~:::'.·c{~-p~~-t-r.;-i-~~--:--.~:·~-. espc•rul ación. 
'·:·: -.~:: ,, ... -= 

bacterianas. En 

el sido 

capac_es :- ~e __ . :d-i.'.~'t'_"j:~~~-~ i~i··_'·_:~~~~--¡;~--- ~~~os dos con1pc•ne.-1tes e i nét i cos ~ 1?. 
" - - , ,, ·-· -.-.. > _. --, :. 

ci.tocrárilo·-:- ¿;.-;~~:i·d·~~-~~~=--~-~s~-,,::(·m-~didB.-'cc1mC. TMPD--o:-:idasei> qt.1e se inhibe a 

mientras que p?ra 

inh-ibi.r la actividad de la e:.;~ i. das a e: i t se requieren 

concent1-aciones superic1res a 100 p.M. En el caso del mutante cyt 

a- la actividad de TMPD-o::idasa no mostró el componente cinético 

de alta s~nsibilidad (Fig. 

con su fenotipo cyt a-. La actividad de NADH o~:idasa en la cepa 

c:y t; a- requirió conceni;r ac l c•ries cic..nurD alt.?.s p~ra so lt• 

inhibición parcial (fig. 9) • Este 

memejant~ a los r~portados anteriorm~nte para cep&s silv~stres de 

e: i- ec ida$ en cc•nd i e i one~ <11,26~31). La 

de MADH en cyt a-

contré<='.t'°' 

( f i g. 9). la cuo.;1 se cc•mentó ~ 

dr? l~ activid~d catalític& de la ví~ cit 

ap?irente dr=- la f\IADH-c•:-: id¿:.sa 

si s~ c~nsiclcra qu~ l~ s1Jn1~• do activid?des de 
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terminales no san el factor limit~nte para le velocidad 

siendo la Deshidrogenasa de NADH 

el factor lin1itante ~ªfª ia _vel~cidad de respiración <Escarriill~~ 

'.· ·,_ . -
1981+) ~ entc•nccs ,el KCN ·_a- ba"jas conCi:?ntracic•nes estarí?. ac.tur::1ndc· 

cc•mc• un 1 a V :Í.C:• 

sensible (c·i·t~-_-·G.~ ·:~ª3). ~~-cons_ecuenteme\,te, lo incrementa por la C• 

las vías .más' re'~:is~~\!tes al •(CN (cits Q y Q>-

encLtentra 

fun¿ionhl y_e~~~uc~~ralmente as~ciado solo e l~ citocromo oxidasa 

Er1 efecto, este es el case• de 1 sis teme< 

mi tc•c:ondr i a 1 donde la citocromo o::idasa §~~es la ónice o::idasa 

"t:ermina l. En bacte1· ias l i.1. es c::c.mpleja. 

recientemente, ( 3) ha publicado una revisión en dc•nde 

clasific.:i a las ONi.das,;;.s terminales en 2 cla<;;',f?.S con 2 subgrupc•s: 

-Clase !A: Citocromo ~ o::idasaE conteniendo hemos ªªº ó c~ª3 • 

-Clase JB: Citocromo 5 oxjdasas cor~ter11endo hemo e-

-ClasE"' Il A: Duinc•l c·~:idasas contc~niendo hemo \;! y heme• g_. 

-Clasi=- 11 B: Quinc.•l co::ldi-\t:;as cc•nteniendc• h~mc• Q y hemo Q. 

cl,:.se IB, de tipc1 Q y sin embargo utili::an 

5 como donador directo de electrones. 

hacer notar que todos los casos descritos pertenecen a es pee i es 

bacter ianr.s también poseen c1tocromo Ai,::;.í 

de 

t1.;;.::C1s. dr;:-· cit ~S!3 y e c.=1mb1c•. e::istt.~n cantidades incrementadas de 



e i t. !::• sugerí.a que este citcicrc..mc• pudi_e1~a estar actuandc• 

dcon.;,dor de el ect.:ronC!'s para. ~1 ._e i toc1-6mc·· Q. ... -. .Esta posibilidad fue 

tin;:.J i ::.:tda de 
__ .,-.-

cianuro --',: 

..::ugieren que C•X idas a Q de 

a la clase IB de la 
;:.-.·=::{':: 

el as i f.icác: i·ón-·· -_dada-' ~<"Po··r · -_-:/A~;~_a:~~-~. 
.,-, _ _-.o 

( 3) se.a, que quedaría 
. ---- .- -· : . ~ :: . ; - : ;.. . 

i dent;ifi.c:ada c:cimo ~_ría_·-·c:itocrc•mc• !;. o~:idasa contec-niendo 

sLtg i er:e- q~!= las on i das<.<.s del t ipc• I Et~ en 

01-gani_smc•_s que t.3mbiéh-pc.sé.-en c1 :i-:id.:•sa !A, podrí.a funcionar como 

vi.a al terna para el ti-anspor te de el ectrc•nes ~ baje• cc.ndic iones 

donde el OHi.geno fuera factor lirnitante. 

serla vál idc• en situaciones tran~itorias de baja 

ya que la síntesis de citocron10 !;_ se repr1n1e en cultivc•S 

n1icroaerofllicos deª· !;.§C~Y§ (ll> y de otrae espe~ies estLtdiad~s 

(35). Es interesante ~l l-1echc. de:- que este tipc. de men1b1-i\nRs en ~-

b<:< ja capac:idc:.d respi1-atorii'~. 

c:ondiclc•nes de cultive• enc:or'lt r ame• s nivE>le.·~ de t~ADH-

de c l t ~- v ~.§:?i. Es posible que la baja capac1dad respirataris de 

las células microaerofilicas sea debida a la 

Est• planteamiento podri~ ser probado 

la activid.;.d CC•n 

citc•c.rc•n10 i;:_ e::ógenc·. 

~§s y qtJe es cap~= de crecer y esporular en prc•pDrc1ones cercanas 

la ~bc·e verios caminos de investigación qL1e 



pc·dri~n contestar preguntas importantes sobre la 

di:> 1 c1-ecimie11tc• y espc+1-ulaci~n bacteriana. de lc.ts 

p1-c•b 1 E·mas i::iue puedeti ser c:·bcq-·dadc•s serían 1 os sigui entes: 

l . esquema· de. c·.o_mpos~cióri. y c•rgani :=ación de lc•s 

e i tc•C;-o,..c;~.·-;-d·e ;·. 1ª·:~-; disecCtr 

leos cómponente_s · i)~1·vo-i u'crBdc·s·.- a:·_ l ~-. tl-ansferenc i a de el ec t1-c•nes de 

la via de cit·:2··-'c:,;,:~·d·as~-:~·, 

2. El mutañt.e·-: cyt ·a_-, es Capaz· de espc•rular y interesante 

averiguar de qÚé mat1e1a se compensa la ausencia de ci t en 

-célula madre- y endospora. 

3. El mutante cyt a- expresa cantidades incrementadas de.· r.:it e y 

esta cc•ndic:it'•n ser pari!l i ntent<::.:;,;- !::iL\ 

4. F'urificadc• el cyt e podi-ia ser reconstituido en liposomas y 

saber asi, si tiene actividad translocadora de protones. 
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COMCLUSIONES. 

l ~ -· La 

['.. -

3.-

.· . 

pE·rc• con1.:ivnE> c-itoc:.-t•n10 f; y citc•cr·c.mc; a:-:ida!::>a º-' :1ústA ú1t1n1"'1 

qtt(,;. 

.. ' ' "'.• 

i;.:-·•ni:c:· ·1=.-n. n;edÍÍ-· f'.~-1-·11;~íi.i·r. .. t;'1 ~ e ;:-. , .. , 
: ·. . . . ~ :; : :~·:;: :·_,.~·.-: .· .... ::· 

r.: ·:. r.:r-;m¡_-, "e;;¡·, it1'i:::.-.rl.:i-'c·- nn ';fE>rfllt:l1tab lé. 

t.,i.; t-:Ep<'.<1-u l ac :i r« t1 1.•c:.ur"1-,E.· E'.0 -. ·~·use~-~~i-~1'.'.;~.'~,~·-:·. 2.:j-~ii_;;·~~:f'·C•ll~¿,-~= o ~·ti é:!a!S·et. ~~~'."'~ ~ 
,_;.· 

e~ ci:=.p=-i.:- St•J;o, ·e·· ,1unt·o:·. cc,n··CLtC.é:i-'o-mf:1·:~d.:-::idasa fi' de ·,;>.pe.·( t.~·~,- J _:;.. 

P.nergia· ~ufic:jente- P-~1r·a e'~'fe~-: 

Ci t:ocromc• ~ se e>ncL1en.tr·a · pl-e.s'efit~ ··en·· 1 a ·mutante~ y t ienc· un 

compc·~- t;?.m'ic:into que 

cc-•n heme• f..~, 

esta bac:teria. 

actividad de TMPD oxid~sa encontrada. fue ~ vec:e~ menor 

nuestr·a mutante que en la cepa silvesti·e. por le• 

.:tSLlffll l-' ( '/ 
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