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Introduccion

a la 14.° edicion en espaiol

«A hombros de gigantes»

Esta traduccion de la 14.? edicidén norteamericana, esta de-
dicada a dos grandes figuras de la microbiologia, Thomas
D. Brock, en los Estados Unidos, y Julio R. Villanueva, en
Espaiia.

«Si he visto mds lejos es porque estoy aupado sobre los hom-
bros de gigantes». Esta conocida frase la escribi6 Isaac Newton
en una carta que dirigié a Robert Hooke el 15 de febrero de 1676
(el 5 de febrero, en el calendario juliano de la época), refirién-
dose probablemente a tres grandes astrénomos: Nicolds Copér-
nico, Galileo Galilei y Johannes Kepler. Pero la cita habia sido
utilizada por diversas personas antes. El primero, posiblemente,
fue Bernardo de Chartres, filésofo neoplaténico del siglo xii,
a quien un discipulo le atribuy6 la frase en un poema escrito
hacia 1130. La ciencia es una continua
interaccion entre hechos e ideas, donde
los nuevos conocimientos nos conducen
a conceptos. novedosos. Y en la micro-
biologia se ve este proceso de una manera
aun mds palpable. Los nuevos descubri-
mientos estdn basados en conocimientos
anteriores, e inducen nuevas y general-
mente revolucionarias ideas.

La microbiologia es una ciencia joven;
desde los descubrimientos pioneros de
los gigantes Louis Pasteur y Robert Koch,
apenas tiene 150 anos. Y en esta breve
historia, pueden apreciarse tres Edades
de Oro. La Primera es la de los grandes
descubrimientos del dltimo tercio del
siglo x1x, donde se pone de manifiesto la
etologia microbiana de la mayoria de las enfermedades infec-
ciosas, y, con ello, se da un paso de gigante en la lucha contra
la enfermedad y la muerte. La Segunda podria ser la que abarca
las décadas de los cuarenta a los setenta del siglo xx, donde se
descubren y desarrollan una plétora de antibidticos, y donde se
establecen las bases bioquimicas y genéticas de la estructura,
metabolismo y herencia de los procariotas. La Tercera serfa la
de la biologia molecular y la genémica, desarrolladas en los ulti-
mos veinte afios del pasado siglo y primeros diez del presente.
Pero estamos entrando en una Cuarta Edad de Oro, la del estu-
dio y conocimiento del microbioma, tanto del cuerpo humano
como del resto de habitats de la Tierra. Los microorganismos
ocupan todos los habitats y controlan todos los ecosistemas.
Los microorganismos establecieron los primeros reciclados
de la materia y, con ello, permitieron la vida y la evolucién de
todos los organismos posteriores, los «macroorganismos».

Fiopy of s TR
Thoss 0 k.

A

B

Los microorganismos dominaron nuestro planeta y fueron
sus unicos habitantes durante casi tres mil millones de afos.
Y los microrganismos continuardn ensefioredndose de la Tie-
rra cuando nuestra efimera especie, los humanos, hayamos des-
aparecido de su faz.

Esta traduccion al espaiol de la 14.* edicién del Brock. Bio-
logy of Microorganisms, el libro de texto de microbiologia mds
usado en todo el mundo, tanto por alumnos como por profeso-
res, quiere hacer llegar a los millones de hablantes del espaiiol,
a ambos lados del Atlantico, esta ingente obra en su propia len-
gua. Una obra pionera que publicé Thomas D. Brock en 1970, y
que ha orientado e inspirado a sucesivas generaciones de micro-
bidlogos en muchos paises del mundo. Uno de nosotros, RG,
tradujo la primera edicién recién acabada su tesis doctoral. Esta
version espaiola fue también la primera traduccién del origi-
nal inglés a cualquier otra lengua. El otro de los firmantes de
esta dedicatoria, MM, fue primero doc-
torando del autor, después su principal
colaborador en la obra, y después, a su
vez, primer autor de sucesivas ediciones a
partir de la octava (1997). Fue MM quien
recogié la antorcha y siguié publicando
esta obra, siempre actualizada, a lo largo
de diversas ediciones y con diversos auto-
res. Esta 14.% edicién ha sido traducida
por un equipo compuesto por profeso-
res e investigadores de ocho universida-
des espafolas, distribuidas a lo largo y a
lo ancho de la Peninsula Ibérica.

La obra pionera de Roger Y. Stanier,
The Microbial World, publicada en 1957,
marcé una nueva época en el conoci-
miento e interpretacién de la micro-
biologia en las universidades de todo el mundo. La temprana
traduccion al espanol de su segunda edicion, El mundo de los
microbios, por los jévenes profesores Julio R. Villanueva, Isa-
bel Garcia Acha y Manuel Losada, en la década de los sesenta,
fue fuente de inspiracién y vocacién para muchos jévenes estu-
diantes en Espana, entre ellos, RG. Y la obra de Stanier tam-
bién fue modelo, acicate, e incluso reto, porque parecia dificil
de superar, para Brock, y para que escribiera la primera edicién
de Biology of Microorganisms, un texto, inspiracién del actual,
que ha mantenido a lo largo de décadas, y a través de catorce
ediciones (!), su calidad, actualizacién y visién panéptica de lo
que es y significa el inmenso mundo y biologia de los microor-
ganismos.

RICARDO GUERRERO y MICHAEL T. MADIGAN
Barcelona y Carbondale, Illinois, abril de 2015
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Prefacio

a ensefanza y el aprendizaje evolucionan, y nosotros tam-

bién. Simplificacién, actualizacion, deferencia hacia la his-
toria de la microbologia e ilusidon por el futuro caracterizan la
14." edicién del libro Brock Biologia de los Microoganismos. A
lo largo de tres generaciones, estudiantes y profesores han con-
fiado en la fidelidad, autoridad, consistencia y puesta al dia de
la ciencia en esta obra para aprender los principios basicos de
la microbiologia, e interesarse por el futuro de esta disciplina.
Con la 14° edicidn los estudiantes se beneficiardn del énfasis que
pone el libro en la investigacién de vanguardia, de una intro-
duccién integradora en la microbiologia molecular moderna, y
de la inclusién de imagenes impresionantes. Ademds, por pri-
mera vez, Brock Biologia de los Microroganismos se ayuda de la
tutoria MasteringMicrobiology online de Pearson, como instru-
mento de evaluacion para estudiar desde casa.

Los autores de anteriores ediciones, Madigan, Martinko y
Stahl, dan la bienvenida a dos nuevos coautores en esta 14." edi-
cién. Son Kelly S. Bender y Daniel H. Buckley. La biologia mole-
cular y la genética molecular han sido revisadas en profundidad
por Kelly, que ha sido acreditada por la calidad de su labor
docente y de asesoramiento a los estudiantes en la Southern
Illinois University. En Cornell, Dan participa en los talleres de
verano del Cornell Institute for Biology Teachers dirigidos a
profesores de ciencia en centros de secundaria, y es codirec-
tor del famoso Curso de Verano sobre Diversidad Microbiana
de Woods Hole. Los dos nuevos coautores han fortalecido la
misién esencial de Brock Biologia de los Microroganismos, que
es continuar siendo el mejor recurso para el aprendizaje de la
microbologia para los estudiantes y profesores de hoy dia.

y
¢Qué hay de nuevo en esta
14.° edicion?
| } L}

Reorganizada con imaginacion, esta edicion guia al estudiante
a través de los seis principales temas de la microbiologia del
siglo xx1, destacados por el Congreso sobre Ensenanza Uni-
versitaria de la American Society of Microbiology (ASMCUE).
Estos seis temas son Evolucidn, Estructura y funcién celular,
Vias metabdlicas, Flujo de informacién y Genética, Sistemas
microbianos, e Impacto de los microorganismos. Con un tra-
bajo artistico mejorado y revisado con imédgenes y con cerca
de 200 fotografias nuevas en color, el libro presenta la micro-
biologia como la ciencia visual que es. El nuevo inicio de cada,
capitulo, titulado «Microbiologia actual», hace participes a los
estudiantes de la investigacion avanzada del contenido de cada
capitulo y conecta con las actividades evaluables de forma-
cién de MasteringMicrobiology. Explorando el mundo micro-
biano se centra en temas especificos que ayudan al estudiante
a hacerse una idea del panorama general en microbiologia,
en tanto que, de manera simultdnea, alimentan su curiosidad
cientifica

La gendmica y todas las «6micas» a que ha dado lugar, estan
presentes en cada capitulo del libro, y reflejan cémo la revolu-
cién 6mica ha transformado la biologia. Lejos quedan los dias
de la microbiologia como una ciencia descriptiva. Dominar hoy
los principios del &mbito dindmico de la microbiologia requiere
una comprension de la biologia molecular subyacente a dicha
ciencia. Como autores, somos conscientes de ello y hemos
escrito Brook Biologia de los Microorganismos de manera que
muestre los fundamentos de la microbiologia como ciencia, asi
como los de la propia ciencia. El resultado es un tratamiento
completo, y sobre todo moderno, de la microbiologia.

Para reforzar el aprendizaje, MasteringMicrobiology incluye,
para cada capitulo y entre otros recursos, pruebas de compren-
sion de lectura, tutoriales MicroLab, actividades de formacion
en Microbiologia actual, Caso Clinico y MicroCareer, juegos
de animacién cuestiones introductorias y numerosos elemen-
tos para el estudio y la evaluacion. El contenido y presentacion
de Brook Biologia de los Microorganismos, junto con los instru-
mentos de MasteringMicrobiology, constituyen una experien-
cia educativa en microbiologia sin parangén.

A destacar
Capitulo 1

« El primer capitulo se ha revisado para proporcionar una
introduccién actualizada y sucinta de una visién global de la
microbiologia, incluyendo los elementos basicos de la estruc-
tura celular y del arbol filogenético de la vida.

+ El poder de la genédmica para resolver los misterios de la
microbiologia se revela en un nuevo relato de Explorando el
Mundo Microbiano titulado «La Muerte Negra descifrada»,
sobre los estudios forenses de victimas de la epidemia de
peste negra en Europa hace unos 650 anos.

Capitulo 2

« El tratamiento de la estructura y funcién celular microbia-
nas combina ahora el material sobre Bacteria y Arquea con el
de eucariotas microbianos, proporcionando al estudiante una
introduccion completa a la estructura celular comparada, y
proporcionando al profesor los instrumentos necesarios para
las presentaciones en clase.

Capitulo 3

« Con un nivel apropiado para estudiantes noveles, presenta la
diversidad metabdlica en una secuencia légica, las caracteris-
ticas esenciales del metabolismo microbiano, necesarias para
comprender la forma en que los microorganismos transfor-
man la energia. Las nuevas imdgenes resultan esenciales para
comprender los principales tipos de metabolismo de manera
mds visual y atractiva.
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Capitulo 4

« Los principios bésicos de la microbiologia molecular se han
revisado a conciencia, y su atractiva presentacién al princi-
pio del texto proporciona una base ttil para los estudiantes a
medida que avanzan en la lectura.

+ Nuevas ilustraciones contribuyen de forma sencilla y consis-
tente a facilitar el aprendizaje, la retencién y la aplicacién de
conceptos moleculares complejos.

Capitulo 5

+ Como resumen de la primera Unidad, este capitulo se basa
en los cuatro anteriores para describir el resultado final de la
fisiologia y la biologia molecular: la division celular y el creci-
miento de poblaciones.

« Este capitulo incorpora los elementos basicos del control del
crecimiento microbiano para permitir al profesorado vincu-
lar mejor el contenido practico al fundamento del propio pro-
ceso de crecimiento.

Capitulo 6

+ En esta edicion aparece mucho antes que en la anterior un
tratamiento completo de la genémica microbiana y de la
revolucion de las «6dmicas» que hoy en dia dirige la ciencia
microbiolégica. La tecnologia, la biologia y la evolucién de los
genomas se presentan de forma nueva y atractiva.

+ Hay que maravillarse ante el poder de la genémica en el relato
de Explorando el mundo microbiano sobre la gendémica de la
célula individual: «Genémica, una célula cada vez».

Capitulo 7

« Contiene las principales actualizaciones sobre la regulacién
de la expresién génica —una de las areas de la microbiolo-
gia actual que suscitan mds interés— con un tratamiento
extenso de la capacidad de percepcidén y de la transduccién
de sefiales.

+ Explora aspectos nuevos de la regulacién génica, como la
importancia de los RNA no codificantes y la regulacién de
funciones especiales en bacterias modelo, como la esporula-
cién en Bacillus, la diferenciacion celular en Caulobacter, y
la formacién de heterocistos en la cianobacteria fijadora de
nitrégeno Anabaena.

Capitulo 8

+ Los principios basicos de la virologia se presentan sin detalles
innecesarios y usando el bacteriéfago T4 como modelo repre-
sentativo de los conceptos fundamentales de la virologia.

«+ Un tratamiento nuevo de la virosfera y de la ecologia de los
virus revela su asombrosa diversidad genética.

Capitulo 9

+ El tratamiento de la diversidad y de los genomas de los virus
sigue directamente al capitulo bésico de virologia para una
mejor vinculacion con los dos temas estrechamente relacio-
nados.

+ Un enfoque nuevo de la evolucion de los genomas viricos y
una nueva organizaciéon que permite contrastar de forma mas
directa la biologia de los virus DNA y RNA, facilitando una com-
prension mds consistente y conceptual de la diversidad virica.

Capitulo 10

« Los principios fundamentales de la genética de las Bacteria
y las Archaea se han colocado estratégicamente en este lugar
del libro para incorporar mejor los conceptos complemen-
tarios de microbiologia molecular, crecimiento, regulacion y
virologia.

Capitulo 11

+ Abarca al completo la biologia molecular de la clonacién
génica y de las principales formas de manipulacion genética.
Constitute asi una introduccién a las aplicaciones de estos
métodos en un campo, como el de la biotecnologia, sometido
a cambios continuos.

+ Se adentra en el mundo de la biologia sintética para apren-
der como esta drea nueva y candente augura otra revolucion
en biologia.

Capitulo 12

+ La evolucion y la sistemdtica microbianas se benefician de
una extensa revisiéon de los mecanismos de esa evolucién, y
de la importancia de la evolucion genémica y de la transferen-
cia horizontal de genes.

+ Considera como puede haberse generado la interdependen-
cia metabdlica en las comunidades microbianas y lo presenta
en el relato «La hipdtesis de la Reina Negra» de Explorando
el mundo microbiano.

Capitulo 13

+ Se dedica un dnico capitulo a la diversidad metabdlica para
comparar y contrastar mejor los principales tipos de meta-
bolismo de las Bacteria y las Archaea, y para destacar cémo
«la unidad de la bioquimica» ha impregnado el metabolismo
microbiano.

+ La diversidad metabdlica se ha colocado estratégicamente
para avanzar hacia el nuevo capitulo sobre diversidad funcio-
nal bacteriana.

Capitulos 14y 15

« El Capitulo 14 «Diversidad funcional en Bacteria», explora
ahora la diversidad bacteriana con respecto a las caracteris-
ticas morfoldgicas, fisiolégicas y ecoldgicas de bacterias bien
conocidas. El Capitulo 15 presenta la diversidad de la vida
bacteriana en un contexto filogenético. Los nuevos arboles
filogenéticos, a todo color y de facil comprensién, resumen la
diversidad bacteriana en ambos capitulos.

Capitulo 16

» Ladiversidad de las arqueas se ha revisado siguiendo un trazo
filogenético potente e incluyendo los tltimos filos descubier-
tos de Thaumarchaeota, Nanoarchaeota y Korarchaeota.



+ Se puede ver cémo las anteriormente desconocidas Thau-
marchaeota son probablemente las Archaea més comunes en
la Tierra, y se revisan los limites fisicoquimicos para la vida,
todos definidos en la actualidad por especies de Archaea.

Capitulo 17

« La diversidad microbiana eucariota se beneficia de un trata-
miento filogenético nuevo en un capitulo que constitutye una
introduccion a la importancia de la endosimbiosis en la evo-
lucidn de la célula eucariota.

+ Seincluyen numerosas micrografias en color que muestran la
belleza y diversidad de la vida microbiana eucariota.

Capitulo 18

+ Los instrumentos modernos para el estudio de la ecologia
microbiana se describen con ejemplos de cémo cada uno de
ellos ha modelado la ciencia. También conoceremos que la
revolucion de las dmicas ha simplificado problemas comple-
jos de la ecologia microbiana.

« En el nuevo relato «Cultivando lo incultivable» de Explo-
rando el mundo microbiano, puede verse de qué manera los
métodos ecolégicos nuevos han producido cultivos de labo-
ratorio de la bacteria marina Pelagibacter, el organismo mas
abundante de la Tierra.

Capitulo 19

» Con un enfoque atractivo, se comparan y contrastan las pro-
piedades de la diversidad microbiana de los principales eco-
sistemas microbianos.

+ Nuevos datos de censos ambientales de hébitats de agua
dulce, y de la ecologia microbiana de paisajes dridos, ilustran
material nuevo para este capitulo, que también ofrece una
visién reciente de los vinculos entre microorganismos mari-
nos y cambio climatico.

Capitulo 20

» Presenta un enfoque de las extraordinarias habilidades de los
microorganismos para respirar 6xidos metalicos sélidos en el
ciclo del manganeso y en el del hierro.

+ Expone la forma en que la actividad humana afecta pro-
fundamente los ciclos del carbono y del nitrégeno con las
sobrecargas de nutrientes inorganicos y otras formas de con-
taminacién, y cémo influyen, en un sistema de retrolimenta-
cién, con el cambio climatico.

Capitulo 21

+ Un nuevo capitulo sobre el «ambiente antropizado» mues-
tra como los humanos crean nuevos habitats microbianos
mediante la construccion de edificios, infraestructuras de apoyo
y modificaciones del habitat. Atestigua los efectos positivos y
negativos de los microorganismos en infraestructuras huma-
nas importantes, como el tratamiento de aguas residuales, la
extraccién minera y el drenaje dcido de las minas, la corrosién
de metales, el biodeterioro de la piedra y el hormigén, y la pre-
sencia de patégenos en el agua destinada al consumo humano.
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Capitulo 22

» Una cobertura amplia sobre el modo en que los microorganis-
mos afectan profundamente la fisiologia de plantas y animales
por medio de asociaciones simbiéticas; incluye el microbioma
humano y su relaciones con la salud y la enfermedad.

+ Muestra cémo un mecanismo comun de bacterias y hongos
para formar asociaciones simbidticas con las raices de las
plantas proporciona a estas nutrientes esenciales.

Capitulo 23

» Presenta los principales temas de la microbiologia humana,
incluyendo la microbiota normal, la patogénesis y los facto-
res del hospedador en la infeccién y la enfermedad. Todo ello
en un estilo que une estos conceptos y revela como inclinan
la balanza hacia la enfermedad o la salud.

Capitulo 24

+ Proporciona una vision general sencilla y concisa de la inmu-
nologia, que los profesores pueden emplear para ensenar los
conceptos fundamentales de esta ciencia.

+ Contiene informacién practica sobre vacunas, inflamacién
y respuestas alérgicas en un formato muy adecuado para la
enseflanza.

Capitulo 25

« Basado en el capitulo anterior, este ofrece una visiéon mas
completa de los mecanismos inmunitarios, haciendo hinca-
pié en las interacciones celulares y moleculares que contro-
lan la inmunidad innata y adaptativa.

Capitulo 26

+ Es un breve capitulo que considera la inmunologia desde una
perspectiva completamente molecular, con las importan-
tes interacciones receptor—ligando que desencadenan la res-
puesta inmunitaria, y la genética de las principales proteinas
que rigen la inmunidad adaptativa.

Capitulo 27

» Reorganizado y actualizado, describe la funcién de la micro-
biologia clinica e introduce los instrumentos para identificar y
detectar las enfermedades infecciosas en el laboratorio clinico.

+ Con un tratamiento nuevo de los agentes antimicrobianos y
de su utilizacion clinica, destaca la importante funcion de la
terapia farmacoldgica y de la resistencia a los medicamentos
en la medicina actual.

Capitulo 28

+ Un debate actualizado sobre epidemiologia introduce el con-
cepto del indice de transmisibilidad (R, del inglés reproduc-
tion number) y su influencia en la difusion de la enfermedad
y en el control de la inmunidad de grupo.

3

Presenta la cobertura puesta al dia de las enfermedades infec-
ciosas emergentes y de Is pandemias actuales, como las de
HIV/AIDS, céleray gripe, y el papel del professional de la epi-
demiologia en la microbiologia de la salud publica.
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Capitulo 29

« Eltratamiento de las enfermedades transmitidas de persona a
persona se ha reorganizado y se ilustra con docenas de fotos
nuevas en color que muestran sintomas y tratamientos. Para
una mejor asimilacion del material que trata un tema coman,
las enfermedades infecciosas se presentan en este capitulo y
los tres siguientes segin la taxonomia.

Capitulo 30

+ Las enfermedades bacterianas y viricas transmitidas por
insectos vectores o del suelo se presentan ilustradas con
docenas de fotos nuevas en color.

o Trata de forma actualizada enfermedades viricas impor-
tantes, tales como la fiebre amarilla, y el dengue, y algunas
enfermedades bacterianas, como el carbunco, el tétanos y la
gangrena gaseosa.

Capitulo 31

+ Las enfermedades de origen comun relacionadas con alimen-
tos y agua contaminados se presentan en un mismo capitulo
para resaltar su modo similar de transmisién. El tratamiento
del tema se hace desde la taxonomia —bacteriana o virica— y
se incluyen unas 30 fotografias nuevas en color.

+ Se hace una presentacidn actualizada de la infeccién poten-
cialmente letal trasmitida por alimentos y causada por la bac-
teria intracelular Listeria.

Capitulo 32

» Todas las enfermedades infecciosas causadas por microor-
ganismos eucariotas —hongos y pardsitos— se retinen en un
capitulo para mantener el aspecto taxondémico de la micro-
biologia médica. La experiencia visual queda reforzada con
35 nuevas fotos en color que muestran los patégenos y los sin-
tomas de las enfermedades. Ofrece un contenido mds dmplio
sobre las enfermedades parasitarias y las causadas por hon-
gos. Por primera vez, el capitulo incluye también las princi-
pales infecciones helminticas.

Otras herramientas de aprendizaje

+ En dos apéndices se incluye una introduccién al célculo
bioenergético y una lista de los taxones de orden superior
descritos en el Manual de Bergey de Bacteriologia Sistema-
tica. Un glosario y un minucioso indice completan el conjunto
de material diddctico de Brock Biologia de los microorganis-
mos, 14.* edicién.
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CAPITULO

1- Microorganismos

y microbiologia

microbiologia

La vida microbiana esta en todas partes

Cuando nos embarcamos en el viaje al mundo microbiano, nos
quedamos atonitos al descubrir en qué regiones de la natura-
leza viven los microorganismos. Para decirlo brevemente: viven
en todas partes, incluso en sitios demasiado inhdspitos para ellos
mismos. Por ejemplo, un equipo de investigacion que estudiaba
el lago Vida (en espanoal, en el original), cubierto de hielos perpe-
tuos, en los Valles Secos de McMurdo, en la Antartida (foto supe-
rior), encontrod bacterias vivas inmersas en una solucion salina ja
—13 °C!, muy por debajo del punto de congelacién normal. Estos
microorganismos resistentes fueron descubiertos por microbio-
logos que llevaban ropa protectora para evitar contaminaciones
durante el proceso de perforacion (fotos inferiores).

Segun se demostro, las bacterias del lago Vida, un grupo meta-
bolico de organismos llamados psicrofilos (termino que significa
«amantes del frio») podian llevar a cabo diversas reacciones meta-
bolicas a la temperatura de su helado hogar. Para clasificar aquellos
organismos se usaron genes especificos aislados de las diversas
bacterias del lago Vida. Los estudios futuros de sus huellas gené-
ticas —sus genomas— pueden ayudar a descubrir los secretos

| Introduccion y aspectos

ocultos en sus genes que permiten a estos organismos crecer tan fundamentales
bien en el frio perpetuo. de la microbiologia 2

El lago Vida es atipico incluso entre los lagos antarticos, ya que . . ,
su cubierta de hielo se extiende hasta el fondo. La luz del sol, pre- I L? n}"_;mb'omg'a en su contexto
sente solo durante la mitad del ano, no puede penetrar hasta lo historico 13
profundo del lago. Por tanto, probablemente las bacterias que
viven alli crecen metabolizando, si bien muy lentamente, el carbono
organico que quedo atrapado en el hielo cuando el lago se con-
geld, hace miles de anos.

Los microbidlogos estudian las bacterias que habitan en
ambientes extremos para descubrir los limites ambientales de la
vida y encontrar productos exclusivos de esas bacterias que pue-
dan resultar beneficiosos para los seres humanos y para nuestro
planeta. Pero ademas de contribuir a la ciencia basica y aplicada,
las bacterias del lago Vida son modelos de las formas de vida que
podrian habitar otros mundos helados, como Marte o Europa, una
de las lunas de Jupiter.

Murray, A. E., et al. Microbial life at =13 °C in the brine of an ice-sealed Anctartic lake.
Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 109: 20626-20631.
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2 UNIDAD 1 e LOS FUNDAMENTOS DE LA MICROBIOLOGIA

| - Introduccion y aspectos fundamentales de la microbiologia

1.1 ;Qué estudia la microbiologia
y por qué es importante?

La ciencia de la microbiologia estudia los microorganismos
y cémo funcionan, especialmente las bacterias, un grupo muy
grande de células muy pequenas (Figura 1.1) que tienen una
importancia bésica y préctica enorme. La microbiologia tam-
bién estudia la diversidad y la evolucién de las células microbia-
nas, cémo surgieron los diferentes tipos de microorganismos
y por qué. La microbiologia abarca la ecologia, de manera que
también estudia en qué lugares del planeta viven, cémo se aso-
cian y cooperan los microorganismos entre si, y qué influen-
cia tienen en el mundo en general, en los suelos y las aguas, asi
como en los animales y las plantas.

La ciencia de la microbiologia gira en torno a dos temas rela-
cionados: (1) la comprension de la naturaleza y el funcionamiento
del mundo microbiano, y (2) la aplicacién de nuestra compren-
sién del mundo bacteriano al beneficio de la humanidad y del
planeta Tierra. Como ciencia bioldgica bdsica, la microbiologia
utiliza las células microbianas para investigar los procesos fun-
damentales de la vida. De esta manera, los microbiélogos han
desarrollado un conocimiento complejo de las bases quimicas y
fisicas de la vida, y han descubierto que todas las células tienen
mucho en comin. Como ciencia biolégica aplicada, la micro-
biologia estd a la cabeza de muchos avances importantes en
medicina, en veterinaria, en agricultura y en la industria. Desde
las enfermedades infecciosas hasta la fertilidad de los suelos o el
combustible que utilizamos en los automéviles, los microorga-
nismos afectan a la vida diaria de los humanos de muy diversas
maneras, tanto beneficiosas como perjudiciales.

Los microorganismos existian en la Tierra miles de millones
de anos antes de que aparecieran las plantas y los animales v,
como veremos mads adelante, la diversidad genética y fisiologica
de la vida microbiana es inmensamente mds grande que la de las

Paul V. Dunlap

(@)

plantas y los animales. Si bien los microorganismos son las for-
mas de vida mds pequenas (Figura 1.1), en conjunto constitu-
yen el grueso de la biomasa de la Tierra, y llevan a cabo muchas
reacciones quimicas necesarias para los organismos superio-
res. Sin los microorganismos, las formas de vida superiores no
habrian aparecido nunca y no serfan capaces de sobrevivir. De
hecho, incluso el oxigeno que respiramos es el resultado de la
actividad microbiana en el pasado. Ademas, tanto los humanos
como los animales y las plantas dependen completamente de la
actividad microbiana para reciclar los nutrientes fundamenta-
les y degradar la materia orgdnica. Asi pues, podemos afirmar
que no hay ninguna otra forma de vida mas importante que los
microorganismos para el mantenimiento de la vida en la Tierra.
En este capitulo comienza nuestro viaje al mundo microbiano.
Empezaremos a descubrir qué son y qué hacen los microorganis-
mos, y exploraremos su historia evolutiva y su influencia en la Tie-
rra. También situaremos la microbiologia en un contexto histérico,
como proceso del descubrimiento cientifico. Iremos desplegando
el mundo microbiano desde las contribuciones mas importantes
de los primeros microbiélogos hasta la de los cientificos actuales.

MINIRREVISION ---------eeeemmmmmeeeeem ey

e Si la vida microbiana no hubiera evolucionado, ¢estarlamos
hoy aqui? Dé una buena razén de por qué si o por qué no.

:
i
e ;Por qué las células microbianas son herramientas Utiles |
para la ciencia basica? ;Por qué los microorganismos son |
importantes para los seres humanos? |

1

___________________________________________________________________

1.2 Estructura y actividad
de las células microbianas

Las células microbianas son compartimentos vivos que interac-
cionan con su entorno y con otras células de forma dindmica.

0,01 mm (10 um)

Paul V. Dunlap

Figura 1.1 Células microbianas. (a) Colonias bioluminiscentes (que emiten luz) de la bacteria Photobacterium en un cultivo de laboratorio en una placa de
Petri. (b) Una sola colonia puede contener mas de 10 millones (107) de células individuales. (c) Micrograffa electrénica de barrido de células de Photobacterium.
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Figura 1.2 Estructura de una célula microbiana. (3) (1zquierda) Esquema de una célula procariota. (Derecha) Micrografia electronica de Heliobacterium
modesticaldum (Bacteria, la célula tiene un didmetro aproximado de 1 wm)y Thermoproteus neutrophilus (Archaea, célula con un didametro aproximado de
0,5 um). (b) (Izquierda) Esquema de una célula eucariota. (Derecha) Micrografia electronica de una célula de Saccharomyces cerevisiae (Eukarya, célula con un

diametro aproximado de 8 um).

En el Capitulo 2 examinaremos en detalle la estructura de las
células, y asociaremos estructuras especificas a funciones con-
cretas. Aqui mostraremos una panoramica de las estructuras y
las actividades microbianas. Hemos excluido los virus a propé-
sito, porque aunque parecen células en muchos aspectos, los
virus no son células, sino una categoria especial de microorga-
nismos. Su estructura, diversidad y actividad las estudiaremos
en los Capitulos 8 y 9.

Elementos de la estructura microbiana

Todas las células tienen muchas cosas en comun y contienen
muchos componentes iguales (Figura 1.2). Todas tienen una
barrera de permeabilidad llamada membrana citoplasmatica,
que separa el interior de la célula, el citoplasma, del exterior. El
citoplasma es una mezcla acuosa de macromoléculas —pro-
teinas, lipidos, dcidos nucleicos y polisacaridos—, pequenas
moléculas orgdnicas (principalmente precursores de macromo-
léculas), diversos iones inorganicos, y ribosomas, las estructu-
ras celulares donde se sintetizan las proteinas. La pared celular
aporta rigidez estructural a la célula; se trata de una estructura
relativamente permeable ubicada en el exterior de la membrana,
y es una capa mucho mas resistente que la propia membrana.

Las células vegetales y la mayoria de los microorganismos tie-
nen pared celular, mientras que las células animales, con raras
excepciones, carecen de ella.

Un analisis detallado de su estructura interna pone de mani-
fiesto la existencia de dos tipos de células, las procariotas y las
eucariotas. Las células procariotas son propias de Bacteria y
Archaea; suelen ser pequeifias y de estructura bastante senci-
lla (Figura 1.2a). Las células eucariotas son tipicamente mucho
mayores que las procariotas y contienen una serie de estructu-
ras citoplasmadticas, llamadas orgdnulos, rodeadas por mem-
branas (Figura 1.2b). Entre los orgdnulos, los més importantes
son el ndcleo, que contiene el DNA, y las mitocondrias y los
cloroplastos, organulos especializados en suministrar energia
a la célula, aunque hay algunos otros. Los microorganismos
eucariotas comprenden las algas, los protozoos y otros pro-
tistas, y los hongos. Las células de las plantas y las de los ani-
males también son eucariotas. A pesar de las claras diferencias
estructurales entre procariotas y eucariotas (Figura 1.2), la pala-
bra «procariota» no implica ninguna relacién evolutiva. Como
veremos en la seccion siguiente, aunque las especies de Bacteria
y Archaea pueden parecer semejantes, no estan estrechamente
relacionadas en sentido evolutivo.
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4 UNIDAD 1 e LOS FUNDAMENTOS DE LA MICROBIOLOGIA

Genes, genomas, nticleo y nucleoide

Los procesos vitales de una célula estdn controlados por su con-
junto de genes, el genoma. Un gen es un segmento de DNA que
codifica una proteina o una molécula de RNA. El genoma es el
proyecto de vida de un organismo; las caracteristicas, activida-
des y la propia supervivencia de una célula estan gobernadas por
su genoma. Los genomas procariota y eucariota estdn organiza-
dos de forma diferente. En los eucariotas, el DNA estd presente
como moléculas lineales en el interior de un nticleo rodeado por
una membrana. En cambio, el genoma de Bacteria y Archaea
suele ser un cromosoma circular cerrado (aunque algunos pro-
cariotas tienen cromosomas lineales). El cromosoma se agrega
en el interior de la célula formando el nucleoide, una masa visi-
ble bajo el microscopio electrénico (Figura 1.2a). La mayoria de
los procariotas tienen un solo cromosoma, pero muchos contie-
nen también uno o mas circulos pequefios de DNA diferente al
del cromosoma, que llamamos pldsmidos. Los plasmidos nor-
malmente contienen genes que confieren propiedades especia-
les a la célula (como un metabolismo especial, o la resistencia
a algiin antibidtico) en lugar de genes esenciales, necesarios en
cualesquiera condiciones de crecimiento. Esto contrasta con los
genes del cromosoma, la mayoria de los cuales son necesarios
para la supervivencia bésica de la célula.

;Cudntos genes tiene una célula? Sabemos que este nimero
es muy variable gracias a la gran cantidad de genomas que se
han secuenciado. El genoma de la bacteria modelo Escherichia
coli tiene un tamaio bastante tipico; se trata de un solo cromo-
soma circular de 4.639.221 pares de bases de DNA, organiza-
das en 4.288 genes. Los genomas de algunos procariotas son
el triple de grandes, mientras que los de otros contienen hasta
veinte veces menos genes. Las células eucariotas normalmente
tienen genomas mucho mayores que las procariotas. Una célula
humana, por ejemplo, tiene unas mil veces mas DNA que una
célula de E. coli, y unas siete veces mds genes.

Actividad de las células microbianas
¢Qué actividades realizan las células microbianas? Mds adelante
veremos que en la naturaleza las células microbianas suelen vivir
en grupos llamados comunidades microbianas. En la Figura 1.3
se muestran algunas de las actividades celulares que se llevan a
cabo en una comunidad microbiana. Todas las células presentan
alguna forma de metabolismo, tomando nutrientes del medio
y transformdndolos en nuevo material celular y productos de
desecho. Durante estas transformaciones, la energia se conserva
y la célula puede utilizarla para la sintesis de nuevas estructuras.
La produccidn de estas estructuras nuevas culmina con la divi-
sién de la célula para dar lugar a dos células. En microbiologia
utilizamos el término crecimiento para referirnos al aumento
del nimero de células como resultado de la divisién celular.
Durante el metabolismo y el crecimiento, en las células se
realizan actividades tanto genéticas como metabdlicas, se ini-
cia el flujo de informacién biolégica y se ponen en marcha las
rutas metabdlicas. Por lo que respecta a la genética, se replica
el genoma de la célula y se sintetizan las proteinas necesarias
para llevar a cabo el crecimiento en unas condiciones deter-
minadas mediante los procesos secuenciales de transcripcion y
traduccion (Figura 1.3). Para estas actividades es necesario que
la maquinaria catalitica de la célula —sus enzimas— lleven a
cabo las reacciones que suministran la energia y los precursores

Propiedades de todas
las células:

Metabolismo
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nutrientes, los transforman
y expulsan los desechos.
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Figura 1.3 Propiedades de las células microbianas. Se muestran las
principales actividades que tienen lugar en las células de las comunidades
microbianas.

necesarios para la biosintesis de todos los componentes celula-
res. Las actividades cataliticas y genéticas de una célula micro-
biana estdn coordinadas y minuciosamente reguladas para
asegurar que el nuevo material celular se sintetiza en el orden y
la concentracién necesarios, y que la célula sigue 6ptimamente
adaptada a su entorno.

Muchas células microbianas presentan motilidad, normal-
mente por autopropulsién (Figura 1.3). La motilidad permite a las
células alejarse de condiciones desfavorables y explotar nuevos
recursos y oportunidades de crecimiento. Algunas células micro-
bianas experimentan diferenciacién, que puede causar la forma-
cién de células modificadas especializadas para el crecimiento,
la dispersion o la supervivencia. Las células responden a sefa-
les quimicas de su entorno, como las producidas por otras célu-
las de la misma especie o de especies diferentes, y estas sefales
a menudo desencadenan nuevas actividades celulares. Asi pues,
las células microbianas presentan comunicacién intercelular:
son «conscientes» de sus vecinos y pueden responder en conse-
cuencia. Muchas células procariotas también pueden transferir o
aceptar genes de sus células vecinas, ya sean de la misma especie
o de especies diferentes, en un proceso de intercambio genético.

booksmedicos.org


https://booksmedicos.org

booksmedicos.org

CAPITULO 1 e MICROORGANISMOS Y MICROBIOLOGIA 5

La evolucién (Figura 1.3) es el proceso de descendencia
con modificacién en el que se seleccionan variantes genéticas
(mutantes) en funcién de sus aptitudes reproductoras. Aunque
sabemos por la biologia elemental que la evolucién es un pro-
ceso muy lento, en las células microbianas puede ser muy rapida
cuando la presidn selectiva es fuerte. Por ejemplo, en la actua-
lidad estamos siendo testigos de como los genes que codifican
resistencia a antibidticos en bacterias patégenas (que causan
enfermedades) se han seleccionado y distribuido ampliamente
por el uso indiscriminado de antibidticos en medicina y en vete-
rinaria. El intercambio genético entre células procariotas, que
es independiente de la evolucién (Figura 1.3), también puede
acelerar significativamente la adaptacién de las células a nuevos
hébitats o a condiciones que cambian rdpidamente.

No todos los procesos mostrados en la Figura 1.3 se dan en
todas las células. No obstante, el metabolismo, el crecimiento y la
evolucién son universales. Echemos ahora un vistazo a los resul-
tados de la evolucién microbiana representados por la enorme
diversidad que la microbiologia moderna nos ha desvelado.

MINIRREVISION ----------nmmememememcmemrren ey

i
e ;Qué funciones importantes desempefian las siguientes partes i
de una célula: membrana citoplasmatica, ribosomas y pared !
celular? .

1

e ;Qué clase de células tienen nucleo? ;Y nucleoide? ;Quées |
3 S i

el genoma de una célula y por qué es importante? !

* ;Qué significan los términos crecimiento y motilidad en 1
. . ’ 1
microbiologia®? :

1

___________________________________________________________________

1.3 Evolucion y diversidad
de las células microbianas

Los microorganismos fueron las primeras entidades en la Tie-
rra con las propiedades que asociamos con la vida. ;Cémo se
originaron las células microbianas y que relacién tienen entre
si las actuales?

Las primeras células y el comienzo de la evolucion
Como todas las células tienen una estructura similar, se piensa
que todas ellas descienden de un ancestro comun, el #ltimo
antepasado comin universal (LUCA, del inglés, «last univer-
sal common ancestor»). Tras la formacion de las primeras célu-
las a partir de material inerte, un proceso que ocurri6 a lo largo
de cientos de millones de afos, su crecimiento posterior formé
poblaciones de células y estas empezaron a interaccionar con
otras poblaciones de células para formar comunidades micro-
bianas. Con el tiempo, la evolucién y el intercambio genético
proporcionaron variantes que se pudieron seleccionar por las
mejoras que hicieron mds probable su éxito y su supervivencia.
Lo que vemos hoy en dia es el increible resultado de estos pro-
cesos, que llevan ocurriendo desde hace casi cuatro mil millo-
nes de anos.

La vida en la Tierra a lo largo del tiempo

La Tierra tiene unos 4.600 millones de afos, y hay pruebas que
demuestran que las células microbianas aparecieron por vez
primera hace entre 3.800 y 3.900 millones de afios (Figura 1.4).
Durante los primeros 2.000 millones de afios de existencia de

LLACA
Archass
Eukanya
T T T T T
4 3 2 1 a
Mikes de millones oe ahos fmmma)
oy
1}

Figura 1.4 Resumen de la vida en la Tierra a lo largo del tiempo y
origen de los dominios celulares. (a) La vida celular estaba presente en la
Tierra como minimo hace 3.800 millones de afios (Ma). Las cianobacterias
empezaron a oxigenar la Tierra lentamente hace unos 3.000 Ma, pero los
niveles actuales de 0, en la atmdsfera no se alcanzaron hasta hace unos
500-800 Ma. Los eucariotas son células nucleadas (Figura 1.2b) e incluyen
organismos microbianos y multicelulares. (b) Los tres dominios de organismos
celulares son Bacteria, Archaeay Eukarya. Archaeay Eukarya divergieron
mucho antes de que las células nucleadas con organulos (los «eucariotas
modernos» en el apartado a) aparecieran en el registro fésil. LUCA, el tltimo
ancestro universal comun.

la Tierra, su atmésfera era andxica (no habia O,) y solo habia
nitrégeno (N,), diéxido de carbono (CO,) y unos pocos gases
més. Unicamente los microorganismos capaces de llevar a cabo
metabolismos anaerobios podian sobrevivir en esas condicio-
nes. Los microorganismos fotétrofos (organismos que captan la
energia de la luz del sol) se originaron durante los primeros mil
millones de aios desde la formacién de la Tierra. Los primeros
fotétrofos eran relativamente simples, como las bacterias rojas o
verdes y otros fot6trofos anoxigénicos (que no liberan oxigeno)
(Figura 1.5a). Las cianobacterias (fotétrofos que liberan oxigeno)
(Figura 1.5b) surgieron a partir de los fotétrofos anoxigénicos
aproximadamente mil millones de afos después y dieron inicio
al lento proceso de oxigenar la atmésfera terrestre. El aumento
de O, en la atmdsfera desencadend finalmente la aparicién de
formas de vida multicelulares que siguieron aumentando su
complejidad hasta culminar en las plantas y los animales que
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Figura 1.5 Microorganismos fototrofos. (a) Bacterias rojas del
azufre y (b) bacterias verdes del azufre (ambas fotétrofas anoxigénicas).
(c) Cianobacterias (fototrofas oxigénicas). Las bacterias rojas y verdes
aparecieron en la Tierra mucho antes de que evolucionaran los fot6trofos
oxigénicos (véase la Figura 1.4a).

conocemos en la actualidad. Pero las plantas y los animales solo
existen desde hace unos quinientos cincuenta millones. La linea
cronolégica de la vida en la Tierra (Figura 1.4a) muestra que el
80 % de la historia de la vida fue exclusivamente microbiana, de
manera que, en muchos sentidos, la Tierra se puede considerar
un planeta microbiano.

A medida que tenian lugar los acontecimientos evolutivos,
se fueron distinguiendo tres grandes linajes de células micro-
bianas: Bacteria, Archaea y Eukarya (Figura 1.4b); los microor-
ganismos de Eukarya fueron los ancestros de las plantas y los
animales. Estos grandes linajes reciben el nombre de dominios.
A lo largo de periodos de tiempo enormes, la seleccién natural
fue llenando todos los entornos aptos de la Tierra con microor-
ganismos, el origen de cuya ascendencia puede rastrearse hasta
uno de estos tres dominios.

Diversidad microbiana

La determinacion de la historia filogenética del mundo micro-
biano —y, por tanto, la constatacién de su verdadera diversi-
dad— tuvo que esperar hasta la aparicién de las herramientas con
las que poder llevar a cabo la tarea. A diferencia de las plantas y
los animales, de los que se podian utilizar huesos, fosiles, hojas y
otros elementos para intentar reconstruir la filogenia, no existian

restos de este tipo que pudieran utilizarse como guia en la cons-
truccién de un arbol evolutivo microbiano. No obstante, en los
ultimos cuarenta afios se han llevado a cabo descubrimientos que
demuestran claramente que cada célula contiene el registro de su
historia evolutiva en sus genes. Por razones que presentaremos
en capitulos sucesivos, los genes que codifican los RNA ribosé-
micos se han erigido en barémetros excelentes de la diversidad
microbiana. Los RNA ribosémicos son componentes de los ribo-
somas (Figura 1.2), las estructuras que sintetizan proteinas nuevas
como parte del proceso de traduccién. La tecnologia para obtener
la filogenia de un microorganismo a partir de los genes de su RNA
ribosémico esta muy desarrollada, y con solo unas pocas células
se puede construir un drbol filogenético que revele la posicién de
cualquier organismo respecto de sus vecinos (Figura 1.6a).

A medida que el arbol filogenético del RNA ribosémico iba
tomando cuerpo (Figura 1.6b), se hacia patente la existencia
de miles de especies nuevas de Bacteria y Archaea, asi como
de cientos de especies de Eukarya microbianas (el arbol de la
Figura 1.6b solo muestra unos cuantos linajes relevantes). El
arbol de la vida también puso de manifiesto dos hechos impor-
tantes que previamente se desconocian: (1) Bacteria y Archaea
son filogenéticamente diferentes a pesar de compartir muchas
caracteristicas estructurales (Figura 1.2a), y (2) las Archaea estan
mads estrechamente emparentadas con Eukarya que con Bacte-
ria. Desde el iltimo ancestro universal comun de todas las célu-
las (Figura 1.4b), la evolucién sigui6é dos caminos para formar
los dominios Bacteria 'y Archaea. Mas tarde, el dominio Archaea
divergié para separar a Eukarya de Archaea (Figuras 1.4by 1.6b).

Las herramientas para generar las filogenias microbianas a
partir de cultivos puros de microorganismos (Figura 1.6a) se
han adaptado para su uso en ambientes naturales con el fin de
investigar la diversidad de las comunidades microbianas. Estas
técnicas han mejorado mucho nuestra imagen de la diversi-
dad microbiana y nos han llevado a la asombrosa conclusién de
que la mayoria de los microorganismos que existen en la Tie-
rra todavia no se han cultivado en el laboratorio. Segtin parece,
nuestra comprension de la diversidad microbiana estd todavia
en sus inicios. No obstante, el &rbol universal de la vida nos pro-
porciona un mapa con el que guiarnos en el trabajo futuro sobre
diversidad microbiana y nos ha desvelado el concepto previa-
mente escondido de los tres dominios evolutivos de la vida.

MINIRREVISION -----------noreemmmemeem ooy

e, Cuantos afos tiene la Tierra y cuando aparecieron las
primeras células?

:
:
:
i
e ;Por qué las cianobacterias fueron tan importantes en la '
evolucién de la vida en la Tierra? |

e ;Como se puede determinar la historia filogenética de los i
microorganismos? :

* Nombre los tres dominios de la vida. i
:

___________________________________________________________________

1.4 Los microorganismos
y su ambiente

En la naturaleza, las células microbianas viven en asociacién con
otras células. Una poblacion es un grupo de células derivadas
de una sola célula parental por divisiones celulares sucesivas. El
ambiente inmediato en el que vive una poblacién microbiana es
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Figura 1.6 Relaciones evolutivas y arbol filogenético de la vida. (2) Tecnologia con la que se construyen las filogenias basadas en genes de RNA
ribosémico. 1. Se extrae el DNA de las células. 2. Se hacen copias del gen que codifica el rRNA mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR;

2o Seccion 11.3). 3,4. Se secuencia el gen y se alinea la secuencia con secuencias de otros organismos. Un algoritmo informéatico hace comparaciones a pares
para cada base y genera un arbol filogenético, 5, que muestra las relaciones evolutivas. En el ejemplo, las diferencias entre secuencias estan marcadas en amarillo
y son las siguientes: organismo 1 frente a organismo 2, tres diferencias; 1 frente a 3, dos diferencias; 2 frente a 3, cuatro diferencias. Por tanto, los organismos

1y 3 estan mas emparentados que 2y 301y 2. (b) El arbol filogenético de la vida. El &rbol presenta los tres dominios de organismos y algunos grupos

representativos en cada dominio.

su habitat. Las poblaciones de células interaccionan con otras
poblaciones en comunidades microbianas (Figura 1.7). La abun-
dancia y diversidad de cualquier comunidad microbiana esta
estrictamente controlada por los recursos (alimentos) disponi-
bles y por las condiciones (temperatura, pH, presencia o ausencia
de oxigeno, etcétera) que prevalecen en la comunidad.

Ecosistemas microbianos

Las poblaciones microbianas pueden interaccionar entre si de
manera beneficiosa, neutra o perjudicial. Por ejemplo, los dese-
chos metabdlicos producidos por un grupo de organismos pue-
den ser nutrientes o venenos para otros. Las caracteristicas de
los hébitats difieren notablemente, y un habitat que es favorable
para el crecimiento de un organismo puede ser perjudicial para
otro. Colectivamente, llamamos ecosistema a todos los orga-
nismos vivos de un ambiente, junto con los componentes fisi-
cos y quimicos de dicho ambiente. Los principales ecosistemas
microbianos son acudticos (el mar, estanques, lagos, corrien-
tes, hielo, fuentes termales), terrestres (suelos superficiales, sub-
suelo profundo), y organismos superiores (superficie o interior
de plantas y animales).

La actividad microbiana ejerce una gran influencia sobre los
ecosistemas. Los microorganismos llevan a cabo procesos meta-
bdlicos que toman nutrientes del ecosistema y los utilizan para
construir células nuevas. Al mismo tiempo, excretan produc-
tos de desecho al ambiente. Asi, los ecosistemas microbianos se
expanden y se contraen en funcién de los recursos y las condicio-
nes disponibles y de las diferentes poblaciones de organismos que
pueden soportar. Con el tiempo, las actividades metabolicas de
los microorganismos pueden modificar gradualmente sus ecosis-
temas tanto quimica como fisicamente. Por ejemplo, el oxigeno
molecular (O,) es un nutriente vital para algunos microorganis-
mos pero un veneno para otros. Si los microorganismos aerobios
(que consumen oxigeno) eliminan el O, de un habitat y lo vuelven
andxico (sin O,), el cambio en las condiciones puede favorecer
el crecimiento de microorganismos anaerobios que estaban pre-
sentes en el hdbitat pero eran incapaces de crecer. En otras pala-
bras, a medida que los recursos y las condiciones de un habitat
microbiano cambian, las poblaciones de células crecen y dismi-
nuyen de manera que cambian la composicién de la comunidad
y redefinen el ecosistema. En capitulos posteriores volveremos
a considerar las formas en que los microorganismos afectan a
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Figura 1.7 Comunidades microbianas. (2) Comunidad microbiana que
se desarrolld en las profundidades de un pequefio lago en Michigan, donde
se muestran células verdes y rojas de diversas bacterias fototrofas (células
grandes con granulos de azufre). (b) Comunidad bacteriana en una muestra
de lodos residuales. La muestra se tifi6 con diversas tinciones, cada una de
las cuales tefiia un grupo bacteriano especifico. De: Journal of Bacteriology
178: 3496-3500. Fig. 2b. © 1996. American Society for Microbiology.

(c) Micrografia electrénica de barrido de una comunidad microbiana
procedente del raspado de una lengua humana.

los animales, las plantas y todo el ecosistema global. Su estudio
recibe el nombre de ecologia microbiana y es, quizas, la subdis-
ciplina mas apasionante de la microbiologia hoy en dia.

Los microorganismos en ambientes naturales

Los microorganismos estdn presentes en cualquier lugar de la
Tierra propicio para mantener la vida. Esto incluye habitats con
los que estamos familiarizados —el suelo, el agua, los anima-
les y las plantas— asi como practicamente cualquier estructura
fabricada por los seres humanos. Solo en el cuerpo humano, las
células microbianas son diez veces mas numerosas que nuestras
células corporales. La esterilidad (ausencia de formas de vida)
en cualquier muestra natural es extremadamente rara.

En algunos habitats microbianos los organismos superiores
no pueden sobrevivir porque el habitat es demasiado caliente o
demasiado frio, demasiado acido o demasiado caustico, dema-
siado salado u osmdticamente estresante, o bien esta sometido a
una presion enorme. Aunque en principio podemos predecir que
estos «ambientes extremos» plantean dificultades a cualquier
forma de vida, estos habitats rigurosos suelen estar repletos de
microorganismos. Estos microorganismos reciben el nombre de
extremofilos, y comprenden un grupo grande y notable princi-
palmente de bacterias y arqueas, cuyas propiedades colectivas
definen los limites fisicoquimicos de la vida (Tabla 1.1).

Los extremdfilos abundan en ambientes tan rigurosos como
las fuentes termales volcdnicas; o en el hielo que cubre los lagos
(véase la pagina 1), glaciares o mares polares; en masas de agua
extremadamente saladas; en suelos y aguas con pH bajisimos,
incluso de 0, o altisimos, de hasta 12; y en las profundidades
marinas o terrestres, donde las presiones pueden ser hasta mil
veces mds altas que la presion atmosférica. Sorprendentemente,
estos procariotas no solo toleran sus extremos ambientales con-
cretos, sino que en realidad los necesitan para crecer. Por eso se
llaman extremofilos (el sufijo -filo quiere decir «amante de»). En
la Tabla 1.1 se enumeran los extremofilos que actualmente «tie-
nen los récords», se dan los términos utilizados para describir
cada clase y se dan ejemplos de sus habitats. En capitulos pos-
teriores volveremos a hablar de muchos de estos organismos
y descubriremos las propiedades estructurales y bioquimicas
especiales que les permiten prosperar en condiciones extremas.

Las estimaciones del nimero total de células microbianas en
la Tierra las cifran en 2,5 X 10% (Tabla 1.2). La cantidad total
de carbono presente en todas estas células microbianas equi-
vale a la de todas las plantas de la Tierra, y el carbono de las
plantas excede, en gran medida, el carbono animal. Ademais,
el contenido de nitrégeno y fésforo en el conjunto de todas las
células microbianas es diez veces mayor que el de toda la bio-
masa vegetal. Por tanto, por muy pequefias que sean las célu-
las microbianas, no son en absoluto intrascendentes, sino que
constituyen la fraccién principal de la biomasa de la Tierra y son
reservorios fundamentales de los nutrientes esenciales para la
vida. Més adelante veremos cémo este enorme numero de célu-
las pequenisimas también desempeiia funciones importantes
en muchos temas candentes a escala global como el cambio cli-
madtico, la productividad de la agricultura, los combustibles y
muchos otros importantes para los humanos.

La mayoria de las células microbianas residen en unos pocos
hébitats muy grandes y, por extrafio que pueda parecer, muchas
de ellas no viven en la superficie terrestre, sino en el mar o en
el subsuelo, a profundidades de hasta unos 10 km (Tabla 1.2).
En comparacién con las grandes profundidades, los suelos y
las aguas superficiales contienen un porcentaje relativamente
pequeno del total de células microbianas de la Tierra. Los ani-
males (incluidos los humanos), que estin ampliamente colo-
nizados por los microorganismos, contienen en conjunto solo
una reducida parte de la poblacién microbiana total de la Tie-
rra (Tabla 1.2). Puesto que pricticamente todo lo que sabemos
de la vida microbiana lo hemos descubierto a partir del estudio
de microorganismos que viven en la superficie, es muy proba-
ble que queden muchos descubrimientos por hacer cuando los
futuros microbidlogos se adentren en los hébitats microbianos
mds poblados: los que no podemos ver.
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Tabla 1.1 Clases y ejemplos de extremofilos?

Extremo Término descriptivo Género/especie Dominio  Habitat Minimo Optimo Maximo

Temperatura

Alta Hipertermdfilo Methanopyrus Archaea Fumarolas hidrotermales 90 °C 106 °C 122 °CP
kandleri submarinas

Baja Psicréfilo Psychromonas Bacteria Hielo marino -12°C 5°C 10°C
ingrahamii

pH

Bajo Aciddfilo Picrophilus oshimae  Archaea Fuentes termales acidas  —0,06 0,7° 4

Alto Alcaldfilo Natronobacterium Archaea Lagos alcalinos 8,5 10¢ 12
gregoryi

Presion Bardfilo (piezdfilo) Moritella yayanosii Bacteria Sedimentos oceanicos 500 atm 700 atm®  >1.000 atm

Sal (NaCl) Haldfilo Halobacterium Archaea Salinas 15 % 25 % 32 % (saturacion)
salinarum

“Los organismos citados «tienen los récords» actualmente de crecimiento en cultivo de laboratorio en las condiciones extremas indicadas.

PAnaerobio que presenta crecimiento a 122 °C solo a varias atmoésferas de presion.

°P oshimae también es termdfilo, y su temperatura éptima de crecimiento es de 60 °C.
IN. gregory también es haléfilo extremo, creciendo de manera éptima a 20 % de NaCl.
®M. yayanosii también es psicréfilo, y su temperatura éptima de crecimiento esta cerca de 4 °C.

Tabla 1.2 Distribucion de microorganismos en la Tierra®

Habitat Porcentaje del total
Profundidades marinas 66

Subsuelo 26

Suelo 4,8
Océanos 2,2

Resto de habitats® 1,0

Datos recogidos por William Whitman, University of Georgia, EE. UU.;
porcentajes sobre la cantidad total (estimada en 2,5 x 10%° células) de Bacteria
y Archaea. Este enorme nimero de células contiene, de manera colectiva, unos
5 % 10'" gramos de carbono.

®Incluye, en orden decreciente: lagos de agua dulce y lagos salados, animales
domésticos, hielos marinos, termes, seres humanos, y aves domésticas.

MINIRREVISION --------s-oscmseasessmemcaseasm e :

e +En qué se diferencian una comunidad microbiana y una
poblacién microbiana?

° ;Qué es un habitat? ; Cémo pueden los microorganismos
cambiar las caracteristicas de su habitat?

e ;Qué es un extremofilo?

e ;Dénde viven la mayoria de los microorganismos en la
naturaleza?

1.5 El impacto de los
microorganismos en los seres
humanos

A lo largo de los aios, los microbiélogos han hecho gran-
des progresos en el descubrimiento de las formas de vida de
los microorganismos, y la aplicacién de este conocimiento ha
mejorado muchisimo la salud y el bienestar humanos. Ademas
de entender los microorganismos como agentes de las enferme-
dades, la microbiologia ha avanzado mucho en la comprensién

de la importante funcién que desempenan los microorganismos
en la agricultura y la alimentacién. De esta manera, los micro-
biélogos han podido explotar las actividades microbianas para
obtener valiosos productos humanos, generar energia y limpiar
el medio ambiente.

Los microorganismos como agentes

de enfermedades

Las estadisticas que se detallan en la Figura 1.8 muestran cémo se
han unido en los dltimos cien afios la microbiologia y la medi-
cina clinica para vencer las enfermedades infecciosas. A princi-
pios del siglo xx, las principales causas de muerte en los seres
humanos eran las enfermedades infecciosas provocadas por
patégenos bacterianos y viricos. Por aquel entonces, los nifios
y los ancianos, sobre todo, sucumbian en gran nimero a las
enfermedades microbianas. En la actualidad, sin embargo, las
enfermedades infecciosas son mucho menos mortales, al menos
en los paises desarrollados. El control de las enfermedades
infecciosas viene de la mano de una combinacién de avances,
como la mayor comprensién de los procesos de la enfermedad,
la mejora de las practicas sanitarias y de salud publica, las cam-
pafias activas de vacunacion y el uso generalizado de agentes
antimicrobianos como los antibiéticos. Como veremos en la
segunda parte de este capitulo, el desarrollo de la microbiolo-
gia como ciencia se remonta hasta los estudios pioneros de las
enfermedades infecciosas.

Si bien en la actualidad muchas enfermedades infecciosas
estan controladas, otras muchas siguen siendo una amenaza,
especialmente en los paises en vias de desarrollo. Por ejem-
plo, enfermedades como la malaria, la tuberculosis, el cdlera,
la enfermedad del suefio africana, el sarampion, la neumonia y
otras dolencias respiratorias, asi como los sindromes diarreicos
son habituales en aquellos paises. Ademads, en todo el mundo
se estd bajo la amenaza de enfermedades que podrian emerger
rapidamente como la gripe aviar o la porcina, o la fiebre hemo-
rragica del ébola; se trata de enfermedades eminentemente ani-
males que bajo ciertas condiciones se pueden transmitir a los
seres humanos y propagarse rapidamente por toda una pobla-
cién. Asi pues, los microorganismos siguen siendo una amenaza
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Figura 1.8 indice de de mortalidad para las principales causas de muerte en los Estados Unidos: en 1900 y en la actualidad. Las enfermedades
infecciosas eran la principal causa de muerte en 1900, mientras que en la actualidad causan relativamente pocas muertes. Las enfermedades renales pueden
estar causadas por infecciones microbianas o ser de origen sistémico (diabetes, cancer, toxicidad, enfermedades metabdlicas, etcétera). Los datos proceden del
Centro Nacional de Estadistica Sanitaria y de los Centros para el Control y la Prevencion de las Enfermedades de los Estados Unidos.

seria para la salud de los seres humanos en todas las partes del
mundo.

Aunque debemos tener en cuenta la poderosa amenaza de
los microorganismos patégenos, en realidad la mayoria de los
microorganismos no son perjudiciales para los seres humanos.
De hecho, la mayor parte no solo no provocan ningtn dano,
sino que son beneficiosos, y en muchos casos incluso esencia-
les para el bienestar humano y para el funcionamiento del pla-
neta. Vamos a centrarnos en ellos.

Microorganismos, agricultura y nutricion humana
La agricultura se beneficia del ciclo de los nutrientes que llevan
a cabo los microorganismos. Por ejemplo, algunas de las princi-
pales plantas cultivadas que sirven de alimento a los seres huma-
nos y a los animales domésticos son leguminosas. Son plantas
que viven en estrecha asociacién con bacterias que forman unas
estructuras llamadas nddulos en sus raices. En los nédulos, estas
bacterias convierten el nitrégeno atmosférico (N,) en amoniaco
(NH,, el proceso de fijacién de nitrégeno) que las plantas utili-
zan como fuente de nitrégeno para crecer (Figura 1.9).

La fijacion de nitrégeno también elimina la necesidad de los
agricultores de aplicar abonos nitrogenados, costosos y con-
taminantes. Otras bacterias participan en el ciclo del azufre,
oxidando compuestos toxicos de azufre como el sulfuro de
hidrégeno (o 4cido sulfhidrico, H,S) a sulfato (SO 42’), que es
inocuo y un nutriente esencial para las plantas (Figura 1.9¢).

Otros microorganismos de gran importancia en la agricul-
tura son los que habitan en el rumen de los rumiantes como las
vacas y las ovejas. El rumen es un ecosistema microbiano en
el que grandes poblaciones de microorganismos digieren y fer-
mentan la celulosa, un polisacarido que es el componente prin-
cipal de la pared celular de las plantas (Figura 1.94d). Sin estos
microorganismos simbiéticos, los rumiantes no podrian ali-
mentarse adecuadamente solo con alimentos ricos en celulosa

(aunque pobres en nutrientes) como la hierba y el heno. Muchos
mamiferos herbivoros domésticos y salvajes, como los ciervos,
los bisontes, los camellos, las jirafas y las cabras, son también
rumiantes.

El tubo digestivo humano carece de rumen, y cantidades
de microorganismos comparables a las del rumen (unas 10"
células microbianas por gramo de contenido) solo se dan en
el colon (intestino grueso). El colon (Figura 1.10) sigue al est6-
mago y el intestino delgado en el tubo digestivo, pero a dife-
rencia del rumen, el colon carece de cantidades significativas
de microorganismos capaces de degradar la celulosa. La can-
tidad de células microbianas es baja en el estémago (unas 10*
por gramo), que es muy acido (pH 2) , pero aumentan hasta 10
por gramo cerca del final del intestino delgado (pH 5) y después
alcanzan la cantidad méxima en el colon (pH 7) (Figura 1.10).
Los microorganismos del colon ayudan en el proceso digestivo
sintetizando determinadas vitaminas y otros nutrientes esen-
ciales, pero también compiten por el espacio y los recursos
con microorganismos patégenos que pueden entrar en el tubo
digestivo a través de alimentos o agua contaminados. Asi pues,
ya solamente por cuestiéon de niumero, la microbiota del colon
ayuda a impedir que los patégenos se establezcan.

Los microorganismos son beneficiosos para la agricultura,
pero también tienen efectos negativos en el sector. Las enfer-
medades microbianas de las plantas y los animales utilizados
en la alimentacién humana provocan grandes pérdidas eco-
némicas cada afo. De vez en cuando, un producto alimenta-
rio causa una enfermedad humana importante, como cuando
Escherichia coli o Salmonella patégenos se transmiten a par-
tir de carne infectada o cuando otros patégenos microbianos se
ingieren con frutas y verduras frescas contaminadas. Asi pues,
los microorganismos tienen una influencia significativa en la
agricultura, tanto positiva como negativa.
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N, + 8H — 2NH; + H, Planta ”
(b) I de soja !
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Figura 1.9 Los microorganismos en la agricultura moderna. (a, b) Los nédulos radicales en esta planta de soja contienen bacterias que fijan el nitrégeno
molecular (N,) para que la planta pueda utilizarlo. (c) Los ciclos del nitrdgeno y del azufre, ciclos de nutrientes fundamentales en la naturaleza. (d) Rumiantes. Los
microorganismos del rumen de la vaca convierten la celulosa de la hierba en acidos grasos que pueden ser utilizados por el animal. Los otros productos no son tan
deseables, ya que el CO, y el CH, son los principales gases causantes del calentamiento global.

Estémago
(pH 2, 10*
células/g)

Intestino delgado
(pH 4-5, hasta
108 células/g)
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(pH 7, 10"
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Figura 1.10 El tubo digestivo humano. (2) Esquema del tubo digestivo humano con sus drganos principales. (b) Micrografia electrénica de barrido de
células microbianas del colon humano (intestino grueso). El nimero de células del colon puede llegar a ser de 10'" por gramo. Al igual que la cantidad, también la
diversidad microbiana es bastante elevada.
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Microorganismos, alimentos, energia y medio ambiente
Los microorganismos desempenan funciones importantes en la
industria alimentaria, como el deterioro, la seguridad y la pro-
duccién de los alimentos. El deterioro de los alimentos por si solo
causa grandes pérdidas econémicas cada aio, y los sectores de la
comida enlatada, congelada y seca se desarrollaron como formas
de conservar los alimentos que, de otro modo, sufririan el dete-
rioro microbiano. La seguridad alimentaria requiere el control
constante de los productos alimentarios para asegurar la ausencia
de patdgenos y la trazabilidad de los brotes de enfermedad para
identificar el origen de los patégenos. Los alimentos frescos como
la carne, la fruta y la verdura son mds vulnerables a la contami-
nacién microbiana y tienen una vida ttil breve por la iinica razén
de que la contaminacién es practicamente imposible de prevenir.

Aunque la seguridad es un problema importante para la
industria alimentaria, no todos los microorganismos presen-
tes dafian los alimentos o a quienes los consumen. Muchos son
deseables o incluso esenciales, como los que crecen en los ali-
mentos fermentados (Figura 1.11). Por ejemplo, muchos produc-
tos lacteos dependen de la actividad de los microorganismos
para producir dcidos fundamentales caracteristicos de los pro-
ductos, como en las fermentaciones que producen quesos,
yogur y mantequilla. El chucrut, los encurtidos y algunas salchi-
chas también estan sometidos a fermentaciones microbianas.
Ademas, los alimentos de panaderia y las bebidas alcohdlicas se
basan en la actividad fermentadora de la levadura, que genera
como ingredientes fundamentales, respectivamente, diéxido de
carbono (CO,) para hacer subir la masa y alcohol (Figura 1.11).
Estos productos de fermentacion no solo son sustancias desea-
bles, sino que funcionan también como conservantes de los ali-
mentos frente al crecimiento de microorganismos perjudiciales.

Algunos microorganismos producen biocombustibles. Por
ejemplo, el gas natural (metano, CH,) es un producto del meta-
bolismo anaerdbico de un grupo de arqueas llamadas metand-
genos. El alcohol etilico (etanol), producido por la fermentacién
microbiana de la glucosa obtenida de materias primas como la
cafa de aztcar, el maiz o las hierbas de crecimiento répido, es
uno de los principales combustibles o complementos de com-
bustible para motor (Figura 1.12). Los materiales de desecho
como los residuos domésticos, los residuos animales o la celu-
losa también se pueden convertir en etanol y metano; y la soja
(Figura 1.9) contiene aceites que se pueden convertir en com-
bustible para motores diésel.

Los microorganismos se pueden utilizar para eliminar la
polucién en un proceso conocido como biorremediacion. En la
biorremediacion se utilizan los microorganismos para consu-
mir vertidos de petréleo, disolventes, plaguicidas y otros con-
taminantes téxicos para el ambiente. En la biorremediacién se
acelera la eliminacién del contaminante afladiendo al ambiente
contaminado microorganismos especiales o nutrientes que
estimulan la degradacion de los contaminantes por parte de
microorganismos autdctonos. En cualquier caso, el objetivo es
acelerar la desaparicion del contaminante.

Los microorganismos también pueden servir para obtener
productos comercialmente valiosos. La microbiologia indus-
trial trata del cultivo a gran escala de microorganismos que
crecen de manera natural para obtener grandes cantidades de
productos de relativamente bajo costo, como antibidticos, enzi-
mas y determinados productos quimicos. La biotecnologia, en
cambio, utiliza microorganismos modificados genéticamente
para sintetizar productos de gran valor, como insulina u otras
proteinas humanas, normalmente a pequena escala. La gené-
mica ha mejorado notablemente tanto la microbiologfa indus-
trial como la biotecnologia al hacer posible la inspeccion del
genoma de practicamente cualquier organismo en busca de
genes de interés comercial.

Como se muestra en la explicacién anterior, la influencia de
los microorganismos en los humanos es enorme, y sus activida-
des son esenciales para el funcionamiento del planeta. O, como
dijo tan acertadamente el eminente quimico y microbidlogo
francés Louis Pasteur: «En la naturaleza, el papel de lo infinita-
mente pequeno es infinitamente grande». En la segunda mitad
de este capitulo seguimos con nuestra introduccién al mundo de
los microorganismos con un resumen histdrico de las contribu-
ciones de Pasteur y otros grandes cientificos que resultaron fun-
damentales para el desarrollo de la ciencia de la microbiologia.

MINIRREVISION :----------nrmmrmmsmmsnnen oo ;

e Cite dos razones por las que los microorganismos son
importantes en las industrias alimentaria y agricola.

e Dé algunos ejemplos de biocombustibles. ;,Coémo puede la
fijacion de nitrégeno en los nddulos radiculares contribuir a la
produccion de biocombustible?

* ;Qué es la biotecnologia y como puede mejorar la vida de los
seres humanos?

Acido propiénico + acido
acético + CO,

mm) 2 Acido lactico

GLUCOSA

) 2 Etanol + 2 CO,

Figura 1.11 Alimentos fermentados.
(a) Principales fermentaciones en diversos
alimentos fermentados. El producto de

la fermentacion (etanol o &cido lactico,
propidnico o acético) conserva el alimento
y le da su sabor caracteristico. (b) Foto de
varios alimentos fermentados en la que

(@) Fermentaciones

(b) Alimentos fermentados

se muestra el producto de fermentacion
caracteristico de cada uno de ellos.
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Celulosa
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@
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(b)

Figura 1.12 El etanol como biocombustible. (3) Principales cultivos utilizados como materia prima para la produccion de etanol biocombustible. Arriba: Pasto
varilla, fuente de celulosa. Abajo: Maiz, fuente de almidén de maiz. Tanto la celulosa como el almiddn estan compuestos de glucosa, que la levadura fermenta a
etanol. (b) Planta de produccion de etanol en los Estados Unidos. El etanol producido por fermentacion es destilado y posteriormente almacenado en los tanques.

Il - La microbiologia en su contexto historico

| futuro de cualquier ciencia tiene sus raices en sus éxitos

pasados. Si bien la microbiologia reivindica unos inicios
muy tempranos, lo cierto es que la ciencia no se desarroll6 de
manera sistemadtica hasta el siglo x1x, ya que la tecnologia de
los microscopios y las técnicas de cultivo iban muy por detras
de la ya fuerte curiosidad cientifica. Durante los ultimos ciento
cincuenta afnos aproximadamente, la microbiologia ha avan-
zado con una rapidez sin precedentes en cualquier otra ciencia
biolégica, y ha generado diversos campos nuevos de la biologia
moderna. A continuacién describimos algunos de los hitos de la
historia de la microbiologia y recordamos a algunas de las per-
sonas que mds han contribuido a ella.

1.6 El descubrimiento
de los microorganismos

Aungque la existencia de criaturas demasiado pequenas para ser
observadas a simple vista se sospechaba desde hacia siglos, su
descubrimiento tuvo que esperar hasta la invencion del micros-
copio. El matematico y naturalista inglés Robert Hooke (1635-
1703) fue un excelente microscopista. En su famoso libro
Micrographia (1665), el primer libro dedicado a las observacio-
nes microscopicas, Hooke ilustro, entre otras muchas cosas, los
cuerpos fructificantes de los mohos (Figura 1.13). Fue la primera
descripcién conocida de un microorganismo.

El primero que observo las bacterias, las células microbianas
mads pequeiias, fue Antoni van Leeuwenhoek (1632-1723), un
holandés vendedor de telas y aficionado a la microscopia. Van
Leeuwenhoek construfa microscopios muy simples con una
sola lente para examinar diversas sustancias naturales en busca
de microorganismos (Figura 1.14). Estos microscopios eran muy
rudimentarios para la tecnologia actual, pero mediante una cui-
dadosa manipulacién y un enfoque preciso, van Leeuwenhoek
pudo observar bacterias. Las descubri6 en 1676 mientras estu-
diaba infusiones de pimienta, e informé de sus investigaciones
en una serie de cartas a la prestigiosa Royal Society de Londres,
que las publicé en inglés en 1684. En la Figura 1.14b se muestran
los dibujos de algunos de los «diminutos animélculos» de van
Leeuwenhoek, como él los llamé, y en la Figura 1.14c se puede
ver una fotografia de una observacion realizada con su micros-
copio.

Durante los ciento cincuenta afios siguientes se hicieron
pocos progresos en la comprension de la naturaleza y la impor-
tancia de las bacterias, porque los instrumentos experimenta-
les para estudiar los microorganismos eran muy rudimentarios.
No obstante, a mediados del siglo x1x, la microbiologia expe-
rimenté un nuevo auge. Uno de los principales causantes de
ello fue Ferdinand Cohn, cientifico germano-polaco. Cohn
(1828-1898) era botdnico, y su interés por la microscopia le
llevé a estudiar las algas unicelulares y, mas tarde, las bacterias,
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entre ellas Beggiatoa, una bacteria del azufre de gran tamano
(Figura 1.15). Cohn estaba especialmente interesado en la resis-
tencia de las bacterias al calor, y su investigacion le condujo al
descubrimiento de la formacién de endosporas por parte de
algunas bacterias. Ahora sabemos que las endosporas bacteria-
nas se forman por diferenciacién de la célula madre (vegetativa)
y son estructuras extremadamente resistentes al calor. Cohn
describi6 el ciclo vital de la bacteria formadora de endosporas
Bacillus (célula vegetativa — endospora — célula vegetativa)
y demostré que las células vegetativas morian al someterlas a
ebullicién, pero no las endosporas, que eran resistentes.

Cohn también senté las bases de un sistema de clasificacién
bacteriana, y concibié muchos métodos eficaces para prevenir la
contaminacion de los medios de cultivo, como el uso del algodén
para cerrar tubos y matraces. Estos métodos fueron adoptados
mads tarde por Robert Koch, el primer microbidlogo médico, y le
permitieron hacer rapidos avances en el aislamiento y la caracteri-
zacion de varias bacterias causantes de enfermedades. Cohn tam-
bién fue contemporaneo de Louis Pasteur. En las dos secciones
siguientes hablaremos de las contribuciones de Pasteur y Koch.

MINIRREVISION -+-------somesseemememesseeoemeseay

e ;Qué impidid que la ciencia de la microbiologia se desarrollara
antes de la era de Hooke y van Leeuwenhoek?

e ; Qué gran descubrimiento realizé Cohn gracias a su estudio
de la resistencia de los microorganismos al calor?

___________________________________________________________________

Figura 1.13 Robert Hooke y los primeros microscopios. Dibujo del
microscopio utilizado por Robert Hooke en 1664. La lente se fijaba al extremo
de un fuelle ajustable (G) y la luz se proyectaba sobre la muestra mediante

1.7 Pasteur y la generacion

una lente independiente (1). Insercion: Dibujo de Hooke de un moho azulado
degradando la superficie de un trozo de cuero; las estructuras redondeadas
contienen las esporas del moho.

espontanea

Durante el siglo x1x se hicieron grandes avances en micro-
biologia debido al interés por dos cuestiones importantes en

Tornillo de ajuste
del foco D

Brian J. Ford

T. D. Brock
K

e ©

()

Figura 1.14 Microscopio de van Leeuwenhoek. (3) Réplica del microscopio de Antoni van Leeuwenhoek. (b) Dibujos de bacterias de van Leeuwenhoek,
publicados en 1684. Ya en estos sencillos dibujos podemos reconocer varias formas de bacterias comunes: A, C, F y G, bacilos; E, cocos; H, grupos de cocos.
(c) Micrografia de un frotis de sangre humana tomada a través de un microscopio de van Leeuwenhoek. Se aprecian con toda claridad los eritrocitos.
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Figura 1.15 Dibujo de Ferdinand Cohn de Beggiatoa, bacteria grande y
filamentosa que oxida el azufre. Los pequefios granulos en el interior de las
células son azufre elemental, producido por la oxidacion de sulfuro de hidrégeno
(H,S). Cohn fue el primero en identificar los granulos como azufre en 1866. Una
célula de Beggiatoa tiene unos 15 um de didmetro. Beggiatoa se desplaza por
las superficies solidas mediante un mecanismo de deslizamiento, de manera
que a menudo las células se retuercen unas alrededor de otras. Comparese este
dibujo con los que hizo Winogradsky de Beggiatoa, en la Figura 1.24b.

la época: (1) ;Existe la generacion espontanea?, y (2) ;Cudl es
la naturaleza de las enfermedades infecciosas? Las respuestas
a estas preguntas trascendentales surgieron del trabajo de dos
de los gigantes del incipiente campo de la microbiologia: el qui-
mico francés Louis Pasteur y el médico aleman Robert Koch.
Empezaremos estudiando el trabajo de Pasteur.

Isomeros oOpticos y fermentaciones

Pasteur era quimico de formacién y fue uno de los primeros en
reconocer la importancia de los isémeros épticos. Una molécula
es Opticamente activa si una solucién pura o un cristal de dicha
molécula provoca la difraccion de la luz en una sola direccién.
Pasteur estudiaba los cristales de dcido tartdrico, que separé a
mano en los que desviaban un rayo de luz polarizada hacia la
izquierda y los que la desviaban a la derecha, y descubri6 que
el moho Aspergillus metabolizaba el D-tartrato, que desviaba
la luz hacia la derecha, pero no su isémero 6ptico, el L-tartrato
(Figura 1.16). Que un organismo vivo pudiera distinguir iséme-
ros 6pticos no pas6 desapercibido para Pasteur, quien empez6
a sospechar que, en realidad, algunas actividades quimicas esta-
ban catalizadas por microorganismos, y que podian diferen-
ciarse de las reacciones puramente quimicas.

Pasteur empez6 a estudiar el mecanismo de la fermenta-
cién alcohdlica, que a mediados del siglo x1x se consideraba
un proceso estrictamente quimico. Se pensaba que las célu-
las de levadura del caldo de fermentacion eran una especie de
sustancia quimica formada por fermentacién. Sin embargo, la
observacién al microscopio y otros experimentos sencillos pero
rigurosos convencieron a Pasteur de que la fermentacién alco-
hélica estaba catalizada por microorganismos vivos, las células
de levadura. A partir de estos estudios fundacionales, Pasteur
empezd una serie de experimentos clasicos sobre la generacién
espontdnea, experimentos que quedardn ligados para siempre a
sunombre y a la ciencia de la microbiologia.

CDC/PHIL

@

| Las letras indican imagenes especulares |

b 4h

h

No metabolizado Metabolizado

(I)OOH == (|300H
H—C—OH HO—C—H
HO—CII—H H—(!.)—OH

CIDOOH (IDOOH

Forma L Forma b

(b)

Figura 1.16 Louis Pasteur y los isomeros épticos. (3) Micrografia
optica de células del moho Asperyillus. (b) Dibujos de Pasteur de cristales de
acido tartérico. Los cristales levogiros con forma L polarizan la luz hacia la
izquierda, mientras que los cristales dextrogiros la polarizan hacia la derecha.
Obsérvese que los dos cristales son imagenes especulares, una caracteristica
distintiva de los isomeros dpticos. Pasteur descubrid que solo el b-tartrato era
metabolizado por Aspergillus.

Generacion espontanea
El concepto de generacién espontanea ha existido desde los
tiempos biblicos, y su principio bésico es facil de entender: si se
deja durante algtn tiempo comida o algin otro material pere-
cedero a la intemperie se pudre. Cuando se examina al micros-
copio, el material putrefacto rebosa de microorganismos. ;De
dénde han salido estos microorganismos? Algunos decian que se
habfan desarrollado de semillas o gérmenes que llegaban al ali-
mento por el aire. Otros decian que surgian espontaneamente
a partir de material inerte, es decir, por generacion espontdnea.
Para resolver el problema era necesario estudiarlo con agudeza, y
este era exactamente el tipo de desafios que le gustaban a Pasteur.
Pasteur se opuso firmemente a la generacion espontanea. A par-
tir de sus descubrimientos sobre el acido tartarico y las fermenta-
ciones alcoholicas, Pasteur predijo que los microorganismos de la
materia putrefacta procedian de células que habian llegado por el
aire o de células que habian estado en el material en descomposi-
cién desde el principio. Ademads, argumentaba que si los alimentos
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se trataran de manera que se destruyeran todos los organismos
vivos presentes —es decir, si se hicieran estériles— y después se
protegieran de contaminacién posterior, no se pudririan.

Para matar los microorganismos contaminantes Pasteur us6
calor, y descubrid que si se calentaba considerablemente una
solucién nutritiva y después se precintaba, esta no se pudria.
Los partidarios de la generacion espontdnea criticaron estos
experimentos porque declaraban que para que se produjera el
fenémeno era necesario «aire fresco». En 1864, Pasteur replicé
a esta objecién de manera sencilla y brillante mediante la cons-
truccion de un matraz de «cuello de cisne», que hoy se conoce
como matraz de Pasteur (Figura 1.17). En este matraz se podia
calentar hasta ebullicién la solucion nutritiva y esterilizarla.
No obstante, cuando el matraz se enfriaba, el aire podia volver
a entrar, pero la curva en el cuello impedia que la materia par-
ticulada (como los microorganismos) entrara en la solucién
nutritiva e iniciara la putrefaccién. Las soluciones nutritivas
en estos matraces continuaban estériles indefinidamente.

El crecimiento microbiano se observaba tnicamente cuando
se permitia que la materia particulada del cuello del matraz
entrase en el liquido (Figura 1.17¢), lo que resolvié para siempre
la controversia de la generaciéon espontanea. El trabajo de Pas-
teur sobre la generacion espontdnea llevé de manera natural al
desarrollo de procedimientos eficaces de esterilizacién que, con
el tiempo, se estandarizaron y se pusieron en practica tanto en
investigacién microbioldgica bésica y aplicada como en medi-
cina clinica. La industria alimentaria también se beneficié del
trabajo de Pasteur, ya que sus principios se adaptaron rapida-
mente a la conservacion de la leche y de muchos otros alimen-
tos mediante tratamientos de calor (pasteurizacién).

Otros logros de Pasteur
A partir de su famoso trabajo sobre la generacién esponta-
nea, Pasteur siguié cosechando triunfos en microbiologia y

El vapor es forzado a
salir por el extremo

abierto \

!

— —
¢ = |

(@) Elliquido no El cuello del matraz
estéril se vierte en  se prolonga a la
el matraz llama

Se esteriliza el
liquido calentandolo
considerablemente

medicina. Algunos de estos logros incluyen su desarrollo de las
vacunas contra el carbunco, el cdlera aviar y la rabia. El trabajo
de Pasteur sobre la rabia fue su mayor éxito, y culminé en julio
de 1885 con la administracion de la primera vacuna contra la
rabia a un ser humano, un joven francés llamado Joseph Meis-
ter a quien habia mordido un perro rabioso. En aquella época,
la mordedura de un animal rabioso era mortal de necesidad. La
noticia del éxito de la vacunacion de Meister se extendi6 rapi-
damente, asi como la de otra vacuna administrada poco después
a un joven pastor, Jean-Baptiste Jupille (Figura 1.18a). En el plazo
de un ano, varios miles de personas que habian sido mordidas
por animales rabiosos viajaron a Paris para ser tratadas con la
vacuna de Pasteur contra la rabia.

La fama de Pasteur por su investigaciéon de la rabia se hizo
legendaria y llevé al gobierno francés a fundar el Instituto
Pasteur en Paris en 1888 (Figura 1.18b). Inicialmente se cred
como una clinica para el tratamiento de la rabia y otras enfer-
medades contagiosas, pero hoy en dia el Instituto Pasteur es
un importante centro de investigaciéon biomédica cuyo obje-
tivo principal es la investigacion y produccién de antisuero y
vacunas. Los descubrimientos médicos y veterinarios de Pas-
teur no solo fueron importantes por si mismos, sino que tam-
bién ayudaron a consolidar el concepto de la teoria microbiana
de la enfermedad, cuyos principios estaban siendo desarrolla-
dos casi al mismo tiempo por otro gigante de la época, Robert
Koch.
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e Defina el término estéril. { COmo refutd Pasteur la teorfa de la E
generacion espontanea con los experimentos de los matraces
de cuello de cisne? |

7 . . s !

* Ademas de terminar con la controversia de la generacion !
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Figura 1.17 La derrota de la generacion espontanea: experimento del matraz de cuello de cisne de Pasteur. En (c) el liquido se pudre porque los
microorganismos entran con el polvo. La curva del cuello permite el paso del aire (una objecion importante a los matraces sellados de Pasteur) pero impide que

entren los microorganismos.
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Figura 1.18 Louis Pasteur y algunos simbolos de su contribucion

a la microbiologia. (a) Billete francés de 5 francos en memoria de Pasteur.
El pastorcillo Jean-Baptiste Jupille aparece matando a un perro rabioso que
habia atacado a unos nifios. La vacuna de la rabia de Pasteur salvé la vida

a Jupille. (b) Parte del Instituto Pasteur, en Paris (Francia). Hoy en dia, este
edificio, construido para Pasteur por el gobierno francés, alberga un museo
que muestra algunos de los matraces de cuello de cisne originales usados en
sus experimentos y una capilla con la tumba de Pasteur.

1.8 Koch, las enfermedades
infecciosas y los cultivos puros

La demostracién de que algunos microorganismos causan
enfermedades dio el impulso definitivo al desarrollo de la
microbiologia como ciencia bioldgica independiente. Ya en
el siglo xvI se pensaba que habia algo que inducia la enfer-
medad y se podia transmitir de una persona enferma a otra
sana. Una vez descubiertos los microorganismos, se genera-
liz6 la creencia de que eran los responsables, pero faltaba la
prueba definitiva. Las mejoras higiénicas introducidas por el
médico hungaro Ignaz Semmelweis (quien intenté controlar
las infecciones hospitalarias en 1847) y el médico britdnico
Joseph Lister (que introdujo las técnicas de asepsia en la ciru-
gia en 1867) aportaron pruebas indirectas de la importancia de
los microorganismos en el origen de las enfermedades huma-
nas. Pero hubo que esperar a los trabajos del médico aleman
Robert Koch (1843-1910) (Figura 1.19) para que se desarrollara
el concepto de enfermedad infecciosa y se contase con pruebas
experimentales directas.

e MICROORGANISMOS Y MICROBIOLOGIA 17

Figura 1.19 Robert Koch. El médico y microbidlogo aleman es conocido
por ser el fundador de la microbiologia médica y por sus famosos postulados.

La teoria microbiana de la enfermedad
y los postulados de Koch

En sus primeros trabajos, Koch estudié el carbunco, una enfer-
medad del ganado y, ocasionalmente, humana. El carbunco esta
causado por Bacillus anthracis una bacteria que forma endos-
poras. Mediante cuidadosas técnicas de microscopia y tincion,
Koch establecié que las bacterias siempre estaban presentes
en la sangre de los animales que sucumbian a la enfermedad.
Sin embargo, Koch argumentaba que la mera asociacién de la
bacteria con la enfermedad no era una demostracién real de
relacidn causa-efecto, y aproveché la oportunidad de estudiar
experimentalmente dicha relacién usando carbunco en anima-
les de laboratorio. Los resultados de esta investigacién senta-
ron las bases del estudio de las enfermedades infecciosas desde
entonces.

Koch utiliz6 ratones como animales experimentales. Con los
controles adecuados, demostré que cuando se inyectaba una
gotita de sangre de un ratén infectado con carbunco en un ratén
sano, este desarrollaba carbunco rapidamente. Tomé sangre de
este segundo animal, la inyectd en un tercero y de nuevo observé
los sintomas caracteristicos de la enfermedad. Sin embargo,
Koch dio un nuevo paso fundamental en sus experimentos. Des-
cubrié que la bacteria del carbunco se podia cultivar en caldo
nutritivo fuera del hospedador, e incluso después de muchas
transferencias de cultivo en laboratorio la bacteria seguia cau-
sando la enfermedad al ser inoculada en un animal sano.
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Sobre la base de estos experimentos y de otros sobre el agente
causante de la tuberculosis, Koch formul6 un conjunto de cri-
terios rigurosos, conocidos hoy en dia como postulados de
Koch, que vinculan definitivamente la causa y el efecto en una
enfermedad infecciosa. Dichos postulados, resumidos en la
Figura 1.20, subrayaban la importancia de cultivar en el laborato-
rio el presunto agente infeccioso y a continuacién introducirlo
en animales no infectados, asi como de recuperar el patégeno
de animales enfermos o muertos. Con estos postulados como
guia, Koch, sus estudiantes y los que les siguieron descubrieron
los agentes causantes de la mayoria de las enfermedades infec-
ciosas importantes de los humanos y los animales domésticos.
Estos descubrimientos también llevaron al desarrollo de trata-
mientos adecuados para la prevencion y la cura de muchas de
estas enfermedades, lo que mejoré de manera notable las bases
cientificas de la medicina clinica y la salud y el bienestar huma-
nos (Figura 1.8).

La moderna era de la gendmica también ha aportado su grano
de arena en la cuestion de la causa y el efecto en las enferme-
dades infecciosas gracias al desarrollo de métodos moleculares
para identificar posibles patégenos. Mediante estos métodos se
puede identificar un patégeno aunque no se pueda cultivar o
aunque el propio patégeno lleve tiempo muerto (véase «Explo-
rando el mundo microbiano: La peste negra descifrada»). Estos
métodos han revolucionado el diagnéstico y el tratamiento de
las enfermedades infecciosas.

Koch, cultives puros y taxonomia microbiana

El segundo de los postulados de Koch establece que el paté-
geno sospechoso debe aislarse y cultivarse separado de otros
microorganismos en un cultivo de laboratorio (Figura 1.20); en
microbiologia, decimos que se trata de un cultivo puro. Para
conseguir este importante objetivo, Koch y sus colaboradores
desarrollaron métodos sencillos pero ingeniosos para obtener y
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Figura 1.20 Postulados de Koch para demostrar la relacion de causa y efecto en las enfermedades infecciosas. Obsérvese que tras el aislamiento de
un cultivo puro del posible patégeno, el organismo cultivado debe iniciar la enfermedad y se debe poder recuperar del animal enfermo. Es esencial establecer las

condiciones de crecimiento del patdgeno o no podra ser aislado.
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— n ocasiones es imposible cumplir los
== postulados de Koch, y en esos ca-
e SOS PUEE qUE la gendmica establez-
ca la relacion causa-efecto de una forma
diferente. Se han secuenciado miles de
genomas microbianos, y estos han pues-
to de manifiesto que los patégenos a me-
nudo contienen unos genes distintivos que
pueden usarse para identificarlos inequivo-
camente en una muestra clinica sin nece-
sidad de cultivarlos en el laboratorio. Esta
tecnologia ha mejorado notablemente la
rapidez y la precision de los diagnosticos.
Aunqgue los métodos basados en la gend-
mica se han utilizado principalmente para
diagnosticar enfermedades en pacientes
enfermos pero todavia vivos, también sir-
ven para resolver misterios médicos anti-
guos en los que tanto los enfermos como
el patdbgeno a recuperar hacia tiempo que
habian desaparecido. Un ejemplo excelen-
te es el estudio que reveld el agente cau-
sante de la peste negra.

La «peste negra» arrasé Europa a media-
dos del siglo xiv procedente de la peninsu-
la de Crimea (en la actual Ucrania). Durante
mucho tiempo se penso que se habia trata-
do de un brote masivo de peste bubdnica,
una enfermedad normalmente mortal cuyo
agente causante, Yersinia pestis (Figura 1)
fue descubierto por el microbiélogo suizo
Alexandre Yersin en 1894 y solo mas tarde
vinculado a la enfermedad mediante estu-
dios con animales modelo. Sin embargo, en
el caso de la peste negra, la conexion con
Y. pestis no estaba clara, al menos por dos
razones de peso. En primer lugar, este bro-
te mortal y generalizado de la enfermedad
(la peste negra mat6 aproximadamente a un

Figura 1 Micrografia éptica de células de la
bacteria Yersinia pestis en un frotis sanguineo.

Esta bacteria es el agente causante de la peste
bubénica.
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tercio de la poblaciéon europea) se produjo
hace unos 650 anos, y en segundo lugar,
con frecuencia las descripciones historicas
de los sintomas de las victimas eran ambi-
guas, lo que dejaba abierta la posibilidad de
que otros patégenos pudieran ser los res-
ponsables. Los estudios genémicos confir-
maron que la peste negra fue un grave bro-
te de peste, y el estudio publicado’ se ha
convertido en un modelo de cémo la gend-
mica puede contribuir a la investigacion de
las enfermedades.

¢, Cémo se confirmd el vinculo entre la
peste negra y la peste bubdnica? En el
tiempo de la peste negra, en el ano 1349,
se construyd un nuevo cementerio en East
Smithfield (Inglaterra). De acuerdo con los
registros de enterramientos, aquel cemen-
terio se hizo especificamente para acoger
a las victimas de la peste negra, y en poco
mas de un ano albergaba mas de 2.500
cuerpos. No se hicieron mas enterramien-
tos. Un equipo de investigadores exami-
né los cadaveres extraidos del cementerio
de East Smithfield sabiendo a ciencia cier-
ta que todos los cuerpos habian sido victi-
mas de la peste negra. Gracias a ello, los
cientificos pudieron descartar otras causas
de muerte'.

La peste bubodnica es una infeccion del
sistema linfatico causada por células de
Y. pestis y transmitida a una persona por
la mordedura de una pulga infectada. Las
bacterias se multiplican en los nédulos lin-
faticos y forman dolorosas hinchazones lla-
madas bubones, y desde alli las células
viajan por todo el cuerpo y provocan la he-
morragia de los tejidos, que, en consecuen-
cia, se ennegrecen (de ahi el nombre pes-
te negra) (Figura 2). A partir de muestras de
dientes y huesos de restos humanos des-
enterrados de East Smithfield, y usando
un método para la «captura de DNA» de Y.
pestis desarrollado a partir de estudios ge-
némicos previos del patdbgeno, un equipo
internacional de investigacion' obtuvo DNA
antiguo suficiente para reconstruir el geno-
ma de la bacteria que causo la peste ne-
gra. Al comparar este genoma con el pro-
cedente de colonias de Y. pestis obtenidas
de brotes recientes se resolvid el misterio
que habia detras de esta devastadora en-
fermedad medieval: la peste negra era en
realidad peste bubdnica.

Analisis posteriores del genoma de Y.
pestis de la peste negra mostraron que la
cepa de la peste negra era el ancestro de
todas las cepas modernas de Y. pestis, y
que los genomas de las cepas modernas
han evolucionado muy poco respecto de
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La peste negra descifrada

Figura 2 Sintomas de la peste bubénica.
El ennegrecimiento de la piel de los dedos del
pie de esta victima de la peste esta causado por
el sangrado interno (hemorragico) debido a la
infeccion sistémica con Yersinia pestis.

la cepa que causo la peste negra duran-
te los 660 anos transcurridos desde enton-
ces. Esto indica la gran importancia de otros
factores —la escasisima higiene, una llega-
da de ratas (las ratas transportan las pulgas
portadoras de Y. pestis) y la malnutricion—
en la intensificacion del brote de peste negra
en comparacion con otras oleadas de pes-
te menos extensas que azotaron Europa en
otras épocas. De hecho, la peste negra es
la pandemia de peste mas devastadora que
ha sufrido el mundo. Y al afectar a un area
geografica tan amplia, la cepa de Y. pestis
de la peste negra pudo infectar una gran-
disima poblacion de pulgas y ratas y que-
do firmemente arraigada, de manera que ha
resurgido periédicamente desencadenando
brotes localizados de peste bubdnica, cuya
trazabilidad se alcanza hasta la bacteria de
la peste negra que hizo estragos hace mas
de medio milenio.

En los paises desarrollados, cada afo se
registran unos cuantos casos de peste. No
obstante, hoy en dia la peste entrafia dos
preocupaciones: ademas de tener que lu-
char con la enfermedad natural, jdebemos
estar también en guardia frente al uso de
Y. pestis como agente de bioterrorismo!

'Bos, K. I. et al. 2011. A draft genome of Yersi-
nia pestis from victims of the Black Death. Natu-
re 478: 506-510.
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cultivar bacterias en cultivo puro, y muchos de estos métodos
siguen usandose hoy en dia.

Koch empezé utilizando superficies naturales, como una
rodaja de patata, para obtener cultivos puros, pero muy pronto
desarroll6 medios de cultivo mas fiables y reproducibles
mediante el uso de soluciones nutritivas liquidas solidificadas
con gelatina, y mas tarde con agar, un polisacarido producido
por unas algas, con propiedades excelentes para este propo-
sito. Con ayuda de su colega Walther Hesse, Koch observé que
cuando una superficie sélida se incubaba al aire se desarrolla-
ban masas de células bacterianas, llamadas colonias, cada una
de ellas con una forma y un color caracteristicos (Figura 1.21).
Koch supuso que cada colonia procedia de una sola célula bac-
teriana que habia crecido para producir la masa de células.
Asi, cada colonia albergaria una poblacidn de células idénti-
cas, es decir, un cultivo puro, y en seguida comprendié que los
medios sélidos proporcionaban una forma facil de obtener cul-
tivos puros. En 1887, Richard Petri, otro colaborador de Koch,
invento6 las placas transparentes de dos caras conocidas como
placas de Petri, que se convirtieron rdpidamente en la herra-
mienta estdndar para obtener cultivos puros.

Koch era plenamente consciente de las implicaciones que sus
métodos de cultivo puro tenian en la clasificaciéon de microor-
ganismos. Observé que las colonias que diferian en color y
tamarfio (Figura 1.21) se perpetuaban y que las células de colo-
nias diferentes siempre diferian en forma y tamafo, y a menudo
también en sus necesidades nutricionales. Se dio cuenta de que
estas diferencias eran analogas a los criterios que los taxénomos
habian establecido para la clasificacién de organismos de mayor
tamaio, como las especies de plantas y animales, asi que sugirié
que los diferentes tipos de bacterias deberian ser considerados
«especies, variedades, formas o alguna otra designacién ade-
cuada». Este enfoque tan perspicaz resulté trascendental para
la rdpida aceptacion de la microbiologia como nueva ciencia
bioldgica, basada, al igual que la biologia de la época, en la cla-
sificacién.

Koch y la tuberculosis

El logro cientifico mds importante de Koch fue su descubri-
miento del agente causante de la tuberculosis. Cuando Koch
empez6 esta investigaciéon (1881) una de cada siete muer-
tes registradas estaba causada por la tuberculosis (Figura 1.8).

Figura 1.21 Fotografia tomada por Walther Hesse y coloreada a
mano de colonias formadas sobre agar. Se observan colonias de mohos
y de bacterias obtenidas durante los estudios de Hesse del contenido
microbiano del aire en Berlin (Alemania) en 1882. De: Hesse, W. 1884. «(ber
die quantitative Bestimmung der in der Luft enthaltenen Mikroorganismen.»
Mittheilungen aus dem Kaiserlichen Gesundheitsamte 2:182-207.

Existia la fuerte sospecha de que la tuberculosis era una enfer-
medad contagiosa, pero el supuesto agente no se habia visto
nunca, ni en tejidos enfermos ni en cultivo. Después de su éxito
en el estudio del carbunco, Koch se dispuso a demostrar la causa
de la tuberculosis, y para ello combiné todos los métodos que
tan cuidadosamente habia desarrollado en sus investigaciones
anteriores con el carbunco: la microscopia, la tincién, el ais-
lamiento en cultivo puro y um sistema de modelos animales
(Figura 1.20).

La bacteria que causa la tuberculosis, Mycobacterium tuber-
culosis, es muy dificil de tefir porque sus células contienen
grandes cantidades de lipidos cerosos en la pared celular. A
pesar de ello, Koch ide6 un procedimiento de tincion para las
células de esta bacteria en muestras de tejido pulmonar. Con
este método, observd las células azules en forma de bastoncillo
de M. tuberculosis en tejidos tuberculosos, pero no en tejidos
sanos (Figura 1.22). No era facil obtener cultivos de M. tubercu-
losis, pero al fin Koch consiguié cultivar colonias de este orga-
nismo en una solucién nutritiva solidificada que contenia suero
sanguineo. Incluso en condiciones idéneas, M. tuberculosis
crece lentamente en cultivo, pero la persistencia y la pacien-
cia de Koch dieron sus frutos y este consiguié finalmente cul-
tivos puros del organismo procedente de muestras humanas y
animales.

A partir de aqui, Koch utiliz6 sus postulados (Figura 1.20)
para obtener pruebas definitivas de que el organismo que habia
aislado era el causante de la tuberculosis. Los conejillos de
indias se infectan facilmente con M. tuberculosis y finalmente
sucumben a la tuberculosis sistémica. Koch demostré que los
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Figura 1.22 pibujos de Robert Koch de Mycobacterium tuberculosis.
(a) Seccion de un tejido pulmonar infectado que muestra células de M.
tuberculosis (en azul). (b) Células de M. tuberculosis en una muestra de esputo
de un paciente tuberculoso. (c) Cultivo de M. tuberculosis en una placa de
vidrio de suero de sangre coagulada guardada en una caja de vidrio para
impedir su contaminacion. (d) Células de M. tuberculosis tomadas de la placa
de (c)y observadas al microscopio; las células tienen forma alargada, de
cordel. Dibujos originales de: Koch, R. 1884. «Die Aetiologie der Tuberkulose.»
Mittheilungen aus dem Kaiserlichen Gesundheitsamte 2: 1-88.
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CAPITULO 1

conejillos de indias tuberculosos contenian masas de células de
M. tuberculosis en los pulmones y que los cultivos puros obte-
nidos de estos animales transmitian la enfermedad a animales
sanos. De este modo, Koch cumplié con éxito los cuatro postu-
lados y la causa de la tuberculosis fue desentraiiada. Anuncié su
descubrimiento de la causa de la tuberculosis en 1882, y en 1905
recibié el Premio Nobel de Fisiologia o Medicina por ello. Koch
tuvo muchos mas triunfos en el creciente campo de las enfer-
medades infecciosas, como el descubrimiento del agente cau-
sante del cdlera (la bacteria Vibrio cholerae) y el desarrollo de
métodos para diagnosticar la infeccién por M. tuberculosis (la
prueba cutdnea de la tuberculina).

MINIRREVISION ----------smsmmmmmsmsem e

¢ ;De qué manera aseguran los postulados de Koch que la
causa y el efecto de una enfermedad determinada estan
claramente diferenciados?

* ; Qué ventajas ofrecen los medios soélidos para el aislamiento
de microorganismos?

* ;Qué es un cultivo puro?

___________________________________________________________________

1.9 El aumento de la diversidad
microbiana

En el siglo xx el enfoque inicial de la microbiologia en los prin-
cipios, métodos y aspectos médicos basicos se amplié para
incluir el estudio de la diversidad microbiana del suelo y del
agua y de los procesos metabolicos que los microorganismos
llevan a cabo en esos hébitats. En esta época destacan las apor-
taciones del holandés Martinus Beijerinck y el ruso Sergei
Winogradsky.

Martinus Beijerinck y la técnica del cultivo
de enriquecimiento

Martinus Beijerinck (1851-1931) fue profesor en la Escuela
Politécnica de Delft (Holanda). Habia estudiado botédnica, de
manera que empezo su carrera en microbiologia estudiando las
plantas. La mayor contribucién de Beijerinck al campo de la
microbiologia fue su clara formulacién de la técnica del cul-
tivo de enriquecimiento. En ese tipo de cultivos, los microor-
ganismos se aislan de muestras naturales mediante nutrientes
y condiciones de incubacién muy selectivos para favorecer un
grupo metabdlico concreto de organismos. La habilidad de Bei-
jerinck con el método de enriquecimiento se hizo patente en
seguida cuando tras el descubrimiento de Winogradsky del pro-
ceso de fijacidn de nitrégeno se aisl6 del suelo Azotobacter, una
bacteria aerobia fijadora de nitrégeno (Figura 1.23). Las bacte-
rias que fijan nitrégeno pueden utilizar el nitrégeno atmosfé-
rico (N,) para sintetizar importantes sustancias nitrogenadas
en la célula, como aminodcidos para las proteinas y nucle6tidos
para los acidos nucleicos.

Con la técnica del cultivo de enriquecimiento, Beijerinck
aislé los primeros cultivos puros de muchos microorganis-
mos edaficos y acuaticos, como las bacterias reductoras de
sulfato y las oxidantes de azufre, las bacterias fijadoras de nitré-
geno de los ndédulos radiculares (Figura 1.9), las bacterias del
acido lactico, las algas verdes, diversas bacterias anaerobias y
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(b)

Figura 1.23 Martinus Beijerinck y Azotobacter. (a) Pagina del cuaderno
de laboratorio de M. Beijerinck fechada el 31 de diciembre de 1900, en la que
se describe la bacteria aerobia fijadora de nitrogeno Azotobacter chroococcum
(con el nombre rodeado en rojo). Comparense los dibujos de los pares de
células de A. chroococcum con la micrografia de células de Azotobacter de la
Figura 14.32. (b) Dibujo de la hermana de M. Beijerinck, Henriétte Beijerinck,
en el que se ven células de Azotobacter chroococcum. Beijerinck utilizé estos
dibujos para ilustrar sus clases.

muchos mas. Ademads, en sus estudios clasicos de la enferme-
dad del mosaico del tabaco, Beijerinck utilizé filtros selectivos
para demostrar que el agente infeccioso de esta enfermedad
(un virus) era mds pequefio que una bacteria y que, de algin
modo, se incorporaba a las células de la planta hospedadora
viva. En este brillante trabajo, Beijerinck no solo describi6 el
primer virus, sino también los principios de la virologia, que
explicamos en el Capitulo 8.

Sergei Winogradsky, la quimiolitotrofia y la fijacion
de nitrégeno

Al igual que Beijerinck, Sergei Winogradsky (1856-1953) estaba
interesado en la diversidad bacteriana del suelo y del agua, y aislé
con éxito diversas bacterias importantes de muestras naturales.
Winogradsky estaba especialmente interesado en las bacterias
que usan compuestos de nitrégeno y azufre, como las bacterias
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22 UNIDAD 1 e LOS FUNDAMENTOS DE LA MICROBIOLOGIA

nitrificantes y las bacterias del azufre (Figura 1.24). Demostré
que estas bacterias catalizan transformaciones quimicas espe-
cificas en la naturaleza, y propuso el importante concepto de
quimiolitotrofia, la oxidacién de compuestos inorgdnicos para
obtener energia. Ademads, Winogradsky demostré que estos
organismos, a los que llamé quimiolitétrofos (que quiere decir,
literalmente, «comedores de tierra»), estin muy extendidos en
la naturaleza y obtienen el carbono del CO,. Asi pues, descubri6
que las bacterias quimiolitétrofas, al igual que los organismos
fotosintéticos, son autétrofas.

Winogradsky fue el primero en aislar una bacteria fijadora
de nitrégeno, el anaerobio Clostridium pasteurianum, y como
hemos dicho, Beijerinck se basé en este descubrimiento afos
después para aislar a su vez las bacterias fijadoras de nitré-
geno aerobias (Figura 1.23). Winogradsky vivié casi hasta los
cien afnos y publicé muchos articulos cientificos y una nota-
ble monografia, Microbiologie du Sol (Microbiologia del suelo).
Este trabajo, un hito en la microbiologia, contiene dibujos de
muchos de los organismos que Winogradsky estudié durante
su larga carrera (Figura 1.24).
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Figura 1.24 Bacterias del azufre. Los dibujos originales fueron
realizados por Sergei Winogradsky a finales de la década de 1880 y después
copiados y coloreados a mano por su mujer Heléne. (a) Bacterias fotétrofas
rojas del azufre. Las Figuras 3 y 4 muestran células de Chromatium okenii
(comparense con las micrografias de C. okenii de las Figuras 1.5ay 1.7a).
(b) Beggiatoa, un quimiolitétrofo del azufre (comparese con las Figuras 1.15
y 14.27).

MINIRREVISION ----------ecaseseesemeaeascscmscassasencnny

:
* ; Qué significa el término cultivo de enriquecimiento? .
. e P . . . . 3 z . !

* ; Qué significa el término quimiolitotrofia? ;En qué sentido los |
quimiolitétrofos son como las plantas? '

:

. . ’
1.10 La microbiologia moderna
-
y la genomica

En el siglo xx el campo de la microbiologia se desarroll6 rapi-
damente, ya que se inventaron muchas herramientas nuevas
de laboratorio y la ciencia maduré y abarcé nuevas subdiscipli-
nas. Muchas de estas subdisciplinas tenian tanto componentes
de descubrimiento (bédsicos) como de resolucién de proble-
mas (aplicados) (Tabla 1.3). A mediados de siglo, con los estu-
dios sobre las propiedades genéticas de los microorganismos, la
microbiologia experiment6 un nuevo impulso. A partir de estas
bases de genética microbiana se desarrollaron los nuevos cam-
pos de la biologia molecular, la ingenieria genética y la gené-
mica. Estas subdisciplinas moleculares han revolucionado las
ciencias de la vida y han engendrado nuevas generaciones de
herramientas experimentales con las que atacar los problemas
mds complejos y desafiantes de la biologia.

Muchos de los avances actuales de la microbiologia estan
impulsados por la genémica, que es el mapeo, la secuen-
ciacién y el analisis de los genomas. Los nuevos métodos de
secuenciacién del DNA y la mejora de la capacidad de los
ordenadores han generado grandes cantidades de datos gen6-
micos que pueden servir para resolver problemas en medi-
cina, agricultura y medio ambiente. El vertiginoso campo de
la gendmica por si solo ha generado varias subdisciplinas de
gran especificidad, como la transcriptomica, la proteémica
y la metabolomica, que exploran los patrones de expresion
del RNA, las proteinas y las rutas metabdlicas, respectiva-
mente. Los conceptos de genémica, transcriptémica, pro-
teémica, metabolémica y otras «-6dmicas» se presentan en
el Capitulo 6.

En la actualidad, la genémica se encuentra muy cerca de
definir la minima dotacion genética necesaria para que una
célula viva. Con esta informacién, los microbiélogos deberian
ser capaces de definir los requisitos bioldgicos para la vida en
términos genéticos precisos. Cuando llegue ese dia, y proba-
blemente no falte demasiado, deberia ser posible la creacion
en el laboratorio de una célula viva a partir de componen-
tes inertes —en esencia, por generacion espontanea. Obvia-
mente, hay todavia mucha ciencia apasionante aguardando
a la nueva generacién de microbidlogos, y si el lector sigue
su viaje por este libro podrd entenderla y apreciarla. Buena
suerte y bienvenido al sorprendente mundo de la microbio-
logia.

MINIRREVISION ----------scmscseosemeaeasmrmcmscenenoy

e |dentifique la subdisciplina de la microbiologia relacionada
con cada uno de estos temas: metabolismo, enzimologia,
sintesis de acidos nucleicos y proteinas, microorganismos
y sus ambientes naturales, clasificacion microbiana,
herencia de caracteres, dotacion genética de diferentes
organismos.

___________________________________________________________________
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Tabla 1.3 Principales subdisciplinas de la microbiologia

Subdisciplina

Tema

I. Aspectos basicos®
Fisiologia microbiana
Genética microbiana
Bioquimica microbiana
Sistematica microbiana
Virologia

Biologia molecular
Ecologia microbiana
Genomica

Il. Aspectos aplicados®
Microbiologia médica

Inmunologia

Microbiologia agricola/edafica

Microbiologia industrial
Biotecnologia

Microbiologia acuatica

Nutricion, metabolismo

Genes, herencia y variacion genética

Enzimas y reacciones quimicas en las células

Clasificacion y nomenclatura

Virus y particulas subviricas

Acidos nucleicos y proteinas

Diversidad microbiana y actividad en habitats naturales; biogeoguimica

Secuenciacion genémica y analisis comparativos

Enfermedades infecciosas

Sistemas inmunitarios

Diversidad microbiana y procesos edaficos

Produccion a gran escala de antibioticos, alcohol y otras sustancias quimicas

Produccion de proteinas humanas mediante microorganismos modificados genéticamente

Procesos microbianos en aguas y aguas residuales; seguridad del agua potable

#Ninguna de estas subdisciplinas esta dedicada por completo a la ciencia basica o a la ciencia aplicada. No obstante, las subdisciplinas citadas en | suelen

estar méas enfocadas hacia el descubrimiento y las citadas en Il hacia la resolucién de problemas o la creaciéon de productos comerciales.

IDEAS PRINCIPALES

1.1 ® Los microorganismos son organismos microscépicos
unicelulares esenciales para el bienestar y el funcionamiento
de otras formas de vida en el planeta. Como ciencia, la
microbiologia tiene sus vertientes basica y aplicada; la basica
genera nuevo conocimiento y la aplicada resuelve problemas.

1.2 ® Como las casas, las células estin formadas por
muchas partes, y todas ellas interaccionan entre si para
formar el organismo vivo. Las células procariotas y
eucariotas se diferencian entre si en la arquitectura celular,
y las caracteristicas de un organismo estan definidas

por su dotacién genética, es decir, su genoma. Hay
actividades que todas las células realizan: el metabolismo,
el crecimiento y la evolucion.

1.3 ® Poblaciones microbianas diversas se extendieron
por la Tierra millones de anos antes de que aparecieran los
organismos superiores, y las cianobacterias en concreto
fueron importantes porque oxigenaron la atmosfera. Los
principales linajes (dominios) filogenéticos de las células
son Bacteria, Archaea y Eukarya.

1.4 ® Los microorganismos viven en poblaciones
que interaccionan con otras poblaciones para formar
comunidades microbianas. Las actividades de los

microorganismos en las comunidades microbianas pueden
afectar notablemente a las propiedades quimicas y fisicas
de sus hébitats. La biomasa microbiana en la Tierra supera
la de los organismos superiores, aunque la mayoria de las
células microbianas en realidad residen en el subsuelo y en
las profundidades marinas.

1.5 ® Hay microorganismos beneficiosos y otros
perjudiciales para los seres humanos, aunque hay muchos
mds microorganismos beneficiosos (o incluso esenciales)
que perjudiciales. La agricultura, la alimentacién y el
medio ambiente reciben una influencia fundamental de los
microorganismos.

1.6 ® Robert Hooke fue el primero en describir un
microorganismo, y Antoni van Leeuwenhoek el primero en
describir las bacterias. Ferdinand Cohn fundé el campo de
la bacteriologia y descubri6 las endosporas bacterianas.

1.7 ® Louis Pasteur disefi¢ ingeniosos experimentos

que demostraron que los organismos vivos no surgen
espontdneamente de la materia inerte. Pasteur desarroll6
muchos conceptos y técnicas fundamentales para la ciencia
de la microbiologia, como la esterilizacion, y desarroll6
importantes vacunas para los humanos y otros animales.
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1.8 @ Robert Koch desarrollé un conjunto de criterios,
llamados postulados de Koch, para indentificar la causa y
el efecto de las enfermedades infecciosas. Koch también
desarroll6 el primer método fiable y reproducible para
obtener y mantener los microorganismos en cultivos puros.

1.9 ® Martinus Beijerinck y Sergei Winogradsky
exploraron el suelo y el agua en busca de los
microorganismos que llevan a cabo importantes
procesos naturales, como los ciclos de los nutrientes

MasteringMicrobiology”®

y la biodegradacion de determinadas sustancias.

De su trabajo surgieron la técnica del cultivo de
enriquecimiento y los conceptos de quimiolitotrofia y
fijaciéon de nitrégeno.

1.10 ® Durante la segunda mitad del siglo xx surgieron
diversas subdisciplinas bésicas y aplicadas de la
microbiologia que allanaron el camino para la era actual
de la microbiologia molecular, con las ciencias genémicas
como elemento central.

Revise lo que sabe y descubra lo que ha aprendido con MasteringMicrobiology. Acceda
a material de qstudio, revisiones de los capitulos, animaciones y tutoriales de microbiologia
préctica en el Area de Estudio y asegurese de que ha asimilado todo el contenido de este capitulo.

GLOSARIO DE TERMINOS

Citoplasma: parte fluida de la
célula, rodeada por la membrana
citoplasmatica.

Comunicacién: interacciones entre células
mediante sefales quimicas.

Comunidad microbiana: dos o mds
poblaciones de células que coexisten e
interaccionan en un habitat.

Crecimiento: en microbiologia, aumento
del nimero de células con el tiempo.

Cultivo puro: cultivo que contiene un solo
tipo de microorganismo.

Diferenciacion: modificacion de los
componentes celulares para formar una
estructura nueva, por ejemplo una espora.

Dominio: cada uno de los tres linajes
evolutivos principales de las células:
Bacteria, Archaea y Eukarya.

Ecologia microbiana: estudio de los
microorganismos en su ambiente
natural.

Ecosistema: los organismos mas su
ambiente no vivo.

Enzima: proteina (o, en algunos casos,
RNA) catalizadora que funciona
acelerando las reacciones quimicas.

Estéril: sin organismos vivos (células) ni
virus.

Eucariota: célula con un nicleo envuelto
por una membrana y con otros
organulos con membrana; Eukarya.

Evolucion: descendencia con
modificacién que da lugar a nuevas
formas o especies.

Extremofilos: microorganismos que
habitan en ambientes no aptos para
las formas de vida superiores, como
los que son extremadamente frios o
calientes, o ambientes dcidos, alcalinos o
extremadamente salados.

Generacion espontanea: hipodtesis
segun la cual los organismos vivos se
pueden originar a partir de materia
inerte.

Genoma: dotacién completa de genes de
un organismo.

Gendmica: mapeo, secuenciacién y
andlisis de genomas.

Habitat: ambiente en el que vive una
poblacién microbiana.

Intercambio genético: transferencia
de genes o aceptacion de genes entre
células procariotas.

Macromolécula: polimero de unidades
monoméricas como las proteinas, los
acidos nucleicos, los polisacéridos o los
lipidos.

Membrana citoplasmatica: barrera
semipermeable que separa el interior de
la célula (citoplasma) del ambiente.

Metabolismo: todas las reacciones
bioquimicas de una célula.

Microorganismo: organismo
microscépico formado por una sola
célula o un conjunto de ellas, o virus.

Motilidad: movimiento de las
células mediante alguna forma de
autopropulsién.
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Nucleo: estructura envuelta por una
membrana en las células eucariotas que
contiene el genoma de DNA de la célula.

Nucleoide: masa agregada de DNA que
constituye el material genético de las
células procariotas.

Organulo: estructura envuelta por
una bicapa de membrana, como la
mitocondria, presente en las células
eucariotas.

Patégeno: microorganismo que causa
enfermedades.

Pared celular: capa rigida presente en el
exterior de la membrana citoplasmatica;
confiere rigidez estructural a la célula e
impide su lisis osmética.

Postulados de Koch: conjunto de criterios
para demostrar que un microorganismo
determinado causa una enfermedad
concreta.

Procariota: célula que carece de ntcleo
envuelto por una membrana y otros
organulos; Bacteria o Archaea.

Quimiolitotrofia: forma de metabolismo
en la que la energia se genera por
oxidacién de compuestos inorgéanicos.

Ribosoma: estructura compuesta por
RNA y proteinas en la que se sintetizan
las proteinas nuevas.

Técnica del cultivo de enriquecimiento:
método para aislar microorganismos
especificos de la naturaleza mediante
medios de cultivo y condiciones de
incubacién especificos.


https://booksmedicos.org

booksmedicos.org

CAPITULO 1

PREGUNTAS DE REPASO

¢Cudles son los dos temas principales de la microbiologia y
en qué se diferencia su enfoque? (Seccion 1.1)

¢En qué se diferencian las células procariotas de las
eucariotas? Enumere las principales actividades que realizan
las células y, en cada caso, describa por qué se lleva a cabo la
actividad. (Seccién 1.2)

¢Por qué la evolucion de las cianobacterias cambié la Tierra
para siempre? ;Cuantos dominios de la vida hay y cémo estan
relacionados? (Seccién 1.3)

¢Qué es un ecosistema? ;Qué efectos pueden tener los
microorganismos sobre sus ecosistemas? (Seccién 1.4)

¢C6émo convencerfa a un amigo de que los microorganismos
son mucho mds que simples agentes de enfermedades?
(Seccién 1.5)

¢Por qué contribuciones se recuerda principalmente a Robert
Hooke y a Antoni van Leeuwenhoek en microbiologia? ;En
qué época trabajaron estos cientificos? (Seccién 1.6)

EJERCICIOS PRACTICOS

Los experimentos de Pasteur sobre la generacién espontdnea
contribuyeron a afianzar los métodos experimentales de

la microbiologia, a la comprension del origen de la vida y

a instaurar técnicas para la conservacién de los alimentos.
Explique brevemente la repercusion de los experimentos de
Pasteur en estos temas.

Describa las diferentes pruebas que Robert Koch usé para
asociar la bacteria Mycobacterium tuberculosis con la
enfermedad de la tuberculosis. ;Podria haber realizado estas

10.

11.
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Explique el principio subyacente al matraz de Pasteur en
sus estudios sobre la generacion espontanea. ;Por qué
sus resultados contradecian la teorfa de la generacién
espontdnea? (Seccién 1.7)

¢Qué es un cultivo puro y cémo se puede obtener? ;Por qué
son importantes los cultivos puros para la microbiologia
médica y otras dreas de la microbiologia? (Seccién 1.8)

:Qué son los postulados de Koch y cémo influyeron en
el desarrollo de la microbiologia? ;Por qué siguen siendo
importantes hoy en dia? (Seccién 1.8)

;Cudles fueron los principales intereses microbiolégicos de
Martinus Beijerinck y Sergei Winogradsky? Se puede decir
que ambos descubrieron la fijacién de nitrégeno. Expliquelo.
(Seccion 1.9)

Escoja una de las grandes subdisciplinas de la microbiologia
de cada una de las dos categorias principales de la Tabla 1.3.
;Por qué cree que esa subdisciplina es bésica o aplicada?
(Seccién 1.10)

pruebas si no hubiera desarrollado las herramientas para
estudiar las enfermedades bacterianas?

Imagine que todos los microorganismos desaparecen

de repente de la Tierra. Con lo que ha aprendido en este
capitulo, ;por qué cree que los animales terminarian por
desaparecer también? ;Por qué desaparecerian las plantas?
Por el contrario, si todos los organismos superiores
desaparecieran de repente, ;qué parte de la Figura 1.4a nos
dice que no les ocurrirfa lo mismo a los microorganismos?
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CAPITULO

2 - Estructura y funciones

de las células microbianas

actual

La tortuga y la liebre arqueanas

La motilidad es importante para los microorganismos porgue la
capacidad de moverse permite a las células explorar nuevos habi-
tats y explotar sus recursos. Hace mas de cincuenta anos que se
estudia la motilidad en la bacteria flagelada Escherichia coli; en este
organismo se vio por vez primera que el flagelo bacteriano fun-
ciona por rotacion, y que cuando la velocidad se expresa en tér-
minos de longitud corporal recorrida por segundo, en realidad las
células de E. coli se mueven con mas rapidez que el mas veloz de
los animales.

Los estudios con la arquea Halobacterium mostraron que sus
flagelos también rotan, pero son mas delgados que los bacterianos
y estan compuestos por una proteina diferente de la flagelina, la
proteina de la que estan hechos los flagelos bacterianos. Ademas,
la observacion de las células natatorias mostré que Halobacterium
es lenta como una tortuga, ya que se mueve a menos de la décima
parte de la velocidad de E. coli. Esto suscit6 la interesante cuestion
que, si lo mismo se cumplia para todas las Archaea, json estos
microorganismos trotadores naturales, en lugar de velocistas?

Recientemente, los microbidlogos se han centrado en los movi-
mientos de las Archaea nadadoras y han demostrado que Halo-
bacterium es la mas lenta de todas las especies examinadas'. Por
el contrario, las células de la arquea Methanocaldococcus (en la
foto, las células con penachos de flagelos) nadan unas cincuenta
veces mas rapido que las células de Halobacterium y diez veces
mas que las células de E. coli. Methanocaldococcus recorre aproxi-
madamente quinientas veces la longitud celular por segundo, o
que la convierte en el organismo mas rapido de la Tierra.

Obviamente, el pequeno diametro del flagelo arqueano no
obliga a que la velocidad de natacion sea lenta como algunos pre-
dijeron a partir del trabajo con Halobacterium. En realidad, la velo-
cidad natatoria de las Archaea puede variar mucho'. De hecho, la
existencia tanto de una «tortuga» como de una «liebre» dentro de
las Archaea muestra que todavia tenemos mucho que aprender
sobre la estructura y el funcionamiento de las células microbianas.

" Herzog, B. y R. Wirth. 2012. Swimming behavior of selected species of Archaea.
Appl. Environ. Microbiol. 78: 1670-1674.
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| - Microscopia

istéricamente, los mayores avances de la microbiologia

han coincidido con el desarrollo de nuevas herramientas
y mejora de las tradicionales existentes para el estudio de los
microorganismos. El microscopio es el instrumento mas anti-
guo y mds basico para el estudio de las estructuras microbianas.
Existen muchos tipos de microscopios, y algunos de ellos son
extremadamente potentes. Por tanto, como preludio de nuestro
estudio de las estructuras celulares revisaremos algunas de las
herramientas habituales para visualizar las células con el fin de
entender cémo funcionan y qué pueden ensefiarnos.

2.1 El descubrimiento de la estructura
celular: el microscopio optico

Para ver microorganismos se necesita un microscopio, ya sea
optico o electrénico. En general, los microscopios 6pticos se
usan para examinar células a relativamente pocos aumentos, y
los electrénicos para examinar células y estructuras celulares a
muchos aumentos.

Todos los microscopios utilizan lentes que amplifican la ima-
gen. No obstante, el aumento no es el factor limitante en nues-
tra capacidad para ver objetos pequeiios; es la resolucién —la
capacidad para identificar dos objetos adyacentes como dis-
tintos e independientes— lo que regula nuestra habilidad para
ver lo muy pequeno. Si bien los aumentos se pueden aumentar
pricticamente sin limite, con la resolucién no ocurre lo mismo,
ya que es una funcién de las propiedades fisicas de la luz.
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Para empezar estudiaremos el microscopio 6ptico, cuyo
limite de resolucién es, aproximadamente, de 0,2 um (Um es
la abreviatura de micrémetro, 10~® m). A continuacién segui-
remos con el microscopio electrénico, cuya resolucién es con-
siderablemente mayor.

El microscopio optico compuesto
El microscopio 6ptico utiliza la luz visible para iluminar las
estructuras celulares. En microbiologia se usan distintos tipos
de microscopios 6pticos: de campo claro, contraste de fases, con-
traste por interferencia diferencial, campo oscuroy fluorescencia.
Con el microscopio de campo claro, las muestras se visuali-
zan por las pequenas diferencias de contraste que existen entre
ellas y el medio que las rodea, y estas diferencias son debidas a
que las células absorben o dispersan la luz en distinto grado. El
microscopio 6ptico compuesto moderno consta de dos lentes,
objetivo y ocular, que actian combinadas para formar la ima-
gen. La fuente de luz se enfoca sobre la muestra mediante el
condensador (Figura 2.1). Normalmente las células bacterianas
son dificiles de observar con el microscopio de campo claro,
porque no tienen un contraste significativo con el medio cir-
cundante. Al observarlas con un tipo de microscopio éptico lla-
mado de contraste de fases (Seccién 2.2; véase la Figura 2.1), se
evita el problema. Los microorganismos pigmentados son una
excepcioén, porque el propio color del organismo anade con-
traste, lo que lo hace mds facil de visualizar mediante la éptica
de campo claro (Figura 2.2).
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Figura 2.1 Microscopio. (2) Microscopio 6ptico compuesto (la insercién es una micrografia de células sin tefiir tomada a través de un microscopio 6ptico de
contraste de fases). (b) Trayectoria de la luz a través de un microscopio dptico compuesto. Ademas de la lente de 10 aumentos, existen lentes oculares de 15-30
aumentos. En la Figura 2.5 se comparan células visualizadas con las técnicas de campo claro y contraste de fases.
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Figura 2.2 Micrografias de microorganismos pigmentados mediante
microscopia de campo claro. (a) Alga verde (eucariota); las estructuras
verdes son cloroplastos. (b) Bacterias rojas fototrofas (procariotas). Las células
del alga tienen unos 15 um de ancho, y las células bacterianas unos 5 um.

Para las células que no tienen pigmentos hay diversas mane-
ras de crear contraste; se estudiardn estos métodos en la sec-
cion siguiente.

Aumento y resolucion
El aumento total de un microscopio de luz compuesto es el pro-
ducto del aumento del objetivo por el del ocular (Figura 2.1b).
El limite superior de los microscopios épticos es de unos 2.000
aumentos, y a aumentos superiores la resolucién no mejora. La
resolucion es una funcién de la longitud de onda de la luz uti-
lizada, y es una caracteristica de la lente del objetivo conocida
como apertura numeérica, que es una medida de la capacidad de
la lente para captar la luz. Hay una correlacion entre el aumento
de una lente y su apertura numérica; las lentes con mas aumentos
normalmente tienen una apertura numérica mds alta. El didme-
tro del objeto mds pequefio que se puede distinguir con cualquier
lente es igual a 0,54/apertura numérica, donde / es la longitud de
onda de laluz utilizada. Esta férmula demuestra que la resolucién
es maxima cuando se utiliza luz azul para iluminar la muestra (la
luz azul tiene una longitud de onda mas corta que la luz blanca o
roja) y el objetivo tiene una apertura numérica muy grande.
Como hemos dicho, la mayor resolucién posible en un
microscopio 6ptico compuesto es de unos 0,2 um. Esto sig-
nifica que dos objetos que estén a menos de 0,2 um uno del
otro no se pueden identificar como distintos e independientes.
Los microscopios que se utilizan en microbiologia tienen len-
tes oculares de 10-20 aumentos y objetivos de 10-100 aumentos
(Figura 2.1b). A 1.000 aumentos los objetos con un didmetro de
0,2 um se pueden distinguir con dificultad. Con el objetivo de
100 aumentos y algunos otros de apertura numérica muy alta,
se coloca un aceite de calidad 6ptica entre el portaobjetos del

microscopio y el objetivo. Las lentes en las que se utiliza aceite
se llaman lentes de inmersion en aceite. El aceite de inmersién
aumenta la capacidad de una lente para captar la luz al permi-
tir que algunos de los rayos de luz que salen de la muestra for-
mando un angulo (y que, de otra forma, el objetivo no captaria)
sean captados y vistos.

MINIRREVISION -------------momemmmomm ooy

¢ Defina los términos aumento y resolucion. :
z . . . . . !

e ;Cudl es el limite superior de aumento para un microscopio de !
campo claro? ;Por qué? i

:

2.2 Mejora del contraste
en el microscopio optico

En el microscopio éptico, la mejora del contraste favorece la
imagen final. La tincién es un método facil y rapido de mejorar
el contraste, pero hay muchas otras formas de hacerlo.

Tincion: aumento del contraste en el microscopio
de campo claro

Se pueden usar colorantes para teiir las células y mejorar el
contraste, de modo que sea mds facil observarlas al microsco-
pio de campo claro. Los colorantes son compuestos orgénicos,
y cada clase de colorante tiene una afinidad por materiales celu-
lares concretos. Muchos de los usados en microbiologia tienen
carga positiva, y por esta razén reciben el nombre de colorantes
bdsicos. Ejemplos de ellos son el azul de metileno, el cristal vio-
leta y la safranina. Los colorantes basicos se unen fuertemente
a los componentes celulares cargados negativamente, como los
acidos nucleicos y los polisacéridos dcidos. Como las superficies
celulares suelen estar cargadas negativamente, estos colorantes
también tienen gran afinidad por dichas superficies, de modo
que son muy utiles para un estudio general.

Para realizar una tincién simple se toma una preparacién de
células previamente secadas (Figura 2.3). Sobre un portaobjetos
de vidrio limpio con la suspensién de células secadas se vierte
una solucion diluida de un colorante basico y se deja durante
uno o dos minutos, se enjuaga varias veces con agua y se seca.
Como las células son tan pequenas, las preparaciones secadas y
tenidas de Bacteria y Archaea se suelen observar con una lente
de inmersién en aceite muy potente.

Tinciones diferenciales: la tincion de Gram

Las tinciones que tifien de colores diferentes tipos distintos de
células se llaman tinciones diferenciales. Un proceso de tincién
diferencial muy importante que se usa en microbiologia es la
tincion de Gram (Figura 2.4). Segun sea el resultado de esta tin-
cién, las bacterias se pueden dividir en dos grandes grupos: las
grampositivas y las gramnegativas. Una vez tenidas, las bac-
terias grampositivas se muestran de color morado y las gram-
negativas de color rosa (Figura 2.4b). La diferencia de color en
la tincién de Gram se debe a diferencias en la estructura de la
pared celular de las células, como veremos mds adelante. Si se
utiliza un colorante bédsico como el cristal violeta, que tife las
células de morado, el tratamiento posterior con etanol decolora
las células gramnegativas pero no las grampositivas. Si luego
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Figura 2.3 Tincién de células para su observacién microscopica.
Los colorantes mejoran el contraste entre las células y su entorno. Centro:
las mismas células que en la insercion de la Figura 2.1 pero tefiidas con un
colorante basico.

realizamos una tincién de contraste con un colorante diferente,
normalmente la safranina, de color rojo, se pueden distinguir
los dos tipos de células al microscopio por su color (Figura 2.4b).
La tincién de Gram es el procedimiento mds habitual de tin-
cién en microbiologia, y normalmente se usa como primer paso
para la caracterizacion de bacterias recién aisladas. Si se dis-
pone de un microscopio de fluorescencia, la tincién de Gram
se puede reducir a un solo paso, porque las células grampositi-
vas y las gramnegativas emiten fluorescencia de distinto color
cuando se tratan con una sustancia especial (Figura 2.4c).

Microscopia de contraste de fases y de campo oscuro
Aungque los colorantes se usan mucho en microscopia 6ptica, la
tinciéon mata las células y puede alterar sus caracteristicas. Hay
dos formas de microscopia éptica que mejoran el contraste de
la imagen de células sin tefiir (y, por tanto, vivas). Se trata de la
microscopia de contraste de fases y la microscopia de campo
oscuro (Figura 2.5). En concreto, el microscopio de contraste de
fases se usa mucho en docencia y en investigacion para la obser-
vacion de preparaciones vivas.

La microscopia de contraste de fases se basa en el principio
segun el cual las células tienen un indice de refraccion (un factor
por el cual la luz es més lenta cuando pasa a través de un mate-
rial) diferente al del medio que la rodea. Asi pues, la luz que
atraviesa una célula tiene una fase distinta de la que atraviesa
el liquido circundante. Esta sutil diferencia es amplificada colo-
cando un dispositivo en el objetivo del microscopio de contraste
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Figura 2.4 Tincion de Gram. (a) Pasos de la tincién. () Observacion

al microscopio de bacterias grampositivas (moradas) y gramnegativas
(rosa); son Staphylococcus aureus'y Escherichia coli, respectivamente.

(c) Células de Pseudomonas aeruginosa (gramnegativa, verde) y Bacillus
cereus (grampositiva, naranja) tefiidas con un método fluorescente de un
solo paso. Este método permite diferenciar las células grampositivas de las
gramnegativas en un solo paso.

de fases llamado anillo de fases, que genera una imagen oscura
sobre un fondo claro (Figura 2.5b; véase también la insercién de
la Figura 2.1). El anillo consiste en una placa de fases que ampli-
fica las variaciones de fase y produce una imagen de mayor con-
traste.

En el microscopio de campo oscuro, la luz llega a la muestra
unicamente desde los lados. La tnica luz que recibe la lente es
la que dispersa la muestra, de modo que esta aparece clara en un
fondo oscuro (Figura 2.5¢). La resolucién en la microscopia de
campo oscuro suele ser mejor que la de la microscopia 6ptica,
y algunos objetos que no se pueden distinguir en un microsco-
pio de campo claro o incluso en uno de contraste de fase tie-
nen buena resolucion en los microscopios de campo oscuro. Es
un método excelente para observar la motilidad microbiana, ya
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Figura 2.5 Células visualizadas por diferentes tipos de microscopia éptica. El mismo campo de células de la levadura Saccharomyces cerevisiae visualizado
por (a) microscopia de campo claro, (b) microscopia de contraste de fases y (c) microscopia de campo oscuro. Las células tienen una anchura media de 8-10 pum.

que los penachos de flagelos (las estructuras responsables de la
motilidad natatoria) suelen poder distinguirse con esta técnica
(véase la Figura 2.50a).

Microscopia de fluorescencia

La microscopia de fluorescencia se utiliza para visualizar mues-
tras que emiten fluorescencia, es decir, que emiten luz de un
color diferente al de la luz que han absorbido (Figura 2.6). Las
células emiten fluorescencia porque contienen sustancias fluo-
rescentes naturales, como la clorofila u otros componentes
fluorescentes (autofluorescencia, Figura 2.64, b), o bien por-
que estan tefnidas con un colorante fluorescente (Figura 2.6c¢).
El DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) es un colorante fluores-
cente muy usado que tifie las células de color azul brillante por-
que forma complejos con el DNA (Figura 2.6¢). Este colorante
puede utilizarse para visualizar células en sus habitats natura-
les como el suelo, el agua y los alimentos, o en muestras clini-
cas. Por tanto, la microscopia de fluorescencia con DAPI se usa
mucho para el diagndstico clinico microbiolégico, asi como en
ecologia microbiana para contar bacterias en un ambiente natu-
ral o en una suspension celular.

MINIRREVISION ------------n-n-mmsemmmeemmeem oo ooy

e ;De qué color se vera una célula gramnegativa después de
una tincién de Gram por el método convencional?

:
:
:
:
|
:
e ;Qué gran ventaja tiene la microscopia de contraste de fases i
respecto de la tincion? !

i

i

i

i

:

e ;Coémo se puede hacer que las células emitan fluorescencia®?

___________________________________________________________________

R. W. Castenholz

(®)

2.3 Imagen tridimensional
de las células

Hasta aqui hemos visto formas de microscopia en las que las
imdgenes obtenidas son bidimensionales. ;Cémo podemos
superar esta limitacién? En la seccién siguiente veremos que
el microscopio electrénico de barrido ofrece una solucién a
este problema, aunque ciertas formas de microscopia optica
también pueden mejorar la perspectiva tridimensional de una
imagen.

Microscopia de contraste por interferencia

diferencial

La microscopia de contraste por interferencia diferencial (DIC,
del inglés «differential interference contrast») es un tipo de
microscopia 6ptica que utiliza un polarizador en el condensa-
dor para producir luz polarizada (luz en un solo plano). Esta
luz polarizada pasa después por un prisma que genera dos
haces distintos, que atraviesan la muestra y entran en el obje-
tivo, donde se vuelven a unir en uno solo. Como los dos haces
atraviesan sustancias con indices de refraccién diferentes, los
haces combinados no estdn completamente en fase, sino que
interfieren entre si, y este efecto realza las sutiles diferencias
de la estructura celular. Asi, con la microscopia DIC, estructu-
ras celulares como el nicleo de las células eucariotas (Figura 2.7)
o las endosporas, vacuolas e inclusiones de las células bacte-
rianas adquieren un aspecto mds tridimensional. La microsco-
pia DIC se usa normalmente con células sin tefir, ya que puede
poner de manifiesto estructuras celulares internas que son

R. W. Castenholz
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Figura 2.6 Microscopia de fluorescencia (3, b) Cianobacterias. Las mismas células se observan por microscopia de campo claro en ay por microscopia de
fluorescencia en b. Las células emiten fluorescencia roja porque contienen clorofila a y otros pigmentos. (c) Micrografia de fluorescencia de células de Escherichia

colitefiidas con el colorante fluorescente DAPI, que se une al DNA.
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Figura 2.7 Microscopia de contraste por interferencia diferencial. Con
este tipo de microscopia, las células de la levadura Saccharomyces cerevisiae
adquieren un efecto tridimensional. Las células de levadura tienen un ancho
aproximado de 8 um. Obsérvese el nicleo bien visible y comparese con la
imagen de células de levadura por microscopia de campo claro de la Figura 2.5a.

practicamente invisibles en campo claro (comparese la Figura
2.5a con la Figura 2.7).

Microscopio confocal de barrido con laser

Un microscopio confocal de barrido con ldser (CSLM, del
inglés «confocal scanning laser microscope») es un micros-
copio controlado por ordenador en el que se acopla un laser
a un microscopio de fluorescencia. El ldser genera una ima-
gen tridimensional brillante y permite al observador acce-
der a la muestra desde diversos planos de enfoque (Figura 2.8).
Para ello, el rayo laser se ajusta de manera precisa para que
haya solo una capa concreta de muestra enfocada completa-
mente. Mediante la iluminacién exacta de un solo plano, el
CSLM elimina la luz pardsita de otros planos focales. Asi,
cuando se observa una muestra relativamente gruesa como
un biofilm bacteriano (Figura 2.84), no solo se pueden obser-
var las células de la superficie, como ocurre con el microsco-
pio 6ptico convencional, sino que, ajustando el plano del foco
del rayo laser, también son visibles las células de las distintas
capas. Con el CSLM se ha mejorado el limite de resolucién
del microscopio éptico compuesto, de 0,2 um hasta 0,1 um,
aproximadamente.

En las preparaciones para CSLM las células se pueden tefir
con colorantes fluorescentes para facilitar su visualizacion
(Figura 2.8a). Alternativamente, se puede aiadir color falso a
preparaciones sin tefir, de manera que diferentes capas de la
muestra tengan colores distintos (Figura 2.80). Un CLSM utiliza
un ordenador para ensamblar imagenes digitales para el con-
siguiente procesado. Las imagenes obtenidas de las diferentes
capas pueden reconstruirse digitalmente para obtener una ima-
gen tridimensional de la muestra completa.

El CSLM se utiliza mucho en ecologia microbiana, sobre todo
para identificar poblaciones especificas de células en un habi-
tat microbiano o para distinguir los diferentes componentes
de una comunidad microbiana estructurada, como un biofilm
(Figura 2.84) o un tapete microbiano. El CSLM es especial-
mente Gtil cuando se necesita examinar en profundidad el con-
tenido microbiano de una muestra gruesa.

e LOS FUNDAMENTOS DE LA MICROBIOLOGIA

Subramanian Karthikeyan

Gernot Arp and Christian Boeker, Carl Zeiss, Jena

(b)

Figura 2.8 Microscopia confocal de barrido con laser. (3) Imagen
confocal de la comunidad microbiana en un biofilm. Las células verdes con forma
de bacilo son Pseudomonas aeruginosa introducidas de manera experimental

en el biofilm. Las células de diferentes colores se encuentran a profundidades
distintas en el biofilm. (b) Imagen confocal de una cianobacteria filamentosa en
un lago alcalino. Las células tienen un ancho aproximado de 5 um.

MINIRREVISION -----s-omaemmaemmmen e

* ;Qué estructura de las células eucariotas es mas facil de i
ver por DIC que por microscopia de campo claro? (Ayuda: |
Compare las Figuras 2.5a 'y 2.7). ;

e ;Por qué con el CSLM se pueden ver distintas capas de una |
preparacion gruesa y en la microscopia de campo claro no? |

2.4 Analisis de la estructura celular:
la microscopia electronica

Los microscopios electrénicos utilizan electrones en lugar de
luz visible (fotones) para generar imagenes de células y estructu-
ras celulares. En el microscopio electrénico las lentes son elec-
tromagnéticas y todo el equipo trabaja en un sistema de vacio
(Figura 2.9). Los microscopios electronicos estdn equipados con
camaras para poder tomar fotografias, llamadas micrografias
electrénicas. Normalmente, en microbiologia se usan dos tipos
de microscopio electrénico: el de transmision y el de barrido.
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Figura 2.9 Microscopio electrénico. Este instrumento realiza tanto
microscopia de transmision como de barrido.
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Microscopia electrénica de transmision

El microscopio electrénico de transmision (TEM, del inglés
«transmission electron microscope») se utiliza para examinar
células y estructuras celulares a muchos aumentos y gran reso-
lucién. El poder de resolucién de un TEM es mucho mayor que
el del microscopio 6ptico, y permite incluso ver estructuras a
escala molecular (Figura 2.10). Esto es debido a que la longitud
de onda de los electrones es mucho més corta que la de la luz
visible y, como hemos visto, la longitud de onda influye en la
resolucion (Seccién 2.1). Por ejemplo, mientras que el poder de
resolucién de un microscopio 6ptico es de unos 0,2 micréme-
tros, el de un TEM es de unos 0,2 nandémetros, mil veces mas.
Con una resolucién tan potente, se pueden visualizar objetos
tan pequefios como una molécula individual de proteina o de
dcido nucleico (Figura 2.10).

Sin embargo, a diferencia de los fotones, los electrones tie-
nen muy poco poder de penetracién; incluso una sola célula es
demasiado gruesa para atravesarla con un haz de electrones. En
consecuencia, para observar la estructura interna de una célula
es necesario obtener secciones finas de ella, y luego estabilizar-
las y teitirlas con distintos productos quimicos para hacerlas
visibles. Una sola célula bacteriana, por ejemplo, se divide en
cortes extremadamente finos (20-60 nm), que después se exa-
minan individualmente por TEM (Figura 2.104). Para obtener
suficiente contraste, se tratan las secciones con un colorante

DNA (nucleoide)
de la célula

Stanley C. Holt

F.R. Turner

Figura 2.10 Micrografias electrénicas. (3) Micrografia de un corte fino de una célula bacteriana en division, tomada por microscopia electrénica de
transmision (TEM). Cada célula mide unos 0,8 um de ancho. (b) TEM de moléculas de hemoglobina tefiidas por tincion negativa. Cada molécula hexagonal tiene
unos 25 nm de didmetro, y esta formada por dos anillos con forma de rosquilla; la anchura total es de 15 um. (¢) Micrografia.
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como acido dsmico, permanganato, o sales de uranio, lantano o
plomo. Estas sustancias estin compuestas por dtomos de gran
peso atémico que, por tanto, desvian los electrones y mejo-
ran el contraste. Si solo interesan las caracteristicas externas
de un organismo no es necesario obtener secciones finas y se
pueden observar directamente células o componentes celu-
lares intactos mediante una técnica llamada tincion negativa
(Figura 2.100).

Microscopia electronica de barrido

Para obtener una imagen tridimensional 6ptima de una célula
se utiliza el microscopio electronico de barrido (SEM, del inglés
«scanning electron microscopy») (Figura 2.9). En la microsco-
pia electrénica de barrido, la muestra se cubre con una capa
fina de un metal pesado, normalmente oro. A continuacién, un
haz de electrones barre una y otra vez la muestra. Los electro-
nes son desviados por la capa de metal y recogidos y proyec-
tados en un monitor para producir una imagen (Figura 2.10c).
En el microscopio electrénico de barrido se pueden obser-
var también muestras bastante grandes, y la profundidad de
campo (la porcidn de la imagen que queda enfocada) es extre-
madamente buena. Con estos microscopios se puede obtener
un amplio rango de aumentos, desde solo 15 hasta 100.000

e LOS FUNDAMENTOS DE LA MICROBIOLOGIA

aumentos, pero normalmente solo se visualiza la superficie del
objeto.

Las micrografias tomadas por microscopia electrénica
de transmisién o de barrido son originalmente en blanco y
negro. No obstante, aunque las imdgenes originales contie-
nen la maxima informacidn cientifica que se puede obtener, a
menudo se les afiade color mediante ordenador, pero este falso
color no mejora la resolucion de las micrografias; su valor prin-
cipal es aumentar el valor artistico de la imagen para el pablico
de los medios de comunicacién. El méximo contenido cienti-
fico y detalle de una micrografia electrénica quedan fijados en
el momento de tomarla, de manera que en este libro usaremos
raramente micrografias en color, con el fin de presentarlas en
su contexto cientifico original.

MINIRREVISION -----s-onenomarmomaememiemnceccncoe :

e ;Qué es una micrografia electronica? ;Por qué las micrografias
electrénicas tienen mayor resolucion que las micrografias
Opticas?

* ;Queé tipo de microscopio electronico usaria para observar un
grupo de células? ;Y para observar la estructura interna de
una célula?

Il - Las celulas de Bacteriay Archaea

Hay dos caracteristicas de las células procariotas que se per-
ciben inmediatamente en un examen microscopico: su
forma y su pequefio tamano. Existe toda una variedad de for-
mas posibles, y en general las células procariotas son muchi-
simo mds pequenas que las eucariotas. La forma de la célula
puede resultar util para distinguir células diferentes, e induda-
blemente tiene cierta importancia ecoldgica, pero raramente
posee relevancia filogenética. Por el contrario, el tamafio tipi-
camente pequeio de los procariotas afecta a muchos aspectos
de su biologia.

2.5 Morfologia celular

En microbiologia, el término morfologia significa la forma de
la célula. Para los procariotas se conocen diversas morfologias,
y las mds comunes se describen con términos que forman parte
del 1éxico esencial de la microbiologia.

Principales tipos de morfologia celular
En la Figura 2.11 se muestran algunos ejemplos de morfologia
bacteriana. Una célula de morfologia esférica u ovoide se conoce
como coco. Una de forma cilindrica es un bacilo. Algunos baci-
los forman espirales y se llaman espirilos. Las células de algunos
procariotas se unen en grupos tras la divisién celular y a menudo
forman disposiciones caracteristicas. Por ejemplo, algunos cocos
forman cadenas largas (como la bacteria Streptococcus), otros se
disponen formando cubos tridimensionales (Sarcina), mientras
que otros se agrupan en racimos (Staphylococcus).

Algunos grupos bacterianos son reconocibles inmediata-
mente por las formas inusuales de sus células individuales.

Entre ellos estdn las espiroquetas, que son bacterias superenrro-
lladas; bacterias pedunculadas, con extensiones de sus células
en forma de tubos largos o tallos; y bacterias filamentosas, que
forman células o cadenas de células largas y finas (Figura 2.11).

Las morfologias celulares descritas aqui solo constituyen
ejemplos; se conocen muchas variaciones de estas formas. Por
ejemplo, existen bacilos gruesos, bacilos finos, bacilos cortos
y bacilos largos: un bacilo simplemente es una célula alargada.
Como veremos, existen incluso bacterias cuadradas y bacterias
estrelladas. Asi pues, las morfologias celulares forman un conti-
nuo en el que algunas formas, como los bacilos, son muy comu-
nes y otras son mas atipicas.

Morfologia y biologia
Aunque la morfologia de una célula se determina facilmente, es
un mal indicador de otras propiedades. Por ejemplo, al micros-
copio muchas Archaea en forma de bacilo parecen idénticas a
las bacterias con la misma forma, pero sabemos que pertenecen
a diferentes dominios filogenéticos (€2 Seccién 1.3). Con raras
excepciones, es imposible predecir la fisiologia, la ecologia, la
filogenia, el potencial patogénico o casi cualquier otra propie-
dad de una célula procariota simplemente por su morfologia.
sPor qué una célula adopta una forma determinada? Aunque
conocemos algunos detalles sobre cdmo se controla la forma de
la célula, sabemos muy poco sobre por qué una célula concreta
evolucion hasta la morfologia actual. Indudablemente, algunas
fuerzas selectivas ayudaron a configurar la morfologia de una
especie determinada. Algunos ejemplos de ello son la optimiza-
cién para captar nutrientes (células pequeias u otras con gran
relacién superficie/volumen, como las células con apéndices), la
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Figura 2.11 Morfologias celulares. Junto a cada dibujo hay una micrograffa
por contraste de fases en la que se muestra la morfologia. Coco (diametro celular

en la micrografia: 1,5 wm); bacilo (1 wm); espirilo (1 wm); espiroqueta (0,25 um);

gemadora (1,2 um); filamentosa (0,8 um). Todas las micrografias son de especies
de Bacteria. No todas estas morfologias se conocen en Archaea.

motilidad natatoria en ambientes viscosos o cerca de superficies
(células de forma helicoidal o espiral), la motilidad por desliza-
miento (bacterias filamentosas), etcétera. La morfologia no es
un aspecto trivial de una célula microbiana, sino una propiedad

codificada genéticamente que aumenta la aptitud del organismo
para el éxito en su hébitat concreto.

MINIRREVISION ------snsnomanmemanmemanmeneccccoee

e ¢En qué se diferencia la morfologia de los cocos y los bacilos?

:
:
. . :
e ;La morfologia celular es un buen indicador de otras !
propiedades de la célula? i

:

2.6 Tamaiio celular y la importancia
de ser pequeiio

El tamano de los procariotas varia desde células de tan solo
0,2 um de didmetro hasta otras con didmetros de mds de
700 um (Tabla 2.1). La inmensa mayoria de los procariotas baci-
lares que pueden cultivar tienen entre 0,5 y 4 um de ancho y
menos de 15 um de largo, pero se conocen algunos procariotas
muy grandes, como Epulopiscium fishelsoni, con células de mas
de 600 um (0,6 milimetros) (Figura 2.12). Esta bacteria, filogené-
ticamente relacionada con la bacteria formadora de endospo-
ras Clostridium y que se ha encontrado en el intestino de un pez
tropical marino llamado pez cirujano, contiene muchas copias
de su genoma. Aparentemente, todas estas copias son necesa-
rias porque el volumen celular de Epulopiscium es tan grande
(Tabla 2.1) que una sola copia de su genoma seria insuficiente
para atender sus demandas de transcripcién y traduccidén.

Las células del mayor procariota conocido, el quimiolitétrofo
del azufre Thiomargarita (Figura 2.12b), son todavia mas gran-
des que las de Epulopiscium, con un didmetro de unos 750 umy
son células visibles a simple vista. No se sabe a ciencia cierta por
qué son tan grandes, aunque en las bacterias del azufre el tamano
puede ser un mecanismo para almacenar las inclusiones de azu-
fre (una fuente de energia). Se supone que el limite superior
para el tamano de las células procariotas estd relacionado con
la disminucién de la capacidad de las células mas grandes para
transportar nutrientes (su relaciéon superficie/volumen es muy
pequeiia, véase la subseccion siguiente). Como el indice meta-
bélico de una célula es inversamente proporcional al cuadrado
de su tamario, para células muy grandes la ingesta de nutrientes
limitard el metabolismo, hasta el punto de que una célula muy
grande dejaré de ser competitiva frente a otras mds pequeiias.

Las células muy grandes son poco habituales en el mundo
procariota. A diferencia de Thiomargarita o Epulopiscium
(Figura 2.12), las dimensiones de un procariota bacilar medio, por
ejemplo la bacteria E. coli, son aproximadamente de 1 X 2 pum;
estas dimensiones son las tipicas de las células de la mayoria de
procariotas. Las células eucariotas, sin embargo, pueden tener un
didmetro desde 2 hasta més de 600 pum si bien los eucariotas muy
pequenos son infrecuentes, y la mayoria tienen un didmetro de
8 wm o més. En general se puede decir que las células procariotas
son muy pequefias en comparacion con las eucariotas.

Relacion superficie/volumen, velocidad
de crecimiento y evolucion

Ser pequefio tiene ventajas significativas. Las células peque-
fnas tienen mayor superficie respecto al volumen celular que las
grandes; es decir, tienen una relacién superficie/volumen mayor.
Tomemos, por ejemplo, un coco. El volumen de un coco es una
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Tabla 2.1 Tamaiio y volumen celular de algunas células de Bacteria, de las mas grandes a las mas pequefas

Organismo Caracteristicas Morfologia Tamafio® (um)  Volumen celular (um®)  Volimenes de E. coli

Thiomargarita namibiensis ~ Quimiolitotrofo del azufre ~ Cocos en cadenas 750 200.000.000 100.000.000

Epulopiscium fishelsoni® Quimioorgandétrofo Bacilos con extremos 80 x 600 3.000.000 1.500.000

ahusados

Especie de Beggiatoa® Quimiolitétrofo del azufre  Filamentos 50 x 160 1.000.000 500.000

Achromatium oxaliferum Quimiolitétrofo del azufre  Cocos 35 x 95 80.000 40.000

Lyngbya majuscula Cianobacteria Filamentos 8 x 80 40.000 20.000

Thiovulum majus Quimiolitétrofo del azufre ~ Cocos 18 3.000 1.500

Staphylothermus Hipertermdfilo Cocos en grupos 15 1.800 900
marinus?® irregulares

Magnetobacterium Bacteria magnetotactica Bacilos 2x10 30 15
bavaricum

Escherichia coli Quimioorganaétrofo Bacilos 1x2 2 1

Pelagibacter ubique® Quimioorgandétrofo marino  Bacilos 0,2 x 0,5 0,014 0,007

Mycoplasma pneumoniae  Bacteria patégena Pleomorfica® 0,2 0,005 0,0025

@Donde solo se da un nimero, se trata del diametro de células esféricas. Los valores corresponden a las células mas grandes observadas en cada especie. Por ejemplo,
para T. namibiensis, el diametro de una célula de tamafio medio es de solo 200 um, pero ocasionalmente se han observado células gigantes de 750 um. Asimismo,
una célula de S. marinus mide de promedio 1 um de didmetro. La especie de Beggiatoa que se indica aqui no esta del todo clara, y E. fishelsoni, Magnetobacterium

bavaricum y P. ubique no son nombres reconocidos formalmente en taxonomia.

®Mycoplasma es una bacteria sin pared celular, de manera que puede adoptar muchas formas (pleomérfica significa «con muchas formas»).
Fuente: Datos obtenidos de Schulz, H. N., y B. B. Jargensen. 2001. Annu. Rev. Microbiol. 55: 105-137.

Esther R. Angert, Harvard University

@

Heide Schulz-Vogt

(b)

Figura 2.12 Algunos procariotas muy grandes. Micrografia en campo oscuro de dos procariotas gigantes, especies de Bacteria. (a) Epulopiscium fishelsont;
un bacilo que tiene unos 600 um (0,6 mm) de largo y 75 um de ancho, y se muestra con cuatro células del protista Paramecium (un eucariota), cada una de las
cuales mide unos 150 um de largo. (b) Thiomargarita namibiensis, un gran quimiolitotrofo del azufre, y actualmente el mayor procariota conocido; su anchura varia

entre 400 y 750 pum.

funcién del cubo de su radio (V = 4/3mr°), mientras que su
superficie es una funcion del cuadrado del radio (S = 4717%). Por
tanto, la relaciéon S/V de un coco es 3/r (Figura 2.13). A medida
que una célula aumenta de tamarno, su relacién S/V disminuye.
Para ilustrar esto, veamos la relacién S/V de algunas de las célu-
las de diferentes tamafios de la Tabla 2.1: Pelagibacter ubique,
22; E. coli, 4,5; y E. fishelsoni (Figura 2.12a), 0,05.

La relacion S/V de una célula afecta a algunos aspectos de su
biologia, incluso a su evolucién. Puesto que la velocidad de cre-
cimiento de una célula depende, entre otras cosas, de su veloci-
dad de intercambio de nutrientes, la mayor relacién S/V de las
células més pequenas permitird un intercambio mds rapido de
nutrientes por unidad de volumen celular que en células mas
grandes. Por tanto, las células mas pequenas suelen crecer mas
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r=1um
Superficie (4mr?) = 12,6 um?
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Figura 2.13 Relacion entre la superficie y el volumen en las células.
A medida que el tamafio de una célula aumenta, su relacion S/V disminuye.

rdpidamente que las mds grandes, y para una cantidad determi-
nada de recursos (nutrientes disponibles para permitir el creci-
miento) la poblacién de células pequenas serd mayor que la de
células grandes. Esto, a su vez, afecta a la evolucién.

Cada vez que una célula se divide, su cromosoma se replica.
Al replicar el DNA se producen errores ocasionales, llamados
mutaciones. Como las tasas de mutacion parecen ser aproxima-
damente iguales en todas las células, sean grandes o pequeias,
cuanto mds replicaciones cromosdmicas se produzcan mayor
serd el ndmero total de mutaciones en la poblacién celular. Las
mutaciones son la «materia prima» de la evolucién; cuanto
mayor sea el grupo de mutaciones, mayores seran las posibi-
lidades evolutivas. Asi pues, como las células procariotas son
bastante pequenas y ademads son haploides (lo que permite que
las mutaciones se expresen inmediatamente), en general tie-
nen capacidad para crecer y evolucionar mas rdpidamente que
las células mas grandes y diploides. En estas dltimas, no solo la
relaciéon S/V es menor, sino que los efectos de una mutacién en

un gen pueden verse enmascarados por una segunda copia del
gen sin mutar. Esta diferencia fundamental en tamano y gené-
tica entre las células procariotas y las eucariotas es un motivo
primordial de por qué los procariotas se adaptan mds rapida-
mente a los cambios en las condiciones ambientales y explo-
tan mds facilmente los nuevos hébitats que los eucariotas. En
capitulos posteriores ilustraremos este concepto cuando ana-
licemos, por ejemplo, la enorme diversidad de los procariotas
(Capitulos 13-16) y la rapidez de su evolucion (€2 Seccion 12.6).

Limites inferiores del tamaiio celular

De la explicacion anterior se podria inferir que cuanto mds
pequenas sean las bacterias mdas ventajas selectivas tendrdn en
la naturaleza. Sin embargo, esto no es cierto, porque existen
limites inferiores al tamafio de las células. Si consideramos el
volumen necesario para albergar los componentes esenciales
de una célula viva en estado libre —proteinas, dcidos nuclei-
cos, ribosomas, etcétera—, una estructura con un diametro de
0,1 um o menos resulta insuficiente, y las estructuras con dia-
metros de 0,15 m estdn en el limite. Por tanto, las estructuras
observadas en muestras naturales que tienen 0,1 um o incluso
menos y «parecen» células bacterianas, casi con toda seguridad
no lo son. A pesar de ello, se conocen algunas células procario-
tas muy pequenias, y muchas se han cultivado en el laborato-
rio. Las aguas ocednicas, por ejemplo, contienen entre 105y 10°
células procariotas por mililitro, y estas células suelen ser muy
pequenas, de entre 0,2 y 0,4 um de didmetro. Mds adelante vere-
mos que muchas bacterias patégenas también son muy peque-
nas. Cuando se examina el genoma de estos patégenos se ve que
son extremadamente simples y que carecen de muchos genes,
cuyas funciones son suplidas por sus hospedadores.

MINIRREVISION -----------=ssmmsmmemmsemmsem e

¢ ;Qué propiedad fisica de las células aumenta al disminuir el
tamano?

e ;De qué manera el tamano reducido y el estado haploide de
los procariotas aceleran su evolucion?

e ;Cudles son aproximadamente los limites inferiores de tamano
de una célula? ¢Por qué?

lll - La membrana citoplasmatica y el transporte

Acontinuaci(’)n estudiaremos la estructura y la funcién de
una de las estructuras mds importantes de una célula: la
membrana citoplasmatica. La membrana citoplasmaética ejerce
muchas funciones, entre las que destaca la de «portero» de las
sustancias disueltas que entran y salen de la célula.

2.7 Estructura de la membrana

La membrana citoplasmatica rodea el citoplasma y lo separa
del entorno. Si la membrana citoplasmética se rompe, se des-
truye la integridad celular, el contenido del citoplasma se escapa
al exterior y la célula muere. La membrana citoplasmatica es
estructuralmente débil y confiere poca proteccién frente a la

lisis osmotica, pero es una estructura idénea para su funcion
principal: la permeabilidad selectiva.

Composicion de la membrana

La estructura general de la membrana citoplasmadtica es una
bicapa fosfolipidica. Los fosfolipidos estdn formados por com-
ponentes hidréfobos (4cidos grasos) e hidroéfilos (glicerol-fos-
fato) (Figura 2.14). Como los fosfolipidos se agregan en solucién
acuosa, tienden a formar bicapas de manera natural. En una
membrana fosfolipidica, los dcidos grasos se colocan orienta-
dos hacia el interior, unos frente a otros, formando un ambiente
hidréfobo, mientras que los fragmentos hidréfilos quedan
expuestos al medio exterior o al citoplasma (Figura 2.145). Los
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Figura 2.14 Bicapa fosfolipidica de la membrana. (a) Estructura del
fosfolipido fosfatidiletanolamina. (b) Arquitectura general de la bicapa de la
membrana; las esferas azules representan el glicerol con fosfato u otros grupos
hidréfilos. (c) Micrografia electronica de transmision de una membrana. El area
interior clara es la region hidréfoba de la membrana modelo de la parte b.

Fosfolipidos

Proteinas
integrales
de membrana

acidos grasos de la membrana citoplasmatica tienen normal-
mente de 14 a 20 dtomos de carbono.

La membrana citoplasmatica tiene solamente de 8 a 10 nm
de ancho, pero se puede ver en el microscopio electrénico de
transmisién en forma de dos lineas oscuras separadas por una
linea clara (Figura 2.14c). Esta membrana unitaria, como se la
denomina (porque cada capa de fosfolipidos forma la mitad de
la «unidad»), esta formada por una bicapa fosfolipidica con pro-
teinas embebidas en ella (Figura 2.15). Aunque en las represen-
taciones la membrana parece rigida, en realidad tiene cierta
fluidez, con una consistencia que recuerda a la de un aceite
poco viscoso. Asi pues, las proteinas embebidas en la mem-
brana tienen libertad de movimiento. Las membranas citoplas-
maticas de algunas bacterias tienen unas moléculas similares
a los esteroles, llamadas hopanoides, que les confieren rigidez.
Los esteroles son moléculas rigidas y planas que aportan resis-
tencia a las membranas de la célula eucariota, y los hopanoides
cumplen una funcién parecida en Bacteria.

Proteinas de membrana

El contenido proteico de la membrana citoplasmatica es bas-
tante elevado. Las proteinas de membrana tienen, normal-
mente, una superficie hidréfoba en las regiones que atraviesan
la membrana, y una superficie hidréfila en las regiones en con-
tacto con el medio y el citoplasma (Figuras 2.14 y 2.15). La
superficie exterior de la membrana citoplasmadtica estd en con-
tacto con el medio, y en las bacterias gramnegativas interac-
ciona con diversas proteinas que se unen a sustratos o procesan
moléculas més grandes para transportarlas al interior de la
célula (proteinas periplasméticas, Seccién 2.11). La superficie
interior de la membrana citoplasmatica estd en contacto con el

Exterior

Grupos
hidroéfilos

T Grupos

hidréfobos

Interior

Molécula
de fosfolipido

Figura 2.15 Estructura de la membrana citoplasmatica. La superficie interior (Interior) esta en contacto con el citoplasma, y la superficie exterior (Exterior)
esta en contacto con el medio. Los fosfolipidos componen la matriz de la membrana citoplasmatica con proteinas embebidas o asociadas a la superficie. La
arquitectura general de la membrana citoplasmatica es similar en procariotas y eucariotas, aunque existen diferencias quimicas.
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citoplasma e interacciona con proteinas y otras moléculas de
este entorno.

Muchas proteinas de membrana se encuentran firmemente
embebidas en la membrana y reciben el nombre de proteinas
integrales de membrana. Otras tienen un fragmento anclado
a la membrana y regiones externas a la membrana orientadas
hacia el interior o el exterior de la célula (Figura 2.15). Otras,
llamadas proteinas periféricas de membrana, no estan embebi-
das en la membrana, aunque siguen asociadas a la superficie de
esta. Algunas de estas proteinas periféricas de membrana son
lipoproteinas, moléculas que contienen una cola lipidica que
ancla la proteina a la membrana. Las proteinas periféricas de
membrana suelen interaccionar con las proteinas integrales en
importantes procesos celulares como el metabolismo energé-
tico y el transporte. Normalmente, las proteinas de membrana
que interaccionan entre si en algunos procesos estan agrupadas
para poder permanecer adyacentes en el entorno semifluido de
la membrana.

Membranas arqueanas

A diferencia de los lipidos de Bacteria y Eukarya, en los que
los enlaces éster unen los dcidos grasos y el glicerol, los lipi-
dos de Archaea contienen enlaces éter entre el glicerol y sus
cadenas laterales hidréfobas (Figura 2.16). Los lipidos arquea-
nos, por tanto, carecen de acidos grasos per se, pero las cade-
nas laterales hidréfobas cumplen el mismo papel funcional
que aquellos. Los lipidos arqueanos estin formados por mul-
tiples unidades de isopreno, un hidrocarburo de cinco carbo-
nos (Figura 2.16c¢).

La membrana citoplasmética de las Archaea estd formada por
diéteres de glicerol, con cadenas laterales de 20 atomos (la uni-
dad 20-C recibe el nombre de grupo fitanilo y estd compuesta
por 5 unidades de isopreno), o por tetraéteres de glicerol, con
cadenas laterales de 40 carbonos (Figura 2.17). En los lipidos con
tetraéter, los extremos de las cadenas laterales de fitanilo orien-
tados hacia dentro de cada molécula de glicerol estdn unidos
covalentemente formando una monocapa lipidica en lugar de
una bicapa (Figura 2.17d, e). A diferencia de las bicapas lipidi-
cas, las membranas de monocapa lipidica son extremadamente
resistentes al calor, de manera que se encuentran ampliamente
distribuidas entre los hipertermdfilos del dominio Archaea,
organismos que crecen mejor a temperaturas superiores a

o .
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H,C—O0—C—R |

0 H,C—0O0—C—R

Il |
HC—O0—C—R HC—O—C—R

O (0]
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H,C—0—P—0"  H,C—0—P—0" |
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Figura 2.16 Estructura general de los lipidos. (a) Enlace éster y (b)
enlace éter. (c) Isopreno, estructura precursora de las cadenas laterales de los
lipidos arqueanos. En cambio, las cadenas laterales de los lipidos en Bacteriay
Eukarya estan compuestas de acidos grasos (véase la Figura 2.14a).

80 °C. También es posible encontrar membranas con una mez-
cla de bicapa y monocapa, en las que algunos de los grupos
hidréfobos encarados estan unidos covalentemente y otros no.

Muchos lipidos arqueanos contienen anillos en las cade-
nas laterales hidrocarbonadas. Por ejemplo, el crenarqueol, un
lipido muy extendido entre especies de Thaumarchaeota, uno
de los principales filum de Archaea, contiene cuatro anillos de
5 carbonos (ciclopentilo) y un anillo de 6 carbonos (ciclohexilo)
(Figura 2.17¢). Los anillos de las cadenas laterales hidrocarbo-
nadas afectan a las propiedades quimicas de los lipidos y, por
extension, a toda la funcionalidad de la membrana. También
puede haber aztcares en los lipidos arqueanos. Por ejemplo, los
lipidos de membrana predominantes en muchas Euryarchaeota,
un grupo importante de Archaea que comprende a los metané-
genos y a los haléfilos extremos (€2 Figura 1.6b), son diéteres
de glicerol.

A pesar de las diferencias quimicas entre las membranas
citoplasmaticas de Archaea y las de los organismos de otros
dominios, la estructura fundamental de la membrana citoplas-
matica arqueana —superficies interna y externa hidroéfilas e
interior hidréfobo— es la misma que la de las membranas de
Bacteria y Eukarya. La evolucién ha seleccionado este disefo
como la mejor solucién para la funcién principal de la mem-
brana citoplasmadtica, la permeabilidad, que estudiaremos a
continuacion.

MINIRREVISION -----snnomsnmenanmenanmemeec e

e Trace la estructura basica de una bicapa lipidica y sefiale las
regiones hidrdfila e hidréfoba.

e +En qué se parecen los lipidos de membrana de Bacteria y
Archaea y en qué se diferencian?

2.8 Funciones de la membrana

La membrana citoplasmatica tiene diversas funciones. En pri-
mer lugar, la membrana es una barrera de permeabilidad que
evita la filtracion pasiva de solutos hacia el interior y el exte-
rior de la célula (Figura 2.18). En segundo lugar, la membrana
es un punto de anclaje para muchas proteinas. Algunas de
ellas son enzimas ocupadas en la conservacién de la energia y
otras transportan solutos dentro y fuera de la célula. La mem-
brana citoplasmatica es un centro principal de conservacién
de energia en la célula procariota. La membrana puede exis-
tir en forma cargada energéticamente, en la que los protones
(H") se encuentran separados de los iones hidroxilo (OH") a
través de la superficie de la membrana (Figura 2.18c¢). La sepa-
racion de las cargas genera un estado de energia andlogo a la
energia potencial de una bateria cargada. Esta fuente de ener-
gia, llamada fuerza protonmotriz, es responsable de muchas de
las funciones de la célula que requieren energia, como muchas
reacciones de transporte, la motilidad natatoria y la biosinte-
sis de ATP.

Permeabilidad

El citoplasma es una solucion de sales, azicares, aminodcidos,
nucleétidos y muchas otras sustancias. La porcién hidréfoba de
la membrana citoplasmatica (Figuras 2.14 'y 2.15) es una barrera
hermética a la difusion de estas sustancias. Si bien algunas
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Figura 2.17 Lipides principales de Archasa y amuitectura de las membranas arqusanas. (3, b} Obsérvess que ol hidrocarburn dal lipido esta unida al gicerl
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Funciones de la numbrana citoplasmatica
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Figura 2.18 Funciones principales de la membrana citoplasmética. La membrana citoplasmatica, aungue es estnucturalments dabil, realiz muchas
funcionas importantes.
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pequeiias moléculas hidréfobas atraviesan la membrana por
difusién, las moléculas polares y cargadas no se difunden, sino
que deben ser transportadas. Ni siquiera una sustancia tan
pequefia como un protén (H") puede difundirse a través de la
membrana. En la Tabla 2.2 se muestra la permeabilidad relativa
de la membrana a algunas sustancias bioldgicamente relevan-
tes. Como se puede ver, la mayoria de las sustancias no pueden
difundirse a la célula, por lo que deben ser transportadas.

Una sustancia que atraviesa libremente la membrana en
ambas direcciones es el agua, una molécula con cierta polari-
dad pero lo suficientemente pequeiia para pasar entre las molé-
culas de fosfolipidos de la bicapa lipidica (Tabla 2.2). Ademas
del agua que entra por difusién, las proteinas de la membrana
llamadas acuaporinas funcionan acelerando el movimiento del
agua a través de la membrana. Por ejemplo, la acuaporina AqpZ
de Escherichia coli importa o exporta agua hacia o desde el cito-
plasma, segtin sean las condiciones osméticas.

Proteinas transportadoras
Las proteinas transportadoras no solo transportan solutos a tra-
vés de la membrana: también los acumulan en el interior de la
célula contra el gradiente de concentraciéon. La necesidad de un
transporte mediado es ficil de entender. Si la difusion fuera el
unico mecanismo de entrada de solutos en la célula, la concen-
tracién intracelular de nutrientes nunca superaria la concen-
tracion extracelular, que para la mayoria de los nutrientes es
bastante baja en la naturaleza (Figura 2.19) y resultaria insuficiente
para que las células llevaran a cabo las reacciones bioquimicas.
Las reacciones de transporte mueven los nutrientes de zonas de
baja concentracién a otras de alta concentracién y, como vere-
mos en la seccién siguiente, esto conlleva un coste energético.
Los sistemas de transporte presentan diversas propiedades
caracteristicas. En primer lugar, a diferencia de lo que ocurre
en la difusidn, los sistemas de transporte tienen efecto de satu-
racién. Si la concentracién de un sustrato es lo bastante alta
para saturar al transportador, lo que suele ocurrir a concentra-
ciones muy bajas de sustrato, la velocidad de entrada alcanza
un maximo y la adicién de mds sustrato no aumenta dicha
velocidad (Figura 2.19). Esta caracteristica de las proteinas
transportadoras es esencial para concentrar nutrientes a par-
tir de ambientes muy diluidos. Una segunda caracteristica del

Tabla 2.2

Comparacion de la permeabilidad
de las membranas a diversas moléculas

Potencial de difusion

Sustancia Tasa de permeabilidad®  en una célula

Agua 100 Excelente

Glicerol 0,1 Buena

Triptofano 0,001 Bueno/bajo

Glucosa 0,001 Bueno/bajo

lon cloruro (CI7) 0,000001 Muy bajo

lon potasio (K¥) 0,0000001 Extremadamente bajo
lon sodio (Na*) 0,00000001 Extremadamente bajo

@ Escala relativa de permeabilidad respecto a la permeabilidad al agua,
considerada como 100. La permeabilidad de la membrana al agua puede
alterarse por las acuaporinas.

Transportador saturado

\

Transporte

Difusion simple

Velocidad de entrada de soluto

Concentracion exterior de soluto

Figura 2.19 Transporte frente a difusion. En el transporte, la velocidad
de entrada presenta saturacion a una concentracion exterior relativamente baja.

transporte mediado por transportadores es su alta especifici-
dad. Muchas proteinas transportadoras se unen solo un tipo
de molécula, mientras que unas pocas transportan moléculas
relacionadas entre si, como algunos aztcares diferentes o algu-
nos aminodcidos diferentes. Esta economia reduce la necesidad
de proteinas transportadoras diferentes para cada aminodcido
o azucar. Una tercera caracteristica fundamental de los siste-
mas transportadores es que su sintesis suele estar estrictamente
regulada por la célula. Es decir, la dotacidn especifica de los
transportadores presentes en la membrana citoplasmédtica de
una célula es funcién tanto de la naturaleza como de la concen-
tracion de los recursos en su entorno. Algunos nutrientes son
transportados por un transportador cuando se encuentran en
alta concentracion, y por otro diferente, normalmente de mayor
afinidad, cuando la concentracién es muy baja.

MINIRREVISION -----------=--mmrmmsmmemnem s ;

e ;Por qué una célula no puede depender solamente de la
difusiéon simple como forma de adquirir sus nutrientes?

e ;Por qué el dafio fisico a la membrana citoplasmatica puede
ser mortal para la célula?

2.9 Transporte de nutrientes

Para impulsar el metabolismo y mantener el crecimiento, las
células necesitan importar nutrientes y exportar residuos de
manera continua. Para cumplir esos requisitos, en los procario-
tas existen varios mecanismos de transporte, cada uno de ellos
con caracteristicas propias.

Mecanismos de transporte y transportadores

En los procariotas se han caracterizado al menos tres meca-
nismos de transporte. Del transporte simple, se encarga una
sola proteina transmembranaria de transporte, la transloca-
cién de grupo utiliza una serie de proteinas en el transporte, y
los sistemas de transporte ABC estin formados por tres com-
ponentes: una proteina de unién a sustrato, un transportador
integrado en la membrana y una proteina que hidroliza ATP
(Figura 2.20). Todos estos sistemas impulsan el acto real de trans-
porte mediante la fuerza protonmotriz, el ATP o algtn otro
compuesto organico rico en energia.
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Interior

Exterior
Transporte simple: e e
Impulsado por la -’ :

energia de la fuerza - - “ e
protonmotriz o

Sustancia
transportada -

Translocacion de grupo:
Modificacién quimica
de la sustancia
transportada impulsada - o’
por el fosfoenolpiruvato & - <

Transportador ABC:
Con proteinas de union
periplasmatica;

la energia proviene

del ATP

ATP—ADP + P,

Figura 2.20 Las tres clases de sistemas de transporte. Obsérvese

que los transportadores simples y el sistema ABC transportan sustancias sin
modificarlas quimicamente, mientras que la translocacion de grupo provoca
una modificacion quimica (en este caso la fosforilacion) de la sustancia
transportada. Las tres proteinas del sistema ABC estan marcadas como 1,2y 3.

Los transportadores de membrana estdn compuestos nor-
malmente de doce polipéptidos que atraviesan la membrana
formando un canal; a través de ese canal es por donde realmente
se transporta el soluto hacia la célula. Para que se produzca el
transporte es necesario que las proteinas transportadoras expe-
rimenten un cambio conformacional tras la unién del soluto.
Igual que una puerta giratoria, el cambio conformacional intro-
duce el soluto en la célula.

Independientemente del mecanismo, los procesos de trans-
porte pueden ser de tres tipos: uniporte, simporte y antiporte,
cada uno de ellos catalizado por una proteina denominada porta-
dora (Figura 2.21). Las uniportadoras son proteinas que transpor-
tan una sustancia unidireccionalmente a través de la membrana,
ya sea hacia dentro o hacia fuera. Las simportadoras son cotrans-
portadoras; transportan una molécula junto con una segunda
sustancia, normalmente un protén. Las antiportadoras son pro-
teinas que transportan una sustancia hacia la célula y, simulta-
neamente, una segunda sustancia hacia el exterior de la célula.

Transportadores simples y translocacion de grupo

La bacteria Escherichia coli metaboliza la lactosa, un disacéarido
que es transportado al interior de las células de E. coli gracias a
la actividad de una proteina transportadora simple llamada per-
measa lac, un tipo de simportadora. Cada vez que una molécula
de lactosa es transportada al interior de la célula, la energia de
la fuerza protonmotriz disminuye ligeramente por el cotrans-
porte de un protén al citoplasma (Figura 2.21). La membrana
recupera la energia mediante reacciones de conservacién de la
energia que se describen en el Capitulo 3. El resultado neto de
la actividad de la permeasa lac es la acumulacién de lactosa con-
tra el gradiente de concentracion a expensas de un consumo de
energia. Una vez en el citoplasma, la lactosa se rompe y se utiliza

Exterior

Interior

!

=
Uniporte

$® &8
Antiporte

Simporte

Figura 2.21 Estructura de los transportadores transmembranarios y
tipos de procesos de transporte. Los transportadores transmembranarios
estan formados por 12 hélices o (representadas como cilindros) que se
agregan para formar un canal a través de la membrana. Se muestran ejemplos
de tres procesos de transporte diferentes: uniporte, antiporte y simporte.

Los discos rojos representan la molécula transportada; los discos amarillos
representan la molécula cotransportada.

para la sintesis de ATP y para sintetizar nuevos esqueletos de
compuestos de carbono.

La translocaciéon de grupo difiere del transporte simple en dos
aspectos: 1) la sustancia transportada se modifica quimicamente
durante el proceso de transporte, y 2) el transporte se lleva a
cabo a costa de un compuesto organico rico en energia en lugar
de a expensas de la fuerza protonmotriz. Uno de los sistemas de
translocacién de grupo mejor estudiados es el que transporta los
azucares glucosa, manosa y fructosa en E. coli. Estos compuestos
son fosforilados por el sistema fosfotransferasa durante su trans-
porte. Dicho sistema estd formado por una familia de protei-
nas que trabajan coordinadas; para transportar cada azicar son
necesarias cinco proteinas. Antes del transporte, las mismas pro-
teinas del sistema fosfotransferasa son fosforiladas y desfosfori-
ladas en cascada hasta llegar a la transportadora real, el enzima
11, que fosforila el azticar durante el transporte (Figura 2.22). Una
proteina llamada HPr, el enzima que fosforila a HPr (Enzima I),
yelenzima II_ son todas proteinas citoplasmaticas. En cambio, el
enzima II; se encuentra en la superficie interior de la membrana,
y el enzima II_ es una proteina integral de membrana.

HPr y el Enzima I son componentes inespecificos del sis-
tema fosfotransferasa y participan en la captacién de diversos
azucares distintos. Existen varias versiones del enzima II, una
para cada azucar diferente que es transportado (Figura 2.22).
La energfa para impulsar el sistema fosfotransferasa procede del
fosfoenolpiruvato, una molécula intermedia de la glicélisis rica
en energia (€O Seccién 3.8).

Proteinas periplasmaticas de union y sistema ABC

Veremos mds adelante que las bacterias gramnegativas contie-
nen una regién llamada periplasma, situada entre la membrana
citoplasmatica y una segunda capa de membrana llamada mem-
brana externa, que forma parte de la pared celular gramnega-
tiva (Seccién 2.11). El periplasma contiene muchas proteinas
diferentes, algunas de las cuales intervienen en el transporte y
reciben el nombre de proteinas periplasmdticas de union. Los
sistemas de transporte que utilizan proteinas periplasmaticas
de unién junto con un transportador de membrana y proteinas
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Componentes inespecificos

Componentes especificos

.— Glucosa

Exterior

Membrana
citoplasmética\

1"%-’1*.--

PE-P) r
{ Hpr

Piruvato
®

Direccion de transferencia de P |::>

AL Direccion
£ de transporte

de la glucosa

Interior ?_®
Glucosa 6-P

Figura 2.22 Mecanismo del sistema fosfotransferasa de B. Para la captacion de glucosa, el sistema esta formado por cinco proteinas: Enzima (Enz) |,
enzimas IL,, Il y Il,, y HPr. Se produce una cascada de fosfato desde el fosfoenolpiruvato (PE-P) hasta el enzima Il y este Ultimo en realidad transporta y fosforila el
azlcar. Las proteinas HPr y Enz | son inespecificas y transportan cualquier aztcar. Los componentes Enz Il son especificos para cada az(car concreto.

que hidrolizan ATP se llaman sistemas de transporte ABC (del
inglés ATP-binding cassette) (Figura 2.23). En los procariotas
se han identificado mds de 200 sistemas ABC de transporte

= SIS
Pttt Nk ,_f:: ,;’,:,’,_f?% Peptidoglicano

Proteina
periplasmatica
de unién

Sustancia
transportada

Periplasma -

Exterior

Transportador
transmembranario

Proteina que
hidroliza el ATP

Interior

2ATP 2ADP+2P,
Figura 2.23 Mecanismo de accion de un transportador ABC. La
proteina periplasmatica de union tiene gran afinidad por el sustrato, las
proteinas transmembranarias forman el canal de transporte, y las proteinas
que hidrolizan el ATP citoplasmatico suministran la energia para el transporte.

diferentes. Los transportadores ABC captan compuestos orga-
nicos como azdcares y aminodcidos, nutrientes inorgdnicos
como sulfato y fosfato, y algunos metales.

Una propiedad caracteristica de las proteinas periplasmaticas
de unidn es su alta afinidad por el sustrato. Estas proteinas pue-
den unirse a su(s) sustrato(s) incluso cuando este esta presente a
concentraciones extremadamente bajas; por ejemplo, menos de
1 micromolar (10~® M). Una vez se ha unido al sustrato, la pro-
teina periplasmdtica de unién interacciona con su respectivo
transportador de membrana para llevar el sustrato al interior de
la célula gracias a la energia del ATP (Figura 2.23).

Aunque las bacterias grampositivas carecen de periplasma,
también cuentan con sistemas de transporte ABC. Sin embargo,
en estas bacterias las proteinas de unién a sustrato (el equiva-
lente funcional de las proteinas periplasmaticas de unién) estin
ancladas a la superficie externa de la membrana citoplasma-
tica. Una vez se han unido a su sustrato, estas proteinas inte-
raccionan con un transportador de membrana para catalizar la
entrada de sustrato impulsada por ATP.

MINIRREVISION ----------s-=ssmmsmsemmsemmsem e

1
e Compare los transportadores simples, €l sistema .
fosfotransferasa y los transportadores ABC en cuanto a 1) fuente |
de energia, 2) cambios quimicos del soluto durante el transporte, |

y 3) nimero de proteinas necesarias. i

e ;Qué caracteristica principal de las proteinas periplasmaticas '
de unién las hace adecuadas para organismos que viven en |
ambientes pobres en nutrientes? |

1

IV - La pared celular en Bacteriay Archaea

1 citoplasma de las células procariotas mantiene una alta con-
centracion de solutos disueltos, y en una célula tipica esto
genera una presion osmotica significativa, de unas 2 atmosfe-
ras (203 kPa); es, aproximadamente, la presién de un neumaético

de coche. Para soportar estas presiones e impedir la explosién
(lisis celular), la mayoria de las células de Bacteria y Archaea
tienen una pared. Ademas de impedir la lisis osmética, la pared
celular confiere forma y rigidez a la célula. El conocimiento de
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la estructura y las funciones de la pared celular es importante,
no solo para entender cémo funcionan las células procariotas,
sino también porque determinados antibidticos tienen como
objetivo la sintesis de la pared celular, de manera que dejan a la
célula expuesta a la lisis. Como las células humanas carecen de
pared celular, estos antibidticos presentan beneficios obvios en
el tratamiento de las infecciones bacterianas.

2.10 Peptidoglicano

Como hemos visto, las especies del dominio Bacteria se pueden
dividir en dos grandes grupos, grampositivas y gramnegativas.
La distincién entre bacterias grampositivas y gramnegativas se

basa en la reaccién a la tincion de Gram (Seccion 2.2), y las
diferencias en la estructura de la pared celular son un factor
fundamental en esta reaccion. La superficie de las células gram-
positivas vista al microscopio electrénico difiere notablemente
de la de las células gramnegativas, como se aprecia en la Figura
2.24. La pared celular de las bacterias gramnegativas, o cubierta
celular, como se la llama a menudo, tiene al menos dos capas,
mientras que la pared de las células grampositivas suele ser
mucho mads gruesa y estd formada fundamentalmente por un
solo tipo de molécula.

Nos centraremos a continuacién en el componente poli-
sacaridico de las paredes celulares de las bacterias, tanto las
grampositivas como las gramnegativas. En la seccién siguiente

H
-
H
]
i
-

Figura 2.24 Paredes celulares de las bacterias. (3, b) Representacion esquemética de las paredes celulares grampositivas y gramnegativas. La foto de
la tincién de Gram en el centro muestra células de Staphylococcus aureus (de color violeta, grampositivas) y Escherichia coli (de color rosa, gramnegativas).
(c, d) Micrografias electronicas de transmision (TEM) que muestran la pared celular de una bacteria grampositiva y de una bacteria gramnegativa.

(e, f) Micrografias electronicas de barrido de bacterias grampositivas y gramnegativas, respectivamente. Obsérvese las diferencias en la textura superficial.

Cada célula tiene aproximadamente 1 um de ancho.
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describiremos los componentes especiales de las paredes celu-
lares presentes en las bacterias gramnegativas. En la Seccién
2.12 describiremos las paredes celulares de las Archaea.

La quimica del peptidoglicano

Las paredes de las bacterias tienen una capa rigida que es la res-
ponsable principal de la resistencia de la célula. Esta capa rigida,
llamada peptidoglicano, es un polisacarido compuesto por dos
derivados de aztcares, la N-acetilglucosamina y el dcido N-ace-
tilmurdmico, y unos pocos aminodcidos, L-alanina, D-alanina,
D-4cido glutdmico y L-lisina 0 una molécula de estructura simi-
lar, el dcido diaminopimélico (DAP). Estos constituyentes estan
conectados formando una estructura repetitiva llamada tetra-
péptido de glicano (Figura 2.25).

En la biosintesis, las cadenas largas de peptidoglicano se colo-
can adyacentes entre si para formar una ldmina que rodea a la
célula. Las cadenas individuales estdn conectadas por entre-
cruzamientos entre aminodcidos. Los enlaces glicosidicos que
conectan los aztcares en las cadenas de glicano son covalen-
tes, pero proporcionan rigidez solamente en una direccién. Solo
después del entrecruzamiento el peptidoglicano es lo bastante
fuerte en las direcciones X e Y (Figura 2.26). El entrecruzamiento
se produce en distintos grados en especies diferentes de Bac-
teria, y cuanto mas extenso es, mayor es la rigidez que aporta.

En las bacterias gramnegativas, el entrecruzamiento del pep-
tidoglicano estd formado por un enlace peptidico entre el grupo
amino de DAP de una cadena de glicano y el grupo carboxilo de
la p-alanina terminal de la cadena de glicano adyacente (Figura
2.26). En las bacterias grampositivas, el entrecruzamiento se
produce normalmente a través de un pequeiio puente pepti-
dico, en el que la clase y el numero de aminodcidos varian de
una especie a otra. En la bacteria grampositiva Staphylococ-
cus aureus, cuya bioquimica de la pared celular se conoce bien,

N-Acetilglucosamina (@) Acido N-acetiimuramico ()
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Figura 2.25 Estructura de la unidad repetitiva en el peptidoglicano, el
tetrapéptido de glicano. La estructura que se muestra es la que presentan
Escherichia coliy la mayoria de las bacterias gramnegativas. En algunas
bacterias hay otros aminodcidos, como se describe en el texto.
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Figura 2.26 Peptidoglicano de Escherichia coliy Staphylococcus
aureus. (a) En el peptidoglicano de Escherichia coliy en el de las otras
bacterias gramnegativas no se observan puentes peptidicos. (b) Puente

de glicinas en S. aureus (grampositiva). (c) Estructura completa del
peptidoglicano. G, N-acetilglucosamina; M, acido N-acetil muramico.
Obsérvese que los enlaces glicosidicos confieren resistencia al peptidoglicano
en direccion X, mientras que los enlaces peptidicos lo hacen en direccion Y.

el puente estd formado por cinco residuos de glicina (Figura
2.26b). En la Figura 2.26¢ se muestra la estructura completa del
peptidoglicano.

Algunos agentes pueden destruir el peptidoglicano. Uno de
ellos es la lisozima, un enzima que corta el enlace glicosidico
f-1,4 entre la N-acetilglucosamina y el 4cido N-acetilmurdmico
en el peptidoglicano (Figura 2.25), con el consiguiente debilita-
miento de la pared celular. Cuando esto ocurre, el agua puede
entrar en la célula y provocar la lisis celular. La lisozima estd
presente en algunas secreciones animales, como las lagrimas,
la saliva y otros liquidos corporales, y funciona como linea de
defensa principal frente a las infecciones bacterianas. Cuando
estudiemos la biosintesis del peptidoglicano en el Capitulo 5
veremos que el antibiético penicilina también ataca al peptido-
glicano, pero de manera diferente a las lisozimas. Mientras que
las lisozimas destruyen el peptidoglicano existente, la penicilina
impide su biosintesis, de manera que debilita la pared y favorece
la lisis osmética.

El peptidoglicano se encuentra solamente en el dominio Bac-
teria; el acido N-acetilmurdmico y el aminodcido andlogo DAP
nunca se han encontrado en las paredes celulares de Archaea
o Eukarya. No obstante, tampoco todas las bacterias exami-
nadas tienen DAP en su peptidoglicano; algunas tienen lisina

booksmedicos.org



https://booksmedicos.org

booksmedicos.org

46 UNIDAD 1 e LOS FUNDAMENTOS DE LA MICROBIOLOGIA

en su lugar. Una caracteristica inusual del peptidoglicano es
la presencia de dos aminodcidos del estereoisémero D: D-ala-
nina y dcido p-glutdmico. Las proteinas, en cambio, siempre
estan formadas Unicamente por L-aminodcidos. Se han des-
crito mas de cien peptidoglicanos quimicamente distintos que
varfan en sus entrecruzamientos peptidicos y/o en sus puen-
tes. Sin embargo, la porcion de glicano es la misma en todos los
peptidoglicanos; solo estd formada por N-acetilglucosamina y
acido N-acetilmurdmico, y siempre enlazados por enlaces f3-1,4
(Figuras 2.25y 2.26).

La pared celular grampositiva

Hasta un 90 % de la pared celular grampositiva estd com-
puesta de peptidoglicano. Y, aunque algunas bacterias tienen
una sola capa de peptidoglicano, muchas bacterias gram-
positivas presentan varias laminas de peptidoglicano apila-
das (Figura 2.26a). Se cree que el peptidoglicano se sintetiza
en forma de «cables» de unos 50 nm de ancho (Figura 2.27a),

Cable de
peptidoglicano

Ribitol — C

?
0=p—0-

(b) o

Proteina asociada  Acido teicoico

ala pared lipotei

Peptidoglicano Acido

(c) Membrana citoplasmatica

Figura 2.27 Estructura de la pared celular de las bacterias
grampositivas. (@) Dibujo de un bacilo grampositivo que muestra la arquitectura
interna de los «cables» de peptidoglicano. (b) Estructura de un &cido ribitolteicoico.
El 4cido teicoico es un polimero de la unidad repetitiva de ribitol que se muestra
aqui. (c) Esquema resumen de la pared celular de las bacterias grampositivas.

formados cada uno por varios filamentos de glicano entrecru-
zados. A medida que se sintetiza el peptidoglicano, los cables
se van entrecruzando para formar una estructura de pared
todavia mas fuerte.

Muchas bacterias grampositivas tienen moléculas acidas,
llamadas acidos teicoicos, embebidas en la pared celular. El
término «acidos teicoicos» comprende todos los polimeros for-
mados por glicerol-fosfato o ribitol-fosfato de la pared celular,
la membrana citoplasmadtica y la cdpsula. Estos polialcoholes
estan conectados por ésteres fosfato y normalmente contienen
azlcares o D-alanina (Figura 2.27b) y estdn unidos covalente-
mente al 4cido muramico del peptidoglicano de la pared. Como
los fosfatos estan cargados negativamente, los dcidos teicoicos
son en parte responsables de la carga eléctrica total negativa de
la superficie celular. Los acidos teicoicos también unen Ca** y
Mg para transportarlos al interior de la célula. Algunos aci-
dos teicoicos estdn unidos covalentemente a lipidos de mem-
brana, y en ese caso reciben el nombre de dcidos lipoteicoicos.
En la Figura 2.27 se resume la estructura de la pared celular
de las bacterias grampositivas y se muestra cémo se disponen
los dcidos teicoicos y lipoteicoicos en la estructura global de
la pared.

La mayoria de los procariotas no pueden sobrevivir en la
naturaleza sin pared celular, pero hay algunos que si lo hacen.
Entre ellos estan los micoplasmas, bacterias patégenas rela-
cionadas con las grampositivas que causan enfermedades a
los seres humanos y a otros animales, y el grupo de Thermo-
plasma, especies de Archaea que carecen de pared celular de
manera natural. Estos organismos son capaces de sobrevivir
sin pared porque contienen una membrana citoplasmdtica
inusualmente resistente o porque viven en habitats protegi-
dos osméticamente, como el cuerpo de los animales. La mayo-
ria de los micoplasmas tienen, en la membrana citoplasmadtica,
esteroles, que aportan fuerza y rigidez a la membrana igual que
lo hacen en las membranas citoplasmaticas de las células euca-
riotas. Las membranas de Thermoplasma contienen moléculas
llamadas lipoglicanos que cumplen una funcién de fortaleci-
miento similar.

MINIRREVISION ----------=srmmmmmsmsem e

e ;Por qué las células bacterianas necesitan pared celular?
¢ Todas las bacterias tienen pared celular?

e ;Por qué el peptidoglicano es una molécula tan fuerte?

e ;Qué accion realizan las lisozimas?

___________________________________________________________________

2.11 Lipopolisacaridos (LPS):
la membrana externa

En las bacterias gramnegativas, solo una pequeiia fraccion de la
pared celular es peptidoglicano, ya que la mayor parte la cons-
tituye la membrana externa. Esta capa es, a todos los efectos,
una segunda bicapa lipidica, pero no solo esta formada por fos-
folipidos y proteinas como la membrana citoplasmatica (Figura
2.15); en cambio, la membrana externa contiene también polisa-
caridos, y los lipidos y los polisacaridos estdn unidos formando
un complejo. Por ello, se la suele llamar capa de lipopolisaca-
rido o LPS.
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Quimica y actividad del LPS

Se conoce la estructura del LPS de algunas bacterias. Como se
ve en la Figura 2.28, la porcion polisacaridica del LPS consta de
dos componentes, el niicleo del polisacdrido y el polisacdrido
O especifico. En las especies de Salmonella, en las que el LPS
estd bien estudiado, el nucleo del polisacarido estd formado
por cetodesoxioctonato (KDO, del inglés ketodeoxyoctonate),
diversos azicares de siete dtomos de carbono (heptosas), glu-
cosa, galactosa y N-acetilglucosamina. El polisacarido O espe-
cifico estd unido al nicleo, y normalmente contiene galactosa,
glucosa, ramnosa y manosa, asi como una o mas didesoxihexo-
sas como abecuosa, colitosa, paratosa y tivelosa. Estos aztca-
res estan unidos en secuencias de cuatro o cinco miembros,
a menudo ramificados. Cuando las secuencias se repiten, se
forma el largo polisacarido O especifico.

En la Figura 2.29 se muestra la relacién de la capa de LPS con
toda la pared celular gramnegativa. La porcién lipidica del
LPS, llamada lipido A, no es un lipido tipico, derivado del glice-
rol (véase la Figura 2.14a), sino que los dcidos grasos estan uni-
dos mediante los grupos amino de un disacirido compuesto
por dos unidades de fosfato de glucosamina. El disacarido esta
unido al nucleo del polisacérido a través de KDO (Figura 2.28).
Los 4cidos grasos que se encuentran normalmente en el lipido
A son el caproico (C), el laurico (C,,), el miristico (C,,), el pal-
mitico (C,,) y el estedrico (C,,). El LPS sustituye a muchos de
los fosfolipidos en la mitad exterior de la membrana externa, y
sirve de anclaje para unir la membrana externa al peptidogli-
cano. Asi, aunque técnicamente la membrana externa sea una
bicapa lipidica, su estructura es diferente al de la membrana
citoplasmatica.

Aunque su funcidn principal es aportar resistencia a la
célula gramnegativa, una importante propiedad bioldgica
del LPS es su toxicidad para los animales. Entre las bacterias
gramnegativas patdgenas para los humanos mds conocidas
se encuentran especies de Salmonella, Shigella y Escherichia,
y algunos de los sintomas gastrointestinales que provocan
estos patdégenos se deben a la toxicidad de los componen-
tes de la membrana externa; toxicidad que estd asociada a la
capa LPS, y en particular al lipido A. El término endotoxina
se refiere a este componente téxico del LPS. Algunas endo-
toxinas causan violentos sintomas en humanos, como flatu-
lencias, diarrea y vomitos, y las endotoxinas producidas por

Polisacarido O especifico

Salmonella y las cepas enteropatdgenas de E. coli que se trans-
miten mediante alimentos contaminados son ejemplos tipicos
(@2 Secciones 23.10 y 31.10).

El periplasma y las porinas

Aunque es permeable a las moléculas pequenas, la membrana
externa es impermeable a las proteinas y las moléculas mds
grandes. En realidad, una de sus funciones principales es impe-
dir que las proteinas que llevan a cabo su actividad fuera de
la membrana citoplasmadtica escapen de la célula por difusion.
Estas proteinas se encuentran en una zona denominada peri-
plasma. Este espacio, ubicado entre la superficie exterior de
la membrana citoplasmatica y la cara interior de la membrana
externa, tiene unos 15 nm de ancho (Figura 2.29). El periplasma
tiene una consistencia gelatinosa a causa de la gran concentra-
cion de proteinas que contiene.

Dependiendo del organismo, el periplasma puede conte-
ner varias clases diferentes de proteinas. Pueden ser enzimas
hidroliticos, que se ocupan de la degradacién inicial de las
moléculas de los alimentos; proteinas de unién, que empie-
zan el proceso de transporte de sustancias (Seccién 2.9); o
quimiorreceptores, que son proteinas que dirigen la respuesta
quimiotéctica (Seccién 2.19). La mayoria de estas proteinas
llegan al periplasma por la accién de un sistema de expor-
tacion de proteinas presente en la membrana citoplasmatica
(@2 Seccion 4.14).

La membrana exterior es relativamente permeable a las molé-
culas pequenas (incluso a moléculas hidroéfilas) por la presen-
cia de unas proteinas llamadas porinas, que funcionan como
canales para la entrada y salida de solutos (Figura 2.294, c). Se
conocen varias porinas, tanto especificas como inespecificas.
Las porinas inespecificas forman canales llenos de agua, a tra-
vés de los cuales puede pasar cualquier sustancia pequeiia. Por
el contrario, las porinas especificas tienen un sitio de unién
para una sola sustancia o para un grupo reducido de sustancias
estructuralmente relacionadas. Las porinas son proteinas trans-
membranarias formadas por tres subunidades idénticas. Ade-
mads del canal presente en cada barril de la porina, los barriles
de las tres proteinas de una porina se asocian de manera que se
forma un pequefio hueco de 1 nm de didmetro en la membrana
externa a través del cual pueden pasar moléculas muy peque-
fnas (Figura 2.29¢).

Lipido A

Figura 2.28 Estructura del polisacarido de las bacterias gramnegativas. La composicion quimica del lipido A y de los componentes polisacaridicos

varia entre las especies gramnegativas de Bacteria, pero los componentes principales (lipido A—KDO—nucleo—O-especifico) son normalmente los mismos. El
polisacarido O especifico varia mucho entre especies. KDO, cetodesoxioctonato; Hep, heptosa; Glu, glucosa; Gal, galactosa; GluNac, N-acetilglucosamina; GIcN,
glucosamina; P, fosfato. La glucosamina y los &cidos grasos del lipido A estan unidos por los grupos amino. El lipido A del LPS puede ser toxico para los animales y
constituye el complejo de la endotoxina. Comparese esta figura con la Figura 2.29; el codigo de colores de los componentes del LPS es el mismo.
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Figura 2.29 Pared celular gramnegativa. (3) Disposicion del lipopolisacérido, el lipido A, los fosfolipidos, las porinas y las lipoproteinas en la membrana
externa. (En la Figura 2.28 se muestran los detalles de la estructura del LPS.) (b) Micrografia electronica de transmision de una célula de Escherichia colien la que se
aprecia la membrana citoplasmatica y la pared celular. (¢) Modelo molecular de las porinas. Obsérvense los cuatro poros presentes, uno en cada una de las proteinas
que forman una molécula de porina y un poro central mas pequefio (rodeado) entre las proteinas de la porina. La vista es perpendicular al plano de la membrana.

Relacion de la estructura de la pared celular
con la tincion de Gram

La diferencia estructural entre la pared celular de las bacterias
grampositivas y la de las gramnegativas es la causa de las dife-
rencias en la reaccién con el colorante de Gram. Recordemos
que en la tincién de Gram se forma un complejo insoluble entre
el cristal violeta y el yodo en el interior de la célula. En las bac-
terias gramnegativas, este complejo se extrae con alcohol, pero
no en las grampositivas (Seccién 2.2). Como hemos visto, las
bacterias grampositivas tienen una pared muy gruesa formada
fundamentalmente por peptidoglicano. Durante la tincion de
Gram, la pared celular grampositiva es deshidratada por el alco-
hol, que hace que los poros de las paredes se cierren e impide asi
que se escape el complejo insoluble de cristal violeta y yodo. En
las bacterias gramnegativas, por el contrario, el alcohol penetra
rdpidamente a través de la membrana externa rica en lipidos y

extrae el complejo cristal violeta-yodo de la célula. Después del
tratamiento con alcohol, las células gramnegativas son practica-
mente invisibles a menos que se vuelvan a teiiir con un segundo
colorante, un procedimiento estdndar en la tincién de Gram
(Figura 2.4).

MINIRREVISION -----s-omarmmaemmmen e

e ;Qué componentes quimicos se encuentran en la membrana
externa de las bacterias gramnegativas?

e ;Cual es la funcién de las porinas y donde estan ubicadas en
una pared celular gramnegativa?

e ;Qué componente de la célula gramnegativa tiene propiedades
de endotoxina?

e ;Por qué el alcohol decolora rapidamente las bacterias
gramnegativas, pero no las grampositivas?

___________________________________________________________________
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2.12 La pared celular en Archaea

El peptidoglicano, un biomarcador clave de Bacteria, esta
ausente de la pared celular de las Archaea, y normalmente tam-
poco encontramos en ellas membrana externa. En cambio,
cuentan con una amplia variedad de tipos de pared celular, que
pueden contener polisacaridos, proteinas y glicoproteinas.

Pseudomureina y otras paredes de polisacaridos

La pared celular de ciertas Archaea metandgenas contiene una
molécula con un parecido notable al peptidoglicano, un polisa-
cérido llamado pseudomureina (el término «mureina» procede
del latin y significa «pared», «muro», y es el término antiguo
para peptidoglicano) (Figura 2.30). El esqueleto de la pseudo-
mureina estd formado por unidades repetitivas alternantes
de N-acetilglucosamina (también presente en el peptidogli-
cano) y dcido N-acetiltalosaminurénico; este tltimo sustituye
al dcido N-acetilmurdmico del peptidoglicano. La pseudomu-
reina también se diferencia del peptidoglicano en que los enla-
ces glicosidicos entre los azucares son f3-1,3 en lugar de f-1,4,
y los aminodcidos son todos estereoisémeros L (Figura 2.30).
Se piensa que el peptidoglicano y la pseudomureina surgieron
por evolucién convergente después de que divergieran Bacte-
ria 'y Archaea o, mas probablemente, por evolucién a partir de
un polisacarido comun presente en la pared celular del ances-
tro comun de los dominios Bacteria y Archaea.

Las pareces celulares de otras Archaea carecen de pseudo-
mureina y en su lugar tienen otros polisacaridos. Por ejemplo,
las especies de Methanosarcina tienen una pared polisacaridica
gruesa compuesta por polimeros de glucosa, dcido glucurénico,
el dcido urdnico de la galactosamina y acetato. Las Archaea halé-
filas extremas como Halococcus, que estdn emparentadas con
Methanosarcina, tienen la pared celular similar, también muy
sulfatada. Las cargas negativas del ion sulfato (SO 42_) se unen al
Na" presente en los habitats de Halococcus —estanques de eva-
poracién de sal y mares y lagos salados— en grandes cantidades.
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Figura 2.30 Pseudomureina. Estructura de la pseudomureina, el
polimero de la pared celular de diversas especies de Methanobacterium.
Pueden apreciarse las similitudes y diferencias entre la pseudomureina y el
peptidoglicano (Figura 2.25).

El complejo sulfato-sodio ayuda a estabilizar la pared celular de
Halococcus en estos ambientes tan idnicos.

Capas S

Eltipo més habitual de pared celular en Archaea es la capa super-
ficial paracristalina o capa S, formada por moléculas entrela-
zadas de proteinas o glicoproteinas (Figura 2.31). La estructura
paracristalina de las capas S puede crear simetrias hexagona-
les, tetragonales o triméricas, en funcién del ntumero y la clase
de subunidades que la componen. Se han encontrado capas S
en organismos de todos los linajes principales de Archaea, asi
como en algunas especies de Bacteria (Figura 2.31).

La pared celular de algunas Archaea, como el metané-
geno Methanocaldococcus jannaschii, estd formada solo por
capa S. Por tanto, las capas S son lo suficientemente fuertes
para resistir presiones osmédticas por si solas. No obstante,
en muchos organismos las capas S estan presentes junto a
otros componentes de pared, normalmente polisacaridos.
Por ejemplo, en Bacillus brevis, una especie de Bacteria, hay
una capa S junto con peptidoglicano. Sin embargo, cuando
hay una capa S junto a otros componentes de la pared, aque-
lla siempre es la capa mds externa, la que estd en contacto
directo con el medio.

Ademads de servir como proteccién frente a la lisis osmé-
tica, las capas S pueden cumplir otras funciones. Por ejemplo,
como interfase entre la célula y su entorno, es probable que la
capa S actte de filtro selectivo, permitiendo el paso de solutos
de bajo peso molecular y excluyendo las moléculas o estruc-
turas mds grandes (como los virus). La capa S también puede

Susan F. Koval

Figura 2.31 La capa S. Micrografia electrénica de transmision de un
fragmento de capa S en la que se muestra la estructura paracristalina. Se
trata de la capa S de Aquaspirillum (una especie de Bacteria), y esta capa S
presenta simetria hexagonal, habitual en las capas S de Archaea.
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actuar reteniendo proteinas cerca de la superficie celular, en
gran medida como lo hace la membrana externa (Seccion 2.11)
en las bacterias gramnegativas.

Como vemos, existen diferentes estructuras de pared en las
especies de Archaea, desde las que se parecen mucho al pep-
tidoglicano hasta las que carecen totalmente de polisacari-
dos. Pero, con raras excepciones, todas las Archaea poseen una
pared celular de alguna clase y, como ocurre con las bacterias,
la pared celular arqueana impide la lisis osmética y le da a la
célula su forma. Al carecer de peptidoglicano, las Archaea son

resistentes de manera natural a las lisozimas (Figura 2.30) y a la
penicilina, agentes que destruyen el peptidoglicano o interrum-
pen su biosintesis (Seccién 2.10).

MINIRREVISION ------------n---mmsemmmeemmeem ooy

e ;En qué se parecen la pseudomureina y el peptidoglicano?
¢ En qué se diferencian?

e ;Cual es la composicién de una capa S?
e ;Por qué las Archaea son resistentes a la penicilina?

___________________________________________________________________

V . Otras estructuras superficiales e inclusiones celulares

A;l\emés de la pared celular, las células de las bacterias y las
rchaea pueden tener otras capas o estructuras en contacto
con el medio, y a menudo contienen uno o mds tipos de inclu-
siones celulares. A continuacién estudiaremos algunas de ellas.

2.13 Estructuras de la superficie
celular

Muchos procariotas secretan a la superficie celular materiales
pegajosos o viscosos formados por polisacdridos o por protei-
nas. No se consideran parte de la pared porque no aportan una
resistencia estructural significativa a la célula. Para describir
estas capas se utilizan los términos «capsula» y «capa mucosa».

Capsulas y capas mucosas
Los términos cdpsula y capa mucosa suelen usarse indistinta-
mente, pero en realidad no se refieren a lo mismo. Tradicional-
mente, si la capa estd organizada como una matriz tensa que
impide el paso a las particulas pequefias como la tinta china,
recibe el nombre de cdpsula. Esta estructura es visible facil-
mente al microscopio 6ptico si se tratan las células con tinta
china, y también se puede ver al microscopio electrénico
(Figura 2.32). Si, por el contrario, la capa se deforma mas facil-
mente, no impide el paso de particulas y es més dificil de ver,
entonces se llama capa mucosa. Normalmente, las capsulas se
adhieren con fuerza a la pared celular, e incluso se unen cova-
lentemente al peptidoglicano. Las capas mucosas, por el con-
trario, se unen débilmente y se pueden separar de la superficie
celular.

Las capas superficiales externas tienen varias funciones. Los
polisacéridos de la superficie ayudan en la unién de los microor-
ganismos a las superficies sélidas. Como veremos mas adelante,

Figura 2.32 capsulas bacterianas. (a) Capsulas de Acinetobacter
observadas por microscopia de contraste de fases tras tincion negativa con
tinta china. La tinta china no atraviesa la capsula, de manera que esta aparece
como una zona clara alrededor de la célula, de color negro. (b) Micrografia
electrénica de transmision de una seccion fina de células de Rhodobacter
capsulatus con capsulas (flechas) muy evidentes; las células tienen
aproximadamente 0,9 um de ancho. (c) Micrografia electronica de transmision
de Rhizobium trifolii tefiido con rojo de rutenio para poner de manifiesto la
cépsula. La célula tiene unos 0,7 um de ancho.

Elliot Juni

@

M.T. Madigan

(b)

Célula Cépsula

Frank Dazzo and Richard Heinzen
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los microorganismos patégenos que entran en el cuerpo por
rutas especificas suelen hacerlo uniéndose primero de manera
especifica a los componentes superficiales de los tejidos hospe-
dadores; normalmente, esta unién estd mediada por polisaca-
ridos de la superficie de la célula bacteriana (€2 Seccién 23.1).
Cuando surge la oportunidad, las bacterias de todas clases sue-
len unirse a las superficies sélidas, a menudo formando una
capa gruesa de células llamado biofilm. Los polisacaridos extra-
celulares tienen un papel muy importante también en el desa-
rrollo y el mantenimiento de los biofilms.

Ademads de la fijacidn, estas capas de la superficie externa
pueden tener otras funciones, entre ellas la de actuar como fac-
tores de virulencia en determinadas enfermedades bacterianas
y la de impedir que las células se deshidraten. Por ejemplo, los
agentes causantes del carbunco y de la neumonia bacteriana
—Bacillus anthracis y Streptococcus pneumoniae, respectiva-
mente— contienen ambos una gruesa cépsula, de proteinas en
el caso de B. anthracis y de polisacdridos en el de S. pneumoniae.
Las células encapsuladas de estas bacterias eluden su destruc-
cién por parte del sistema inmunitario del hospedador porque
las células inmunitarias, que de otro modo reconocerian a estos
patégenos como extrafios y los destruirian, son bloqueadas en
su accién por la cidpsula bacteriana. Ademads de esta funcién en
las enfermedades, las capas superficiales de practicamente cual-
quier tipo unen las moléculas de agua y probablemente prote-
gen a la célula de la desecacién en periodos de sequia.

Fimbrias y pelos

Las fimbrias y los pelos son proteinas filamentosas que se extien-
den desde la superficie de una célula y pueden tener muchas
funciones. Las fimbrias (Figura 2.33) permiten a las células adhe-
rirse a las superficies, incluidos los tejidos animales en el caso
de las bacterias patogenas, o formar peliculas (capas finas de
células sobre una superficie liquida) o biofilms sobre superfi-
cies solidas. Entre los patégenos humanos mas conocidos en los
que las fimbrias participan en el desarrollo de la enfermedad se
encuentran especies de Salmonella (salmonelosis) y Bordetella
pertussis (tos ferina).

" Fimbrias

J. P. Duguid and J. F. Wilkinson

Figura 2.33 Fimbrias. Micrografia electrénica de una célula de Salmonella
typhi en division en la que se muestran los flagelos y las fimbrias. Una célula
individual tiene unos 0,9 um de ancho.

Los pelos o pili son parecidos a las fimbrias, pero normalmente
mads largos y solo hay uno o unos pocos en la superficie de cada
célula. Como los pelos pueden ser receptores de determinados
tipos de virus, la mejor forma de verlos al microscopio electrd-
nico es cuando estdn cubiertos de particulas viricas (Figura 2.34).
Se conocen muchas clases de pelos, diferentes por estructura y
funcién. Dos de las funciones principales de los pelos son facili-
tar el intercambio genético entre células en un proceso conocido
como conjugacion, y permitir la adherencia de patégenos a tejidos
hospedadores especificos a los que posteriormente invaden. Esta
ultima funcién ha sido estudiada sobre todo en patdgenos gram-
negativos como Neisseria, algunas de cuyas especies causan la
gonorrea o la meningitis, pero los pelos estdn presentes también
en algunos patégenos grampositivos como Streptococcus pyoge-
nes, causante de la faringitis estreptocdcica y de la escarlatina.

Una clase importante de pelos, llamados pelos de tipo 1V,
participan en la adhesién de las células, pero también son los
responsables de una forma poco habitual de motilidad celular
llamada motilidad a tirones. Los pelos de tipo IV estdn presen-
tes inicamente en los polos de los bacilos que los contienen. La
motilidad a tirones es un tipo de motilidad por deslizamiento
que se realiza a lo largo de una superficie so6lida (Seccién 2.18).
La extension de los pelos seguida de su retraccion arrastra a la
célula por la superficie sélida, gracias a la energia suministrada
por el ATP. Algunas especies de Pseudomonas 'y Moraxella son
bien conocidas por su motilidad a tirones.

Los pelos de tipo IV también son factores de colonizacion
fundamentales de ciertos patégenos humanos, como Vibrio
cholerae (c6lera) y Neisseria gonorrhoeae (gonorrea). Presumi-
blemente, la motilidad a tirones de estos patégenos ayuda al
organismo a localizar sitios de unién especificos para iniciar el
desarrollo de la enfermedad. También se cree que los pelos de
tipo IV median en la transferencia genética mediante el proceso
de transformacion en algunas bacterias, que junto con la con-
jugacion y la transduccion son los tres métodos de transferen-
cia genética horizontal conocidos en procariotas (Capitulo 10).

MINIRREVISION -----enenomsnmemanmenaemenecmeccee

e ¢ Podria una célula bacteriana vivir sin pared celular pero con
capsula? ;Por qué si o por qué no?

e ¢En qué se diferencian las fimbrias de los pelos, en cuanto a
estructura y funcion?

Pelo cubierto
de virus  *

Charles C. Brinton, Jr.

Figura 2.34 Pelos. Pelo de una célula de Escherichia coli en un proceso
de conjugacion (una forma de transferencia genética) con una segunda célula.
Se ve mejor porque tiene virus adheridos a él. Las células tienen unos 0,8 um
de ancho.
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2.14 Inclusiones celulares

Las células procariotas suelen presentar inclusiones. Las inclu-
siones actiian como reservas energéticas y reservorios de car-
bono, pero también pueden tener funciones especiales. A
menudo se pueden ver directamente con el microscopio 6ptico,
y suelen estar envueltas por una membrana de una sola capa
(no unitaria) que deja la inclusién fuera de la célula. Almace-
nar carbono y otras sustancias en forma insoluble es una ven-
taja para las células, porque reduce el estrés osmético que se
produciria si la misma cantidad de sustancia estuviera disuelta
en el citoplasma.

Polimeros de almacenamiento de carbono

Uno de los cuerpos de inclusién mds comunes en los organismos
procariotas es el dcido poli- B-hidroxibutirico (PHB), un lipido
que se forma a partir de unidades de acido f-hidroxibutirico.
Los monémeros del PHB se polimerizan mediante enlaces éster,
y después el polimero se agrega en forma de granulos, visibles
al microscopio éptico y al microscopio electrénico (Figura 2.35).
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Polihidroxialcanoato

F. R. Turner and M. T. Madigan

Mercedes Berlanga and International

Microbiology

()

Figura 2.35 Poli-B-hidroxialcanoatos. (a) Estructura quimica del poli-
S-hidroxibutirato, un PHA frecuente. Se muestra una unidad monomérica en
color. Otros PHA se sintetizan sustituyendo el grupo —CH, del carbono £ por
hidrocarburos de cadena mas larga. (b) Micrografia electronica de una seccion
fina de células de una bacteria que contiene granulos de PHB. Foto en color:
Células de una bacteria que contiene PHB tefidas con rojo Nilo.

Los monémeros que forman el polimero suelen ser hidro-
xibutirato (C,), pero pueden variar desde C, hasta C . Por
eso, normalmente se utiliza en término genérico poli-f-
hidroxialcanoato (PHA) para describir esta clase de polimeros
de almacenamiento de carbono y energia. Los PHA son sinte-
tizados por las células cuando tienen un exceso de carbono, y
son degradados como fuentes de carbono o de energia cuando
las condiciones lo exigen. Muchas bacterias y Archaea produ-
cen PHA.

Otro producto de almacenamiento es el glucdgeno, que es un
polimero de glucosa y, como los PHA, un depésito de carbono
y energia que se sintetiza cuando hay exceso de carbono. El glu-
cégeno se parece al almidon, la principal reserva de carbono de
las plantas, pero los enlaces entre las unidades de glucosa son
ligeramente diferentes.

Polifosfato, azufre y minerales de carbonato

Muchos microorganismos acumulan fosfato inorganico (PO 43’)
en forma de grdnulos de polifosfato (Figura 2.36a). Estos granu-
los pueden ser degradados y utilizados como fuentes de fos-
fato para la biosintesis de acidos nucleicos y de fosfolipidos, y

\ i - ‘

Polifosfato

M.T. Madigan

L
@

Norbert Pfennig

(b)

Figura 2.36 Productos de almacenamiento de polifosfato y

azufre. (a) Micrografia de contraste de fases de células de Heliobacterium
modesticaldum en las que se ve el polifosfato como granulos oscuros; una
célula tiene aproximadamente 1 um de ancho. (b) Micrografia de campo claro
de células de la bacteria roja del azufre Isochromatium buderi. Las inclusiones
intracelulares son globulos de azufre formados por oxidacion del sulfuro de
hidrégeno (H,S). Una célula tiene unos 4 um de ancho.
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algunos organismos los pueden usar directamente para sinteti-
zar ATP, un compuesto rico en energia. El fosfato suele ser un
nutriente limitante en ambientes naturales, de manera que si
una célula tiene un exceso de fosfato, le resulta ttil almacenarlo
como polifosfato para usarlo mds adelante.

Muchos procariotas gramnegativos pueden oxidar compues-
tos de azufre reducido, como el sulfuro de hidrégeno (H,S);
estos organismos son las «bacterias del azufre», descubiertas
por el gran microbiélogo Sergei Winogradsky (¢o Seccion 1.9).
La oxidacion del sulfuro estd ligada a la necesidad de electrones
para impulsar reacciones del metabolismo energético (quimio-
litotrofia) o de fijacién de CO, (autotrofia). En cualquier caso,
el azufre elemental (S°) procedente de la oxidacién del sulfuro
puede acumularse en la célula en granulos visibles al micros-
copio (Figura 2.36b) que persisten mientras exista la fuente del
azufre reducido. No obstante, cuando la fuente de azufre redu-
cido se vuelve limitante, el azufre de los granulos es oxidado a
sulfato (SO 42_) y aquellos desaparecen lentamente a medida que
procede la reaccidn. Es interesante observar que aunque los glé-
bulos de azufre parecen estar en el citoplasma, en realidad se
encuentran en el periplasma (Seccion 2.11). En estas células, el
periplasma se expande hacia fuera para acomodar los glébulos a
medida que el H,S es oxidado a S°, y después se contrae cuando
el $” es oxidado a SO 42_.

Las cianobacterias filamentosas (véase la Figura 2.55) son
conocidas desde hace tiempo por su capacidad para formar
minerales de carbonato en la superficie externa de sus células.
No obstante, algunas cianobacterias también pueden formarlos
dentro de la célula, como inclusiones celulares. Por ejemplo, la
cianobacteria Gleomargarita forma granulos intracelulares de
benstonita, un mineral de carbonato que contiene bario, estron-
cio y magnesio (Figura 2.37). El proceso microbiolégico de for-
macién de minerales recibe el nombre de biomineralizacion.
No estd del todo claro por qué estas cianobacterias forman este
mineral en concreto, pero podria servir a las células como las-
tre para mantenerlas en su hébitat, en las profundidades de un
lago alcalino en México. Varios procariotas catalizan la biomi-
neralizacion de diferentes minerales (@2 Seccién 13.21), pero
solo en el caso de Gleomargarita y los magnetosomas (que vere-
mos a continuacién) se han observado inclusiones intracelula-
res como resultado del proceso.
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Figura 2.37 Biomineralizacion por una cianobacteria. Micrografia
electronica de una célula de la cianobacteria Gleomargarita que contiene
granulos del mineral benstonita [(Ba,Sr,Ca),Mg(C0,),,]. Una célula tiene unos
2 um de ancho.

Inclusiones de almacenamiento magnéticas:
magnetosomas

Algunas bacterias pueden orientarse en un campo magnético
porque contienen magnetosomas. Estas estructuras son particu-
las intracelulares de magnetita (Fe,O,), mineral de 6xido de hie-
rro (Figura 2.38). En algunas bacterias magnetotécticas se forma
el mineral de azufre greigita (Fe,S,). Tanto la magnetita como la
greigita son minerales magnéticos. Los magnetosomas crean un
dipolo magnético en las células, lo que les permite orientarse en
un campo magnético. Las bacterias que producen magnetoso-
mas presentan magnetotaxia, la propiedad de desplazarse a lo
largo de las lineas magnéticas de la Tierra. Se han encontrado
magnetosomas en varios organismos acudticos que crecen mejor
a bajas concentraciones de O,. Asi, se piensa que una de las fun-
ciones de los magnetosomas podria ser la de guiar a estas célu-
las fundamentalmente acuaticas hacia abajo (en la direccién del
campo magnético de la Tierra), hacia los sedimentos en los que
la concentracién de O, es menor. Un productor de greigita es
una bacteria reductora de sulfato, y estos organismos son anae-
robios estrictos, de modo que es especialmente importante para
estas especies magnetotdcticas permanecer en zonas anoxicas.
Cada magnetosoma individual esta rodeado por una fina
membrana formada por fosfolipidos, proteinasy glicoproteinas

R. Blakemore and W. O'Brien
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Dennis Bazylinski
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Figura 2.38 Bacterias magnetotacticas y magnetosomas. (2) Micrografia
de contraste por interferencia diferencial de bacterias magnetotacticas
cocoidales en la que se aprecian las cadenas de magnetosomas (flechas).

Una célula tiene 2,2 um de ancho. (b) Magnetosomas aislados de la bacteria
magnetotactica Magnetospirillum magnetotacticum; cada particula mide unos
50 nm de ancho. (¢) Micrografia electronica de transmision de magnetosomas
de un coco magnético. La flecha sefiala la membrana que rodea cada
magnetosoma. Un magnetosoma mide unos 90 nm de ancho.
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(Figura 2.38b, c). Aunque esta membrana no es una verdadera
unidad (una bicapa como la membrana citoplasmaética), las pro-
teinas de las membranas de los magnetosomas son funcionales
y catalizan la precipitacién de Fe** durante la sintesis de estos.
Una membrana no unitaria similar rodea los granulos de PHA
y los glébulos de azufre. La morfologia de los magnetosomas
parece ser especifica de la especie, y su forma puede ser cua-
drada, rectangular o puntiaguda. No se han descubierto toda-
via Archaea con magnetosomas.

MINIRREVISION ----------==-mmsmmsmsemsem e

:
:
* ;En qué condiciones esperaria que se sintetizara PHA o :
. o :
glucogeno? :

e ;Por qué es imposible que las bacterias grampositivas !
almacenen azufre como lo hacen los quimiolitétrofos i
gramnegativos que oxidan el azufre? :

* ,En qué se parecen y en qué se diferencian los magnetosomas |
y las inclusiones de Gleomargarita? i

:

___________________________________________________________________

2.15 Vesiculas de gas

Algunos procariotas son plancténicos, es decir, viven flotando
en la columna de agua de los lagos y los océanos. Muchos orga-
nismos plancténicos pueden flotar porque contienen vesicu-
las de gas, estructuras que confieren flotabilidad a las células
y les permiten posicionarse en ubicaciones concretas en una
columna de agua.

Los ejemplos mas llamativos de bacterias con vesiculas de gas
son las cianobacterias que forman acumulaciones masivas lla-
madas floraciones en lagos y otras masas acudaticas (Figura 2.39).
Las cianobacterias son bacterias fotétrofas oxigénicas (€ Sec-
ciones 1.3, 13.4y 14.3). Las células con vesiculas de gas suben a
la superficie del lago y son arrastradas por los vientos en gran-
des masas. Otros procariotas pertenecientes a Bacteria y a
Archaea, fundamentalmente acuéticos, tienen también vesicu-
las de gas; sin embargo, no se ha encontrado esta propiedad en
eucariotas microbianos.
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Figura 2.39 Cianobacterias flotantes. Flotacién de cianobacterias con
vesiculas de gas que han desarrollado una floracion en un lago de agua dulce.
Lago Mendota, Madison (Wisconsin, EE. UU.).

Estructura de las vesiculas de gas

Las vesiculas de gas son estructuras de forma cénica constitui-
das por proteinas. Son estructuras huecas pero rigidas, de lon-
gitud y didmetro variables (Figura 2.40). En especies diferentes,
la longitud de las vesiculas de gas varia desde unos 300 hasta
mds de 1.000 nm, y su anchura va de 45 a 120 nm, pero para
una especie determinada el tamano es constante. El nimero de
vesiculas puede variar de unas pocas a varios centenares por
célula, y son impermeables al agua y a los solutos, pero per-
meables a los gases. La presencia de vesiculas en las células se
puede detectar por microscopia 6ptica, que muestra los gru-
pos de vesiculas, llamados vacuolas, como inclusiones irregu-
lares brillantes (Figura 2.40a), o por microscopia electrénica de
transmisién de secciones celulares finas (Figura 2.400).

Las vesiculas de gas estan compuestas por dos proteinas dife-
rentes. La proteina principal, llamada GvpA, es pequeiia, hidré-
fobay muy rigida, y forma la cubierta impermeable de la vesicula.
Las moléculas de GvpA se alinean para formar una especie de
nervios paralelos. La rigidez es esencial para que la estructura
resista la presion ejercida desde el exterior. La proteina minori-
taria, GvpC refuerza la cubierta de la vesicula de gas mediante
entrecruzamientos y uniones a los nervios formando dngulo
para mantener unidas varias moléculas de GvpA (Figura 2.41).

La composicion y la presion del gas en el interior de una vesi-
cula son las existentes en el medio en que estd suspendido el
organismo; sin embargo, la densidad de una vesicula de gas

A. E. Walsby

S. Pellegrini and M. Grilli Caiola

(b)

Figura 2.40 vesiculas de gas de las cianobacterias Anabaenay
Microcystis. (a) Micrografia de contraste de fases de Anabaena; grupos

de vesiculas de gas forman vacuolas de gas que se observan en fase clara
(flechas). (b) Micrografia electronica de transmision de Microcystis; las vesiculas
de gas se disponen en forma de haces, que se observan longitudinalmente y en
corte transversal. Ambas células miden unos 5 um de ancho.
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Nervios
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Figura 2.41 Arquitectura de las vesiculas de gas. (2) Micrografia
electronica de transmision de vesiculas de gas purificadas de la bacteria
Ancylobacter aquaticus y examinadas en preparaciones de tincion negativa.
Cada vesicula tiene un diametro aproximado de 100 nm. (b) Modelo de
interaccion de las proteinas que forman una vesicula de gas, GvpA'y GvpC,
para formar una estructura impermeable al agua pero permeable al gas. GvpA,
una lamina f3, forma los nervios, y GvpC, con estructura de hélice «, actlia
como elemento de entrecruzamiento.

hinchada es solo una décima parte a la de la propia célula, de
modo que las vesiculas de gas hinchadas disminuyen la densidad
total de la célula y aumentan su flotabilidad; después, cuando las
vesiculas se colapsan, la flotabilidad se pierde. Los procariotas
fotétrofos se benefician especialmente de este sistema porque
les permite ajustar su posicién vertical en la columna de agua
para hundirse o subir a regiones en las que las condiciones (por
ejemplo la intensidad de la luz) son 6ptimas para la fotosintesis.

(a) Endosporas terminales

N o
§ i /ﬁl .« ¢

(b) Endosporas subterminales

MINIRREVISION -----ennomanoemanmema e

i
e ;Qué gas se encuentra en una vesicula de gas? ¢En qué :
beneficia a una célula poder controlar su flotabilidad? :
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2.16 Endosporas

Algunas especies de Bacteria producen estructuras llamadas
endosporas (Figura 2.42) durante un proceso denominado espo-
rulacion. Las endosporas (el prefijo endo significa «interior»)
son células muy diferenciadas extremadamente resistentes al
calor, a las sustancias quimicas agresivas y a la radiaciéon. Son
estructuras de supervivencia y permiten al organismo soportar
condiciones de crecimiento desfavorables, entre otras tempera-
turas extremas, la sequedad o la carencia de nutrientes. Asi, las
endosporas pueden considerarse la etapa durmiente del ciclo
vital de una bacteria: célula vegetativa — endospora — célula
vegetativa. Ademads, son dispersadas con facilidad por el viento,
por el agua o en el intestino de los animales. Las bacterias que
forman endosporas se encuentran habitualmente en el suelo, y
las mejor estudiadas son las especies del género Bacillus.

Formacion de endosporas y germinacion

Durante la formacién de una endospora, una célula vegeta-
tiva se convierte en una estructura inerte, resistente al calor y
refractante a la luz (Figura 2.43). Las células no esporulan cuando
estan creciendo activamente; lo hacen solamente cuando el cre-
cimiento cesa a causa del agotamiento de un nutriente esencial.
Asi, las células de Bacillus, una bacteria formadora de esporas
tipica, detienen su crecimiento vegetativo y empiezan a esporu-
lar cuando, por ejemplo, un nutriente fundamental como el car-
bono o el nitrégeno se convierte en un factor limitante.

Una endospora puede permanecer en reposo durante anos,
pero puede revertir a célula vegetativa rapidamente. Este pro-
ceso consta de tres pasos: activacion, germinacién y crecimiento
(Figura 2.44). La activacion se produce cuando se calientan las
endosporas durante varios minutos a una temperatura elevada
pero subletal. En esas condiciones las endosporas quedan acti-
vadas para germinar cuando se les suministren determinados
nutrientes, como ciertos aminoacidos. La germinacién, que es

H. Hippe
H. Hippe

(c) Endosporas centrales

Figura 2.42 Las endosporas bacterianas. Micrografias de contraste de fases que ilustran la morfologia y la localizacién intracelular de las endosporas en
diferentes especies de bacterias. En la microscopia de contraste de fases las endosporas se ven brillantes
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Figura 2.43 ciclo vital de una bacteria formadora de endosporas. Las
micrografias de contraste de fases muestran células de Clostridium pascui.
Cada célula tiene unos 0,8 um de ancho.

Judith Hoeniger and C. L. Headley
Judith Hoeniger and C. L. Headley
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Judith Hoeniger and C. L. Headley
Judith Hoeniger and C. L. Headley
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Figura 2.44 Germinacion de endosporas en Bacillus. Conversion de
una endospora en una célula vegetativa. La serie de micrografias de contraste
de fases muestra la secuencia del proceso que empieza en (@) una endospora
libre muy refringente. (b) Activacion: se esta perdiendo la refringencia.

(c, d) Crecimiento: emergencia de una nueva célula vegetativa.

normalmente un proceso rapido (del orden de minutos) implica
pérdida de refringencia de la endospora, aumento de la capa-
cidad de tincién por colorantes y pérdida de la resistencia al
calor y las sustancias quimicas. La etapa final, el crecimiento,
se caracteriza por un hinchamiento visible debido a la capta-
cién de agua y por la sintesis de RNA, proteinas y DNA. La
célula vegetativa emerge de la endospora rota, empieza a cre-
cer y mantiene su crecimiento vegetativo hasta que las sefales
ambientales vuelven a desencadenar la esporulacion.

Estructura de la endospora

Las endosporas son visibles al microscopio éptico como estructu-
ras fuertemente refractantes (Figura 2.42). Como son impermea-
bles a la mayoria de los colorantes, en ocasiones se han visto como
regiones sin tefir en el interior de células tenidas con colorantes

bésicos como el azul de metileno. Para tenir endosporas es nece-
sario utilizar colorantes y procedimientos especiales. En el proto-
colo clésico de tincion de endosporas se utiliza el colorante verde
malaquita, que se introduce en la espora por infusion con vapor.
Al microscopio electrénico, la estructura de la endospora
difiere enormemente a la de la célula vegetativa (Figura 2.45). La
endospora contiene muchas capas que no estan en la célula vege-
tativa. La capa mas externa es el exosporio, una cobertura pro-
teica fina. Hacia el interior se observan varias capas de cubierta, o
cuticula, formadas por proteinas especificas de la espora (Figura
2.45b). Por debajo de la cubierta esta el cdrtex, formado por pep-
tidoglicano con entrecruzamientos laxos, y en el interior del cér-
tex encontramos el niicleo, constituido por la pared, la membrana
citoplasmatica, el citoplasma, el nucleoide, los ribosomas y otros
organulos celulares esenciales. Asi pues, la endospora se diferen-
cia estructuralmente de la célula vegetativa sobre todo en el tipo
de estructuras que tiene en el exterior de la pared del nucleo.
Un compuesto quimico encontrado en las endosporas pero
ausente de las células vegetativas es el acido dipicolinico
(Figura 2.46), que se acumula en el nicleo. Las endosporas tam-
bién contienen grandes cantidades de calcio (Ca*>*), la mayor

Exosporio

Cuticula
Pared celular

Cortex
DNA

H. S. Pankratz, T. C. Beaman, and Philipp Gerhardt

Kirsten Price

@ (®)

Figura 2.45 Estructura de una endospora bacteriana. (a) Micrografia
electrénica de transmision de un corte fino de una endospora de Bacillus
megaterium. (b) Micrografia de fluorescencia de una célula de Bacillus subtilis
en proceso de esporulacion. El color verde es un colorante especifico para una
proteina que aparece en la cuticula durante la esporulacion.

@

_) Q).
~—*Ca*~00C \N COO™*Ca*~00C \N COO *Ca*—
N\ /

Grupos de &cido
(b) carboxilico

Figura 2.46 Acido dipicolinico (DPA). (a) Estructura del DPA.
(b) Entrecruzamientos de las moléculas de DPA con Ca?* formando un complejo.
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parte formando complejos con el dcido dipicolinico (Figura
2.46b). El complejo calcio-dcido dipicolinico representa cerca
del 10 % del peso seco de la endospora y capta el agua libre
del interior de la endospora, lo que contribuye a su deshidra-
tacién. Ademas, el complejo se introduce entre las bases del
DNA vy favorece su estabilidad frente a la desnaturalizacién
por calor.

El ntcleo de la endospora se diferencia significativamente
del citoplasma de la célula vegetativa de la que procede. El
nucleo de una endospora contiene menos de una cuarta parte
del agua que se encuentra en una célula vegetativa, de manera
que su citoplasma tiene la consistencia de un gel. La deshi-
dratacion del ndcleo aumenta en gran medida la resistencia
al calor de las macromoléculas de su interior. Algunas endos-
poras bacterianas sobreviven a temperaturas de hasta 150 °C,
aunque a 121 °C, el estandar de esterilizacién microbioldégica
(la temperatura del autoclave son 121 °C, @2 Seccién 5.17),
las endosporas de la mayoria de las especies mueren. Se ha
observado que la deshidratacién también confiere resistencia
a las sustancias quimicas téxicas, como el peréxido de hidré-
geno (H,0,), e inactiva los enzimas del nicleo. Ademas del
bajo contenido en agua de la endospora, el pH del ntcleo es
aproximadamente una unidad inferior al del citoplasma de la
célula vegetativa.

El nucleo de la endospora contiene grandes cantidades de
pequerias proteinas solubles en dcido (SASP). Estas proteinas
se sintetizan unicamente durante el proceso de esporulacion, y
tienen al menos dos funciones. Las SASP se unen con fuerza al
DNA en el nucleo y lo protegen del dafo potencial de la radia-
cién ultravioleta, la desecacidn y el calor seco. La resistencia a
la radiacién ultravioleta se adquiere porque las SASP cambian
la estructura molecular del DNA de la forma normal «B» a la
«A», méas compacta. El DNA en forma A es mds resistente a la
formacion de dimeros de pirimidina por radiacién UV, que pue-
den provocar mutaciones (@2 Seccion 10.4), y resiste los efec-
tos desnaturalizantes del calor seco. Ademads, las SASP acttian
como fuentes de carbono y de energia para el crecimiento de
una nueva célula vegetativa a partir de la endospora durante la
germinacion.

El ciclo de esporulacion

La esporulacidén es un ejemplo de diferenciacién celular (2o Fi-
gura 1.3). Durante la conversion de célula con crecimiento vege-
tativo a célula esporulante se producen muchos cambios diri-
gidos genéticamente. En la Figura 2.47 se muestran los cambios
estructurales en las células esporulantes de Bacillus. La espo-
rulacién se puede dividir en varias etapas. En Bacillus subtilis,
que se ha estudiado en detalle, dura unas 8 horas y empieza con
una divisién celular asimétrica (Figura 2.47). Estudios genéticos
de mutantes de Bacillus, cada uno bloqueado en una de las eta-
pas de la esporulacién, muestran que existen mas de 200 genes
especificos de las esporas.

Para el proceso de esporulacidn es necesaria la sintesis dife-
rencial de proteinas. Esto se consigue mediante la activa-
cién de varias familias de genes especificos de las esporas y
la desactivacion de muchas funciones de la célula vegetativa.
Las proteinas codificadas por genes especificos de la espo-
rulacién catalizan la serie de procesos que llevan de la célula
vegetativa himeda y metabélicamente activa a la endospora

relativamente seca, metabdlicamente inerte, pero muy resis-
tente (Tabla 2.3). En la Seccion 7.11 examinaremos algunos de
los procesos moleculares que tienen lugar durante la esporu-
lacién.

Diversidad y aspectos filogenéticos de la formacion
de endosporas

Cerca de 20 géneros de Bacteria forman endosporas, aunque
el proceso se ha estudiado en detalle en solo unas pocas espe-
cies de Bacillus y Clostridium. No obstante, la mayor parte de
los secretos subyacentes a la biologia de las esporas, como la
formacién de complejos de dipicolinato célcico y la produccién
de SASP especificas de endosporas, parecen ser universales.
Desde un punto de vista filogenético, la capacidad para produ-
cir endosporas se encuentra inicamente en un sublinaje con-
creto de las bacterias grampositivas. Aun asi, la fisiologia de las
distintas bacterias formadoras de endosporas es muy variada,
e incluye anaerobios, aerobios, fotétrofos y quimiolitétrofos. A
la luz de su diversidad fisioldgica, los desencadenantes reales
para la formacién de endosporas pueden variar entre especies y
podrian incluir otras seiiales ademads del simple agotamiento de
los nutrientes, que es el principal desencadenante de la forma-
cién de endosporas en Bacillus. No se han encontrado Archaea
formadoras de endosporas, lo que sugiere que la capacidad para
producir endosporas se habria originado después de que los
linajes procariéticos divergieran, hace unos 3.500 millones de
afios (Co Figura 1.4b).
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* ;Qué es el acido dipicolinico y donde se encuentra?
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e ;Qué son las SASP y qué funcion tienen? i
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* ;Qué se forma cuando germina una endospora? '
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Tabla 2.3 Diferencias entre las endosporas y las células

vegetativas

Caracteristica Célula vegetativa Endospora

Aspecto microscopico No refringente Refringente

Contenido en calcio Bajo Alto

Acido dipicolinico Ausente Presente

Actividad enzimatica Alta Baja

Tasa de respiracion Alta Baja o nula

Sintesis de macromoléculas  Presente Nula

Resistencia al calor Baja Alta

Resistencia a la radiacion Baja Alta

Resistencia a productos Baja Alta

quimicos

Lisozima Sensible Resistente

Contenido de agua Alto, 80-90 % Bajo, 10-25 %
en el nucleo

Proteinas pequenas solubles  Ausentes Presentes

en acido
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VI - El movimiento microbiano

erminamos nuestro estudio de la estructura y el funciona-

miento de los procariotas examinando el movimiento celu-
lar. Muchas células microbianas pueden moverse por si solas.
La motilidad permite a las células llegar a distintas partes de su
entorno, y en la naturaleza, el movimiento puede aportar nue-
vas oportunidades y recursos para una célula y marcar la dife-
rencia entre la vida y la muerte.

Analizaremos los dos tipos principales de movimiento celu-
lar eucaridtico, la natacion y el deslizamiento. A continuacién
estudiaremos como pueden, las células méviles, desplazarse de
manera dirigida hacia estimulos concretos, o escapar de ellos
(fenémenos llamados taxias) y daremos ejemplos de estas sen-
cillas respuestas de comportamiento.

2.17 Los flagelos y la motilidad
natatoria

Muchos procariotas pueden moverse nadando gracias a una
estructura llamada flagelo (Figura 2.48). El flagelo funciona
tirando de la célula o empujandola en un medio liquido.

~
E. Leifson

@ (b) (©

Figura 2.48 Flagelos bacterianos. Micrografias opticas de bacterias con
diferentes diposiciones de flagelos, tomadas por Einar Leifson. Las células estan
tefiidas con el colorante para flagelos de Leifson. (g) Peritrica. (b) Polar. (c) Lofétrica.

Flagelos de Bacteria

Los flagelos bacterianos son apéndices finos y largos, libres en
un extremo y unidos a la célula por el otro. Son tan finos (entre
15y 20 nm, segin la especie) que uno solo no puede verse en el
microscopio éptico a menos que esté teiiido para aumentar su
didmetro (Figura 2.48). En cambio, en el microscopio electrd-
nico se ven sin problemas (Figura 2.49).
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Figura 2.49 Flagelos bacterianos observados mediante tincion
negativa en el microscopio electronico de transmision. (a) Un solo flagelo
polar. (b) Flagelos peritricos. Ambas micrografias son de células de la bacteria
fotétrofa Rhodospirillum centenum, de 1,5 um de ancho. Las células de R.
centenum suelen tener flagelos polares, pero en determinadas condiciones de
crecimiento forman flagelos peritricos. Véase en la Figura 2.59b una foto de
colonias de células de R. centenum que se mueven en un gradiente creciente
de luz (fototaxia).

Los flagelos pueden estar unidos a las células en diferentes
sitios. En la flagelacién polar, los flagelos se unen a uno o ambos
extremos de una célula. En ocasiones, de un extremo de la célula
puede salir un penacho de flagelos, un tipo de flagelaciéon llamada
lofdtrica (Figura 2.48c). Normalmente los penachos de flagelos se
pueden ver en células sin tefir por microscopia de campo oscuro
o de contraste de fases (Figura 2.50). Cuando de ambos extremos de
una célula emerge un penacho de flagelos, la flagelacién se llama
anfitrica. En la flagelacion peritrica (Figuras 2.48a y 2.49b), los
flagelos se insertan en muchos sitios alrededor de la superficie
celular. El tipo de flagelaciéon —polar o peritrica— es una carac-
teristica que se utiliza para la clasificacion de las bacterias.

Estructura flagelar

Los flagelos no son rectos, sino helicoidales. Al aplanarlos, pre-
sentan una distancia constante entre giros adyacentes, llamada
longitud de onda, que es caracteristica para los flagelos de cada
especie. El filamento de un flagelo bacteriano esta formado por
muchas copias de una proteina llamada flagelina. La forma y la
longitud de onda del flagelo estdn determinadas en parte por
la estructura de la flagelina y también, en cierto modo, por la
direccién de rotacién del filamento. La secuencia de aminoéci-
dos de la flagelina esta altamente conservada en las especies de
Bacteria, lo que sugiere que la motilidad flagelar se originé hace
mucho tiempo y tiene raices muy profundas en este dominio.

Penacho
flagelar

R. Jarosch

Norbert Pfennig

(b)
Figura 2.50 Flagelos bacterianos observados en células vivas.
(a) Micrografia de campo oscuro de un grupo de bacilos grandes con penachos
flagelares en ambos polos (flagelacion anfitrica). Cada célula tiene unos 2 um
de ancho. (b) Micrografia de contraste de fases de células de la gran bacteria

roja fotdtrofa Rhodospirillum photometricum con un penacho de flagelos
lofétricos que emanan de uno de los polos. Cada célula mide unos 3 x 30 um.

Un flagelo estd formado por varios componentes y se mueve
por rotacidn, al igual que el propulsor del motor de una lan-
cha. La base del flagelo es estructuralmente diferente del fila-
mento. En la base del filamento hay una regién mas ancha
llamada gancho. El gancho esta formado por un solo tipo de
proteina y conecta el filamento al motor del flagelo, en la base
(Figura 2.51).

El motor del flagelo se encuentra anclado en la membrana cito-
plasmatica y la pared celular. Consiste en un cilindro central que
atraviesa una serie de anillos. En las bacterias gramnegativas, un
anillo exterior, el anillo L, estd anclado en la capa de lipopolisa-
carido. Hay un segundo anillo, el anillo P, anclado en la capa de
peptidoglicano de la pared celular. Un tercer grupo de anillos,
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llamados anillos MS 'y C, estén situados en la membrana cito-
plasmatica y el citoplasma, respectivamente (Figura 2.51a). Las
bacterias grampositivas, que carecen de membrana externa, solo
presentan el par de anillos interiores. Rodeando el anillo interior
y ancladas a la membrana citoplasmédtica hay una serie de protei-
nas llamadas proteinas Mot. Por tltimo, hay otro grupo de pro-
teinas, llamadas proteinas Fli (Figura 2.51a), que funcionan como

Figura 2.51 Estructura y funcionamiento del flagelo de las bacterias
gramnegativas. (a) Estructura: el anillo L se encuentra embebido en el LPS,
y el anillo P en el peptidoglicano. El anillo MS esta embebido en la membrana
citoplasmatica, y el anillo C en el citoplasma. En el cilindro y el filamento hay
un estrecho canal a través del cual se difunden las moléculas de flagelina
hasta alcanzar el sitio de sintesis flagelar. Las proteinas Mot actian de motor
flagelar, y las proteinas Fli, de conmutador del motor. EI motor flagelar rota el
filamento para impulsar la célula a través del medio. Insercion: Micrografia
electronica de transmision de un cuerpo basal flagelar de Salmonella enterica
con los distintos anillos identificados. (b) Funcionamiento: se ha propuesto

un modelo de «turbina protdnica» para explicar la rotacion del flagelo. Los
protones, que fluyen a través de las proteinas Mot, ejercen fuerzas sobre las
cargas presentes sobre los anillos C y MS y hacen girar el rotor.

un conmutador del motor flagelar, cambiando el sentido de la
rotacién de los flagelos en respuesta a las senales intracelulares.

Movimiento flagelar

El flagelo es un pequefio motor de rotacién. Los motores de
rotacion estan formados por dos componentes principales: el
rotor'y el estator. En el motor flagelar, el rotor consta de un cilin-
dro central y los anillos L, P, C y MS. En conjunto, estas estruc-
turas constituyen el cuerpo basal. El estator estd formado por
las proteinas Mot que rodean el cuerpo basal y acttian gene-
rando un par de torsién.

La rotacién del flagelo estd impulsada por el cuerpo basal.
La energia necesaria para la rotacién del flagelo procede de la
fuerza protonmotriz (Seccion 2.8). El movimiento proténico a
través de la membrana citoplasmatica por medio del complejo
Mot impulsa la rotacion del flagelo; es necesario el paso de unos
1.000 protones para generar una rotacion. En la Figura 2.51b se
muestra como funciona el sistema. En este modelo de turbina
protdnica, los protones que fluyen a través de los canales de las
proteinas Mot ejercen fuerzas electrostéticas en cargas dispues-
tas de forma helicoidal sobre las proteinas del rotor. La atrac-
cién entre las cargas positivas y las negativas hace que el cuerpo
basal rote a medida que los protones fluyen a través de las pro-
teinas Mot.

Flagelos arqueanos

Al igual que en Bacteria, la motilidad flagelar estd muy extendida
entre las especies del dominio Archaea; los principales géneros de
metandégenos, haléfilos extremos, termoacidofilos e hipertermé-
filos (€o Figura 1.6b) tienen todos motilidad natatoria. Los fla-
gelos arqueanos tienen un didmetro de entre 10 y 13 nm, que es
aproximadamente la mitad del de las bacterias (Figura 2.52), pero
aportan movimiento a la célula por rotacién, al igual que ellos.
No obstante, a diferencia de los flagelos bacterianos, en los que el
filamento flagelar estd constituido por un solo tipo de proteina,
en Archaea se conocen varios tipos de flagelinas diferentes, y la
secuencia de sus aminodcidosa y los genes que las codifican guar-
dan poca relacién con los de la flagelina bacteriana.

Los estudios de las células natatorias del haléfilo extremo Halo-
bacterium muestran que nada a una velocidad diez veces menor que
las células de Escherichia coli. Se desconoce si se trata de una velo-
cidad generalizada entre todas las Archaea, pero el didmetro signi-
ficativamente menor del flagelo arqueano respecto del bacteriano
reduciria naturalmente el par de torsidn y la potencia del motor fla-
gelar, de manera que no resulta sorprendente que la velocidad de
natacién sea menor. Ademads, a partir de experimentos bioquimicos
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Figura 2.52 Flagelos arqueanos. Micrografia electronica de transmision
de flagelos aislados del metanégeno Methanococcus maripaludis. Cada flagelo
mide unos 12 nm de ancho.

con Halobacterium se desprende que los flagelos arqueanos estan
impulsados directamente por ATP en lugar de por la fuerza pro-
tonmotriz, la fuente de energia de los flagelos bacterianos (Figura
2.51D). Si esto es asi para los flagelos de todas las Archaea, significa-
ria que los motores flagelares de Archaea y Bacteria utilizan meca-
nismos de acoplamiento de energia fundamentalmente diferentes.
Esto, combinado con las diferencias patentes en la estructura de las
proteinas flagelares entre Archaea y Bacteria, sugiere que al igual
que las endosporas, la motilidad flagelar evoluciond por separado
cuando los procariotas divergieron hace unos 3.500 millones de afios
(@ Figura 1.40).

Sintesis del flagelo

Las proteinas del flagelo de Bacteria estin codificadas por
varios genes. En Escherichia coli y en Salmonella enterica sero-
var Typhimurium, en los que se ha estudiado extensamente la
motilidad, existen unos cincuenta genes asociados a ella. Estos
genes codifican las proteinas estructurales del flagelo y del apa-
rato motor, obviamente, pero también codifican proteinas que
exportan las proteinas estructurales a través de la membrana
citoplasmadtica al exterior de la célula, asi como las proteinas
que regulan la multitud de procesos bioquimicos que rodean la
sintesis de nuevos flagelos.

Membrana
externa
Proteinas
Anillo MS/C motoras (Mot) Anillo P Anillo L

Un filamento flagelar no crece desde su base, como lo hace el
pelo de los animales, sino desde la punta. Primero se sintetiza el
anillo MS y se inserta en la membrana citoplasmatica. A conti-
nuacion se sintetizan otras proteinas de anclaje junto con el gan-
cho antes de que se forme el filamento (Figura 2.53). Las moléculas
de flagelina sintetizadas en el citoplasma atraviesan un canal de
3 nm en el interior del filamento y se afiaden al extremo del fla-
gelo en crecimiento. En el extremo del flagelo hay una proteina
«cap». Estas proteinas ayudan a las moléculas de flagelina que
han difundido a través del filamento a ensamblarse de la forma
correcta al final de la estructura (Figura 2.53). Para construir un
filamento son necesarias unas 20.000 moléculas de flagelina. El
flagelo crece de manera més o menos continua hasta que alcanza
su longitud final. Los flagelos rotos siguen rotando y pueden
repararse con nuevas unidades de flagelina que llegan a través
del canal del filamento para sustituir a las que se han dafiado.

Velocidad celular y movimiento

En Bacteria, los flagelos no rotan a una velocidad constante,
sino que la aumentan o la disminuyen en relacién con la fuerza
protonmotriz. Los flagelos pueden rotar hasta 300 revoluciones
por segundo, y propulsar las células a través de un liquido hasta
60 veces la longitud de una célula por segundo. Por otro lado, el
animal mds rapido que se conoce, el guepardo, se mueve a una
velocidad mdxima de unas 25 veces la longitud de su cuerpo por
segundo. Por tanto, si tenemos en cuenta el tamaio, una célula
bacteriana nadando a 60 veces su longitud por segundo en rea-
lidad se mueve mas del doble de rdpido que el mds rapido de
los animales.

Los movimientos natatorios de los organismos con flagelos
polares y lofétricos son diferentes a los de los organismos con fla-
gelos peritricos, y estos se pueden distinguir microscépicamente
(Figura 2.54). Los organismos con flagelos peritricos se mueven
normalmente en linea recta de manera pausada y lenta. Los orga-
nismos con flagelos polares, en cambio, se mueven con mds rapi-
dez y van dando vueltas de un lado a otro. En la Figura 2.54 se
ilustra el comportamiento de los flagelos de los organismos pola-
res y peritricos, y las diferencias en la reversibilidad del flagelo.

Lavelocidad de natacién es una propiedad determinada gené-
ticamente, porque especies diferentes, incluso aunque tengan el

Sintesis
de filamento,

Gancho Unién
maduro gancho-
Cap filamento Filamento

Gancho primario

y | e

e

Peptidoglicano Membrana citoplasmatica

Figura 2.53 Biosintesis del flagelo. La sintesis empieza con el ensamblaje de los anillos MS y C en la membrana citoplasmética, seguido de la formacién de
los otros anillos, el gancho y la proteina cap. A continuacion las moléculas de flagelina atraviesan el gancho para formar el filamento y se colocan en su posicion

guiadas por las proteinas cap.
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Vuelco - separacion
de los flagelos
(rotacién en sentido
horario)
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Figura 2.54 Movimiento en procariotas con flagelacién peritrica y polar.
(@) Peritrica: el movimiento hacia delante es producido por la rotacion de todos los
flagelos en sentido antihorario en penacho. La rotacion en sentido horario hace
que la célula dé un vuelco y después, la vuelta a la rotacion en sentido antihorario
dirige a la célula hacia una nueva direccion. (b) Polar: las células cambian de
direccion invirtiendo la rotacion flagelar (es decir, tirando en lugar de empujar)

0, en los flagelos unidireccionales, parando periddicamente para reorientarse y
después moviéndose hacia delante por rotacién en sentido horario de los flagelos.

mismo tamano celular, pueden nadar a velocidades maximas
diferentes. Cuando se evalda la capacidad de una bacteria para
nadar y su velocidad maxima en un cultivo de laboratorio, con-
viene hacerlo con cultivos jévenes, porque en los cultivos vie-
jos las células a menudo dejan de nadar y puede parecer que los
organismos son inméviles.

MINIRREVISION -----s-omarmmmemmmen e

e Las células de Salmonella tienen flagelacion peritrica, las de
Pseudomonas, polar, y las de Spirillum, lofétrica. Muestre de
manera esquematica como veriamos cada organismo al tefiir
los flagelos.

e Compare la estructura y el funcionamiento de los flagelos de
Bacteria y Archaea.

___________________________________________________________________

2.18 Motilidad por deslizamiento

Algunos procariotas pueden moverse pero no tienen flagelos.
La mayoria de ellos son bacterias que no nadan, sino que se
mueven por deslizamiento. A diferencia de la motilidad flagelar,
en la que la célula se detiene y vuelve a empezar en una direc-
cién diferente, la motilidad por deslizamiento es una forma de
movimiento mds lenta y mas suave y se produce normalmente
en la direccion del eje mayor de la célula.

Diversidad del movimiento por deslizamiento

La motilidad por deslizamiento estd ampliamente distribuida
en Bacteria, pero solo se ha estudiado en profundidad en unos
pocos grupos. El movimiento de deslizamiento en si —hasta
10 um/s en algunas bacterias— es considerablemente mas lento
que la propulsion por flagelos, pero aun asi ofrece a la célula una
forma de desplazarse en su hébitat.

Los procariotas que se mueven por deslizamiento son células
filamentosas o bacilos, y el proceso de deslizamiento requiere
que las células estén en contacto con una superficie sélida
(Figura 2.55). La morfologia tipica de una colonia de bacterias

K

Richard W. Castenholz

Richard W. Castenholz

(b)

3}
=
=
X
S
=

Mark J. McBride
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Figura 2.55 Bacterias deslizantes. (3, b) Las células de la gran
cianobacteria Oscillatoria miden unos 35 um de ancho. (b) Filamentos de
Oscillatoria deslizandose sobre una superficie de agar. (¢) Masas de células de la
bacteria Flavobacterium johnsoniae alejandose por deslizamiento desde el centro
de la colonia (la colonia tiene unos 2,7 mm de ancho). (@) Cepa mutante de £
Johnsoniae en la que se ve la morfologia tipica de una colonia no deslizante (las
colonias tienen un diametro de entre 0,7 y 1 mm). Véase también la Figura 2.56.
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deslizantes es peculiar, porque las células se deslizan alejan-
dose del centro de la colonia (Figura 2.55¢). Las bacterias des-
lizantes mejor estudiadas son las cianobacterias filamentosas
(Figura 2.55a, b), ciertas bacterias gramnegativas como Myxo-
coccus y otras mixobacterias, y algunas especies de Cytophaga
y Flavobacterium (Figura 2.55¢, d). Sin embargo, no se conocen
Archaea deslizantes.

Mecanismos de motilidad por deslizamiento

Existe mas de un mecanismo responsable de la motilidad por
deslizamiento. Las cianobacterias se deslizan secretando un
polisacdrido mucoso por unos poros que se abren la superfi-
cie externa de la célula. Este polisacarido estd en contacto a la
vez con la superficie celular y con la superficie sélida sobre la
que se mueve la célula. A medida que se adhiere a la superfi-
cie, la célula se desplaza por traccion. La bacteria deslizante no
fotétrofa Cytophaga también se mueve gracias a la secreciéon
de un polisacarido, rotando en torno a su eje mayor a medida
que avanza.

Las células que se mueven «por tirones» también presentan
una forma de motilidad por deslizamiento mediante un meca-
nismo por el cual la extension y retraccion repetitivas de pelos
de tipo IV (Seccién 2.13) arrastran la célula sobre una super-
ficie. La mixobacteria deslizante Myxococcus xanthus pre-
senta dos formas de motilidad por deslizamiento. Una de ellas
estd dirigida por los pelos de tipo IV, pero la otra es diferente
tanto del método de los pelos de tipo IV como del de secre-
cién de polisacarido. En esta segunda forma de motilidad de M.
xanthus, se forma un complejo proteico de adhesién en uno de
los polos de un bacilo, y permanece en una posicion fija sobre la
superficie mientras la célula se desliza hacia delante; esto signi-
fica que el complejo de adhesion se mueve en el sentido opuesto
a la de la célula, presumiblemente impulsado por algtn tipo de
mecanismo de motilidad citoplasmatico.

Hay otras bacterias que se mueven por deslizamiento uti-
lizando otros mecanismos. Es el caso del género Flavobac-
terium (Figura 2.55¢), que no secreta polisacdridos y cuyas
células carecen de pelos de tipo IV. En lugar de usar uno de
estos mecanismos de deslizamiento, es el movimiento de las
proteinas sobre la superficie celular de Flavobacterium el que
provoca el deslizamiento en este organismo. Se cree que unas
proteinas especificas de la motilidad ancladas en las mem-
branas citoplasmatica y externa impulsan las células de Fla-
vobacterium hacia delante mediante un mecanismo de rueda
dentada (Figura 2.56). El movimiento de las proteinas especificas
del deslizamiento en la membrana citoplasmatica estd impul-
sado por la energia de la fuerza protonmotriz, y después este
movimiento se transmite a proteinas complementarias en la
membrana externa. El movimiento de las proteinas de la mem-
brana externa sobre la superficie sélida es el que empuja la
célula hacia delante (Figura 2.56).

Al igual que otras formas de motilidad, la motilidad por des-
lizamiento tiene relevancia ecolédgica. El deslizamiento per-
mite a una célula explotar nuevos recursos e interaccionar con
otras células. Por ejemplo, las mixobacterias como Myxococcus
xanthus tienen un tipo de vida muy social y cooperativo, y la
motilidad por deslizamiento cumple seguramente una funcién
muy importante en las interacciones intercelulares necesarias
para completar su ciclo de vida (€2 Seccién 14.19).

% Membrana
. citoplasmatica

. / Peptidoglicano

_—Membrana

. externa
JIT N
8 %' Proteinas
> deslizantes
1 Movimiento de las Superficie

' proteinas deslizantes
de la membrana externa

Movimiento
de la célula

Figura 2.56 Motilidad por deslizamiento en Flavobacterium
johnsoniae. En el peptidoglicano existen canales (amarillo) que conectan las
proteinas citoplasmaticas con las proteinas deslizantes de la membrana exterior
e impulsan estas ultimas a lo largo de la superficie sdlida. Obsérvese que las
proteinas deslizantes y la propia célula se mueven en sentidos opuestos.

T

* ;En qué mecanismos y requisitos se diferencian la motilidad
por deslizamiento de la motilidad por flagelos?

e Compare el mecanismo de motilidad por deslizamiento de una
cianobacteria filamentosa con el de Flavobacterium.

2.19 Quimiotaxia y otras taxias

En la naturaleza los procariotas encuentran a menudo gradien-
tes de agentes fisicos y quimicos y han desarrollado medios para
responder a ellos acercdndose o alejindose. Estos movimien-
tos dirigidos se llaman taxias o tactismos. La quimiotaxia es
la respuesta a agentes quimicos, y la fototaxia, la respuesta a la
luz, y ambas son casos muy conocidos de taxias. En esta seccion
hablaremos de las taxias en general, y en la Seccién 7.8 exami-
naremos el mecanismo molecular de la quimiotaxia y su regu-
lacién en Escherichia coli como modelo para todas las taxias en
Bacteria.

La quimiotaxia se ha estudiado con detalle en las bacterias
flageladas, y se sabe mucho a nivel genético sobre el modo en
que se comunica al flagelo la informacion sobre el estado qui-
mico del medio. Por tanto, aqui trataremos solamente las bac-
terias flageladas. No obstante, algunas bacterias deslizantes
(Seccidn 2.18) son también quimiotacticas, y las cianobacterias
filamentosas (Figura 2.554, b) tienen movimientos fototacticos.
Ademads, muchas especies de Archaea son también quimiotdc-
ticas, y muchos de los tipos de proteinas que controlan la qui-
miotaxia en Bacteria estdn presentes también en las Archaea
con motilidad.

La quimiotaxia en las bacterias flageladas

peritricas

Gran parte de las investigaciones sobre quimiotaxia se han rea-
lizado con la bacteria flagelada peritrica E. coli. Para entender
como afecta la quimiotaxia al comportamiento de esta bacteria,
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consideremos una situacién en la que una célula se encuentra
con un gradiente de algin producto quimico en el ambiente
(Figura 2.57). En ausencia de gradiente, la célula se mueve de una
forma aleatoria que incluye carreras, en las que la célula nada
suavemente, y vuelcos, cuando la célula se detiene y gira al azar.
Durante el movimiento en una carrera, el motor flagelar gira
en sentido antihorario. Cuando los flagelos giran en sentido
horario, el penacho de flagelos se separa, el movimiento hacia
delante cesa y la célula da un vuelco (Figura 2.57).

Tras un vuelco, la direccién de la siguiente carrera es al azar.
De esta manera, mediante carreras y vuelcos la célula se mueve
al azar en su entorno, pero en realidad no va a ninguna parte.
Sin embargo, si existe un gradiente de una sustancia quimica
atrayente, estos movimientos al azar cambian. Si el organismo
percibe que se estd moviendo hacia concentraciones mas altas
de la sustancia atrayente, las carreras se alargan y los vuelcos
se hacen menos frecuentes. El resultado de esta respuesta del
comportamiento es que el organismo se mueve hacia concen-
traciones mas elevadas de la sustancia atrayente (Figura 2.57b).
Si el organismo advierte la presencia de un repelente, se aplica el
mismo mecanismo general, aunque en este caso es la disminu-
cion de la concentracion del repelente (en lugar de su aumento)
lo que promueve las carreras.

¢Como se detectan los gradientes quimicos? Las células pro-
cariotas son demasiado pequefias para detectar un gradiente
quimico a lo largo de una célula aislada. En cambio, mientras se
mueven las células examinan su entorno tomando muestras de
sustancias quimicas periédicamente y comparando la concen-
traciéon con la detectada momentos antes. Asi pues, las célu-
las bacterianas responden a diferencias temporales en lugar de
espaciales en la concentracion de una sustancia quimica cuando
nadan. La informacidn sensorial se alimenta mediante una ela-
borada cascada de proteinas que finalmente influyen en la direc-
cién de rotaciéon del motor flagelar. Las sustancias atrayentes y
repelentes son detectadas mediante una serie de proteinas de

Vuelco

Carrera \

(@) Sin presencia de sustancia atrayente:
movimiento al azar
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membrana llamadas quimiorreceptores. Estas proteinas se unen
a las sustancias quimicas y empiezan el proceso de transduc-
cién sensorial al flagelo (o Seccién 7.8). La quimiotaxia, por
tanto, se puede considerar un tipo de sistema de respuesta sen-
sorial, andlogo a las respuestas sensoriales del sistema nervioso
de los animales.

Quimiotaxia en bacterias con flagelacion polar
La quimiotaxia en células con flagelacion polar es similar a la
de las células con flagelacion peritrica como las de E. coli, pero
existen algunas diferencias. Muchas bacterias con flagelacion
polar, como Pseudomonas, pueden invertir el sentido de rota-
cién de sus flagelos v, asi, invertir inmediatamente el sentido de
su movimiento (Figura 2.54b). Sin embargo, algunas bacterias
con flagelacién polar, como la bacteria roja fotétrofa Rhodobac-
ter sphaeroides, tienen flagelos que solo giran en sentido horario.
¢Cdémo cambian estas células de sentido? ;Son quimiotdcticas?
En las células de R. sphaeroides, que tienen un tnico fla-
gelo insertado en la zona subpolar, la rotacién de dicho fla-
gelo se detiene periédicamente. Cuando esto sucede, la célula
se reorienta al azar (Figura 2.545). Cuando el flagelo vuelve a
girar, la célula se mueve en una direccion diferente. Aun asi,
las células de R. sphaeroides son fuertemente quimiotacticas a
determinados compuestos organicos, y también presentan res-
puestas tacticas al oxigeno y a la luz. R. sphaeroides no puede
invertir su motor flagelar y dar un vuelco como lo hace E. coli,
pero las células mantienen carreras durante el tiempo en que
detectan un aumento de la concentracioén de una sustancia atra-
yente. Silas células detectan un descenso de la concentracién de
sustancia atrayente, el movimiento cesa. Con este mecanismo
de arrancar y detenerse, al final la célula encuentra el camino
hacia el aumento de sustancia atrayente y mantiene el movi-
miento hasta que sus quimiorreceptores se saturan o hasta que
empieza a detectar una disminucién de la concentracién de sus-
tancia atrayente.

Vuelco

Carrera

(b) En presencia de sustancia atrayente:
movimiento dirigido

Figura 2.57 Quimiotaxia en una bacteria flagelada peritrica como Escherichia coli. (a) En ausencia de una sustancia quimica atrayente, la célula nada
al azar a lo largo de carreras y cambiando su direccion mediante vuelco. (b) En presencia de una sustancia atrayente, las carreras se favorecen y la célula se
mueve hacia concentraciones crecientes de la sustancia atrayente. El gradiente de la sustancia atrayente se muestra en verde; la intensidad de color indica la

concentracion.
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Medicion de la quimiotaxia
La quimiotaxia bacteriana se puede demostrar introduciendo
un pequeiio capilar de vidrio que contenga una sustancia atra-
yente en una suspension de bacterias méviles que no contenga
dicha sustancia. Desde la punta del capilar se forma un gra-
diente en el medio circundante, en el que la concentracién de
la sustancia disminuye gradualmente al aumentar la distancia
a la punta (Figura 2.58). Ante la presencia de alguna sustancia
atrayente, las bacterias quimiotacticas se moveran hacia ella
y formaran un enjambre alrededor de la punta abierta (Figura
2.58¢); muchas bacterias incluso entrardn dentro del capilar. Por
supuesto, a causa de los movimientos al azar, algunas bacterias
quimiotacticas entrardn en el capilar incluso aunque contenga
una solucién de la misma composicién que el medio (solucién
control, Figura 2.58b). Sin embargo, cuando haya una sustan-
cia atrayente, la cantidad de bacterias dentro del capilar serd
mucho mayor que en el exterior. Si, transcurrido un tiempo, se
saca el capilar, se cuentan las células y se compara con el control,
se identificara facilmente la sustancia atrayente (Figura 2.58e).

Si se introduce un capilar con un repelente ocurre justo lo
contrario; las células detectan un gradiente creciente de repe-
lente y los quimiorreceptores adecuados modifican la rotacién
de los flagelos para alejar gradualmente las células del repelente.
En este caso, el nimero de bacterias en el interior del capilar
serd menor que en el control (Figura 2.584). Con el método del
capilar es posible determinar si una sustancia es atrayente o
repelente para una bacteria en concreto.

La quimiotaxia también se puede observar al microscopio.
Mediante una videocdmara que capture la posicién de las célu-
las bacterianas con el tiempo y muestre la trayectoria de cada

célula, se pueden ver los movimientos quimiotécticos de las
células (Figura 2.58f). Este método se ha adaptado a estudios de
quimiotaxia de bacterias en ambientes naturales. Se piensa que,
en la naturaleza, los principales agentes quimiotacticos para las
bacterias son los nutrientes excretados por células microbianas
mads grandes o por macroorganismos vivos o muertos. Las algas,
por ejemplo, producen compuestos organicos y oxigeno (O,, de
la fotosintesis) que pueden desencadenar movimientos quimio-
tacticos de las bacterias hacia las células del alga (Figura 2.58f).

Fototaxia

Muchos microorganismos fotétrofos se desplazan hacia la luz
por un proceso llamado fototaxia. La ventaja de la fototaxia para
un organismo fotétrofo es que le permite orientarse de manera
mds eficiente para recibir la luz necesaria para la fotosinte-
sis. Este fendmeno se puede observar si se extiende un espec-
tro luminoso sobre el portaobjetos de un microscopio en el que
tenemos bacterias rojas fotétrofas. En este caso, las bacterias se
acumularén en las longitudes de onda a las que absorben sus pig-
mentos fotosintéticos (Figura 2.59; en las @2 Secciones 13.1-13.4
se explica la fotosintesis). Estos pigmentos comprenden, en con-
creto, las bacterioclorofilas y los carotenoides.

En las bacterias fotdtrofas existen dos taxias diferentes media-
das por la luz. Una de ellas, llamada escotofobotaxia, solo se
observa al microscopio, y se produce cuando una bacteria fot6-
trofa nada fuera del campo de visién iluminado del microscopio
hacia la oscuridad. Su entrada en la oscuridad afecta negativa-
mente a la fotosintesis y, por tanto, al estado energético de la
célula, lo que determina que realice un vuelco, invierta la direc-
cién y vuelva a nadar en una carrera de nuevo hacia la zona
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Figura 2.58 Medicion de la quimiotaxia con un tubo de ensayo capilar. (3) Introduccidn del capilar en una suspension bacteriana; al introducir el capilar
empieza a formarse un gradiente de la sustancia. (b) El capilar de control contiene una solucion salina que no es atrayente ni repelente; la concentracion de
células en el interior del capilar es la misma que fuera. (¢) Acumulacion de bacterias en un capilar que contiene una sustancia atrayente. (d) Repulsion de bacterias
por un repelente. (g) Evolucion temporal de la cantidad de células en capilares con distintas sustancias. (f) Rastros de bacterias moviles en agua de mar nadando
alrededor de una célula de una alga (mancha blanca grande central) detectados mediante un sistema de video acoplado a un microscopio. Las células bacterianas
presentan aerotaxia positiva y se mueven hacia la célula del alga productora de oxigeno. El alga tiene unos 60 um de diametro.
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Figura 2.59 Fototaxia de las bacterias fotétrofas. (2) Acumulacion
escotofobica de la bacteria roja fotdtrofa Thiospirillum jenense a longitudes
de onda a las que sus pigmentos absorben la luz. Se proyecto un espectro de
luz en un portaobjetos de microscopio que contenia una suspension densa

de las bacterias; tras un tiempo se tomd la micrografia y se observé que las
bacterias se habian acumulado selectivamente. Las longitudes de onda a las
que se acumularon las bacterias son aquellas a las que absorbe el pigmento
fotosintético bacterioclorofila a (comparese con la Figura 13.3b). (b) Fototaxia
de una colonia entera de bacterias rojas fotétrofas Rhodospirillum centenum.
Estas células, intensamente fototacticas, se mueven al unisono hacia la fuente
de luz superior. Véanse, en la Figura 2.49, micrografias electronicas de células
flageladas de R. centenum.

iluminada. La escotofobotaxia es, presumiblemente, el meca-
nismo por el cual las bacterias rojas fotétrofas evitan entrar en
habitats oscuros cuando se estan moviendo en una zona ilumi-
nada, y probablemente mejora su éxito competitivo.

La verdadera fototaxia difiere de la escotofobotaxia; en la
fototaxia las células se mueven en un gradiente de luz, desde
intensidades menores hacia mayores. La fototaxia es analoga
a la quimiotaxia, excepto porque el atrayente en este caso es
la luz en lugar de una sustancia quimica. En algunas especies,

como Rhodospirillum centenum, una bacteria roja fotétrofa y de
gran motilidad (Figura 2.49), colonias enteras de células presen-
tan fototaxia y se mueven al unisono hacia la luz (Figura 2.595).

Algunos componentes del sistema regulador que dirige la
quimiotaxia controlan también la fototaxia. Esta conexién se ha
descubierto a partir del estudio de mutantes de bacterias fotd-
trofas deficientes en fototaxia; estos mutantes presentan tam-
bién sistemas quimiotacticos deficientes. El sensor inicial de
la respuesta fototdctica es un fotorreceptor, una proteina que
funciona de manera similar a un quimiorreceptor pero detecta
el gradiente de luz en lugar de un gradiente quimico. A conti-
nuacion el fotorreceptor interacciona con las mismas protei-
nas citoplasmaticas que controlan la rotacién de los flagelos en
la quimiotaxia, y mantienen a la célula en un movimiento de
carrera, si ya esta nadando hacia la intensidad creciente de luz.
Por tanto, aunque los estimulos de la quimiotaxia y de la fotota-
xia son diferentes —sustancia quimica y luz, respectivamente—
la respuesta tras la recepcion de dicho estimulo estd controlada
por un grupo de proteinas en comun. En la Seccién 7.8 estudia-
remos con mas detalle la actividad de estas proteinas.

Otras taxias

Entre los diversos procariotas flagelados se conocen otras
taxias, como el movimiento para acercarse o alejarse del oxi-
geno (aerotaxia, véase la Figura 2.58f) o para acercarse o ale-
jarse de estados de alta fuerza idnica (osmotaxia). En algunas
cianobacterias deslizantes también se ha observado una taxia
inusual, la hidrotaxia (movimiento hacia el agua). La hidrotaxia
permite a las cianobacterias deslizantes que viven en ambientes
secos, como los suelos del desierto, deslizarse hacia gradientes
de hidratacién creciente.

Del estudio de las taxias microbianas, se hace evidente que
los procariotas con motilidad «sintonizan» con el estado fisico
y quimico de sus hdbitats. Y desde un punto de vista mecani-
cista, resulta interesante que estas células procesen el resultado
de sus andlisis ambientales mediante un sistema comudn que, en
ultima instancia, controla la actividad flagelar. Al ser capaces de
acercarse o alejarse de los diversos estimulos, las células proca-
riotas mejoran sus posibilidades de competir por los recursos
y evitar los efectos perjudiciales de las sustancias que pueden
danarlas o incluso matarlas.

MINIRREVISION ----------sssmmrmmsmssm e ;

e Defina la palabra quimiotaxia. ¢En qué se diferencia la
quimiotaxia de la aerotaxia?

e ;Qué hace que la célula efectle una carrera en lugar de un
vuelco?

e ;Coémo se puede medir cuantitativamente la quimiotaxia?
* ;En qué se diferencia la escotofobotaxia de la fototaxia?

VIl - Células microbianas eucariotas

COmparadas con las células procariotas, las células de los
eucariotas microbianos suelen ser células estructural-
mente mds complejas y mas grandes (¢o Figura 1.2). Termi-
namos nuestro estudio de la estructura y las funciones de las

células microbianas con una consideracién sobre la estructura
y las funciones de los eucariotas microbianos, que son mode-
los habituales para el estudio de la biologia eucariota. Los euca-
riotas microbianos comprenden los hongos, las algas, y los
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protozoos y otros protistas. En el Capitulo 17 hablaremos de
su diversidad.

2.20 El nucleo y la division celular

Las células eucariotas varian en cuanto a la dotacion de organu-
los que contienen, pero lo que tienen todas, y ademas es el ele-
mento distintivo de la célula eucariota, es el nucleo rodeado por
una membrana unitaria. Las mitocondrias son practicamente
universales entre las células eucariotas, mientras que los cloro-
plastos pigmentados solo se encuentran en las células fotétrofas.
Otras estructuras son el aparato de Golgi, los lisosomas, los reti-
culos endoplasmadticos, y los microtibulos y microfilamentos
(Figura 2.60). Algunos eucariotas microbianos tienen flagelos o
cilios, que son los organulos responsables de la motilidad, y otros
no. Los eucariotas microbianos también pueden tener compo-
nentes extracelulares, como la pared celular de los hogos y las
algas (mientras que la mayoria de protozoos carecen de pared).

Nucleo

El nucleo contiene los cromosomas de la célula eucariota. EI
DNA que hay en el interior del nticleo estd enrollado alrede-
dor de proteinas bdsicas (cargadas positivamente) llamadas
histonas, que empaquetan firmemente el DNA, cargado nega-
tivamente, para formar los nucleosomas (Figura 2.61h) y, a par-
tir de ellos, los cromosomas. El nticleo esta rodeado por un par

Reticulo endoplasmatico liso

Reticulo
endoplasmatico
rugoso

Membrana
citoplasmatica

Mitocondria

l N

Microfilamentos <<7[ =+

[ _
i\ Py

Lisosoma r

Cloroplasto

Cubierta nuclear

Poros nucleares

Microtubulos

de membranas, cada una con una funcién, separadas entre si
por un espacio. La membrana interna es simplemente un saco,
mientras que la membrana externa es continua en muchos
sitios con el reticulo endoplasmético. Las membranas nuclea-
res interna y externa estdn especializadas en interacciones con
el nucleoplasma y el citoplasma, respectivamente, pero tienen
poros (Figuras 2.60 y 2.61a), formados por huecos en los que
se unen ambas membranas. Los poros permiten el transporte
de proteinas y acidos nucleicos hacia dentro y hacia fuera del
nucleo, en un proceso llamado transporte nuclear.

En el interior del nicleo se encuentra el nucléolo (Figura 2.60),
el lugar de sintesis del RNA ribosémico (rRNA). El nucléolo es
rico en RNA, y las proteinas ribosdmicas sintetizadas en el cito-
plasma son transportadas hasta él, donde se combinan con el
rRNA para formar las subunidades pequenas y grandes de los
ribosomas eucaridticos. Estos, a continuacion, se exportan al
citoplasma, donde se asocian para formar los ribosomas intac-
tos y realizar la sintesis proteica.

Division celular

Las células eucariotas se dividen mediante un proceso por el
cual los cromosomas se replican, el nicleo se desensambla, los
cromosomas se segregan en dos grupos y en cada célula hija
se ensambla un nidcleo nuevo. Muchos eucariotas microbianos
pueden existir en dos estados genéticos: haploides o diploides.
Las células diploides tienen dos copias de cada cromosoma, y

Mitocondria

Flagelo

Ribosomas

Aparato de Golgi

Nucleo

Nucléolo

Figura 2.60 Dibujo de la seccion de un eucariota microbiano. Todas las células eucariotas poseen un nicleo, pero no todos los organulos y resto de
estructuras estan presentes en todos los eucariotas microbianos. No se muestra la pared celular, que se encuentra en hongos, algas, plantas y algunos protistas.
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Figura 2.61 Elnacleo y el empaquetamiento del DNA en eucariotas. (3) Micrografia electrénica de una célula de levadura preparada para visualizar
la superficie del nucleo. La célula tiene unas 8 pm de ancho. (b) Empaquetamiento del DNA rodeando las histonas (proteinas) para formar el nucleosoma. Los
nucleosomas se disponen a lo largo de la cadena de DNA como las cuentas de un rosario, y se agrupan en cromosomas durante la mitosis (véase la Figura 2.62).

las haploides solo una. Por ejemplo, la levadura de la cerveza,
Sacchararomyces cerevisiae puede existir en estado haploide
(16 cromosomas) y en estado diploide (32 cromosomas). No
obstante, independientemente de su estado genético, durante
la division celular el nimero de cromosomas se duplica pri-
mero y luego se divide por la mitad para dar a cada célula hija
la dotacion correcta de cromosomas. Es el proceso de mitosis,
exclusivo de las células eucariotas. Durante la mitosis, los cro-
mosomas se condensan, se dividen y se separan en dos conjun-
tos, uno para cada célula hija (Figura 2.62).

A diferencia de la mitosis, la meiosis es el proceso de con-
version del estado diploide al haploide. La meiosis consiste en
dos divisiones celulares. En la primera divisién meidtica, los
cromosomas homologos se segregan en células separadas que,
asi, pasan al estado haploide. La segunda division meiética es,
esencialmente, igual que una mitosis, en la que las dos célu-
las haploides se dividen y forman un total de cuatro células

(b)

. ' . uperi
haploides llamadas gametos. En los organismos superiores los
gametos son los 6vulos y los espermatozoides; en los microor-
ganismos eucariotas son esporas o estructuras relacionadas.

:
* ;,Coémo se dispone el DNA en las células eucariotas? i
¢ ;Qué son las histonas y qué funcion tienen? !
* Enumere las principales diferencias entre la mitosis y la meiosis. 1
1

___________________________________________________________________

2.21 Mitocondrias, hidrogenosomas
y cloroplastos

En los eucariotas, los organulos especializados en el metabo-
lismo energético son las mitocondrias, los hidrogenosomas vy,
en los eucariotas fotétrofos, los cloroplastos.

Figura 2.62 Micrografia optica de células vegetales durante la mitosis. (3) Interfase; no se distinguen los cromosomas. (b) Metafase; los cromosomas
homdlogos se alinean en el centro de la célula. (c) Anafase; cromosomas homdlogos se separan. (d) Telofase; los cromosomas se han separado en las dos células

hijas recién formadas.
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Mitocondrias

En las células eucariotas aerobias, la respiracion se lleva a cabo
en la micocondria. Las mitocondrias son de dimensiones bac-
terianas y pueden adoptar muchas formas (Figura 2.63). La canti-
dad de mitocondrias por célula depende en cierto modo del tipo
y el tamario de la célula. Una célula de levadura puede tener sola-
mente unas pocas mitocondrias (Figuras 2.60 y 2.61a), mientras
que una célula animal puede llegar a tener mil. La mitocondria
estd rodeada por un sistema de doble membrana. Al igual que
la membrana nuclear, la membrana externa de la mitocondria es
relativamente permeable y contiene poros que permiten el paso
de pequenas moléculas. La membrana interna es menos per-
meable, y su estructura se parece mas a la membrana citoplas-
midtica de las bacterias.

Las mitocondrias también contienen membranas internas
plegadas, llamadas crestas. Estas crestas, formadas por inva-
ginacién de la membrana interna, contienen los enzimas nece-
sarios para la respiracion y la produccion de ATP, la principal
funcién de la mitocondria. Las crestas contienen también protei-
nas de transporte que regulan el paso de moléculas fundamen-
tales como el ATP dentro y fuera de la matriz, el compartimento
mds interno de la mitocondria (Figura 2.63a). La matriz con-
tiene enzimas para la oxidacién de compuestos organicos, en

Membrana interna

Matriz

D. W. Fawcett

Figura 2.63 Estructura de la mitocondria. (a) Esquema en el que se
muestra la estructura completa de la mitocondria; obsérvese la existencia

de una membrana interna y una externa. (b, ¢) Micrografias electronicas de
transmision de mitocondrias de tejido de rata que muestran la variabilidad de
su morfologia; se pueden distinguir las crestas.

concreto enzimas del ciclo del dcido citrico, la principal ruta de
combustiéon de compuestos organicos a CO, (€& Seccién 3.12).

Hidrogenosomas

Algunos organismos eucariotas mueren en presencia de O, y,
como muchos procariotas, tienen un estilo de vida anaerébico.
Estas células carecen de mitocondrias, y algunas de ellas con-
tienen unas estructuras llamadas hidrogenosomas (Figura 2.64).
Aunque tienen un tamafo similar al de las mitocondrias, los
hidrogenosomas carecen de las enzimas del ciclo del acido
citrico y de crestas. Los eucariotas microbianos que tienen
hidrogenosomas llevan a cabo un metabolismo fermentativo
estricto. Entre los ejemplos tenemos el pardsito humano Tricho-
monas (Co Secciones 17.3 y 32.4) y varios protistas que habi-
tan en el rumen de los rumiantes (22 Secciones 1.5y 22.7) o en
lodos andxicos y sedimentos lacustres.

La principal reaccién bioquimica que tiene lugar en el hidro-
genosoma es la oxidacién del piruvato a H,, CO, y acetato
(Figura 2.64b). Algunos eucariotas anaerobios tienen en su
citoplasma metandégenos consumidores de H,. Estas Archaea

Helen Shio and Miklés Miiller

Membrana
citoplasmatica

Glucosa
lGIicéIisis
Cco, + Hp

Piruvato
Citoplasma

Hidrogenosoma

ATP

Acetato

(b)

Figura 2.64 El hidrogenosoma. (a) Micrografia electrénica de la seccion
fina de una célula del protista anaerobio Trichomonas vaginalis en el que se ven
cinco hidrogenosomas en corte transversal. Comparese su estructura interna
con la de las mitocondrias de la Figura 2.63. (b) Bioguimica del hidrogenosoma;
el hidrogenosoma toma piruvato y produce H,, CO,, acetato y ATP.
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consumen el H, y el CO, producido por los hidrogenosomas
y lo usan para generar metano (CH,). Como no pueden respi-
rar, los hidrogenosomas no pueden oxidar el acetato producido
por la oxidacidén del piruvato como hacen las mitocondrias. Por
tanto, el acetato es excretado del hidrogenosoma al citoplasma
de la célula hospedadora (Figura 2.64b).

Cloroplastos

Los cloroplastos son los organulos de los eucariotas microbia-
nos fotétrofos que contienen clorofila, y llevan a cabo la foto-
sintesis. Los cloroplastos son relativamente grandes y faciles de
ver al microscopio dptico (Figura 2.65), y su cantidad por célula
varia entre especies.

Aligual que las mitocondrias, los cloroplastos tienen una mem-
brana externa permeable y una interna mucho menos permea-
ble. La membrana interna rodea el estroma, andlogo a la matriz
de la mitocondria (Figura 2.65c¢). El estroma contiene la enzima
ribulosa bisfosfato-carboxilasa (RubisCO), enzima fundamental
del ciclo de Calvin, que es la serie de reacciones biosintéticas
mediante las cuales la mayoria de los fot6trofos convierten CO,
en compuestos organicos (€ Seccion 13.5). La permeabilidad de
la membrana externa del cloroplasto permite que la glucosa y el
ATP producidos durante la fotosintesis se difundan hacia el cito-
plasma de la célula, donde pueden ser usados en la biosintesis.

Organulos y endosimbiosis

Hace aproximadamente un siglo, basdndose en la relativa auto-
nomia, tamafo y semejanzas morfoldgicas de las mitocon-
drias con las bacterias, se propuso que las mitocondrias y los

T. D. Brock

Cloroplastos
Tilacoide

Estroma

(C) g

Figura 2.65 Cloroplastos de una diatomea y una célula de una

alga verde. (a) Micrografia de fluorescencia de una diatomea que muestra

la clorofila fluorescente (comparese con la Figura 2.6); las flechas indican

los cloroplastos. La célula mide unos 40 um de ancho. (b) Micrografia de
contraste de fases del alga verde filamentosa Spirogyra que muestra los
caracteristicos cloroplastos en forma de espiral (flechas) de este fotétrofo. Una
célula mide unos 20 um de ancho. (c) Micrografia electronica de transmision
de un cloroplasto de una diatomea; se pueden ver los tilacoides.

cloroplastos eran descendientes de células bacterianas respi-
ratorias y fotosintéticas, respectivamente. Al asociarse con
hospedadores eucariotas no fotétrofos, estos tltimos habrian
adquirido una nueva forma de metabolismo energético, mien-
tras que las células bacterianas simbiontes habrian recibido
un medio de crecimiento estable y propicio dentro del hospe-
dador. Gradualmente, con el tiempo estos simbiontes inicial-
mente libres se habrian convertido en una parte inseparable de
la célula eucariota. Esta idea de las bacterias simbiéticas como
antepasados de la mitocondria, del hidrogenosoma y del clo-
roplasto se llama hipétesis endosimbiética del origen de las
células eucariotas (@2 Secciones 12.3 y 17.1), y en la actualidad
esta ampliamente aceptada en biologia.

Diversas lineas experimentales apoyan la hipétesis endosim-
bidtica. Entre ellas, destaca el hecho de que las mitocondrias, los
hidrogenosomas y los cloroplastos contengan su propio genoma
y sus ribosomas. Los genomas estdn dispuestos de manera cir-
cular, como los cromosomas bacterianos, y la secuencia de
genes que codifican el RNA ribosémico (€ Figura 1.6a) de los
organulos sefala claramente su origen bacteriano. Asi pues, la
célula eucariota es una quimera genética que contiene genes
de dos dominios de la vida: genes de la célula hospedadora
(Eukarya) y genes del endosimbionte (Bacteria).

MINIRREVISION -----s-onaemmmemmmen e

¢ ;Qué reacciones fundamentales ocurren en la mitocondria y el
cloroplasto, y qué producto fundamental se obtiene de ellas?

e Compare el metabolismo del piruvato en la mitocondria 'y en el
hidrogenosoma.

* ;Qué es la hipdtesis endosimbidtica y qué pruebas la
respaldan?

___________________________________________________________________

2.22 Otras estructuras importantes
de las células eucariotas

Ademas del nicleo y la mitocondria (o el hidrogenosoma), y
los cloroplastos en las células fotosintéticas, podemos encontrar
otras estructuras citoplasmaticas en los eucariotas microbia-
nos: el reticulo endoplasmatico, el aparato de Golgi, los liso-
somas, una serie de estructuras tubulares, y estructuras que
aportan motilidad. No obstante, a diferencia de las mitocon-
drias y los cloroplastos, estas estructuras carecen de DNA y no
son de origen endosimbidtico. Las paredes celulares también
estdn presentes en algunos eucariotas microbianos, y cumplen
la misma funcién que en las células procariotas, dando formay
protegiendo la célula de la lisis osmética. La estructura exacta
de la pared celular varia de unos organismos a otros, pero hay
polisacaridos y proteinas comunes.

Reticulo endoplasmatico, aparato de Golgi
y lisosomas

El reticulo endoplasmético (RE) es una red de membranas con-
tinuas con la membrana nuclear. Existen dos tipos de reticulo
endoplasmatico: rugoso, que contiene ribosomas unidos, y liso,
sin ribosomas (Figura 2.60). EI RE liso participa en la sintesis de
lipidos y en algunos aspectos del metabolismo de los carbohi-
dratos. EI RE rugoso, mediante la actividad de sus ribosomas, es
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un gran productor de glicoproteinas y también sintetiza nuevo
material de membrana que es transportado por toda la célula
para ampliar los distintos sistemas membranosos antes de la
divisién celular.

El aparato de Golgi es un conjunto de membranas apiladas
(Figura 2.66) que se crean a partir de cuerpos de Golgi preexis-
tentes y funcionan en coordinacién con el RE. En el aparato
de Golgi se modifican quimicamente los productos del RE y se
clasifican entre los destinados para secrecién o los que actua-
ran en otras estructuras membranosas de la célula. Muchas de
estas modificaciones son glicosilaciones (adicion de residuos de
azucar) que convierten las proteinas en diversas glicoproteinas
que, después, pueden destinarse a ubicaciones especificas en
la célula.

Los lisosomas (Figura 2.60) son compartimentos rodea-
dos por una membrana que contienen enzimas digestivos que
hidrolizan proteinas, grasas y polisacaridos. El lisosoma se
funde con las vacuolas que introducen los nutrientes a la célula,
y libera sus enzimas digestivos que los degradan para su uso en
la biosintesis y la generacién de energia. Los lisosomas acttian
también hidrolizando componentes celulares danados y reci-
clando estos materiales para nuevas biosintesis.

El lisosoma, por tanto, permite aislar del citoplasma las acti-
vidades liticas de la célula. Tras la hidrdlisis de macromolécu-
las en el lisosoma, los nutrientes resultantes pasan al citoplasma
para su uso por los enzimas citoplasmaticos.

Microtubulos, microfilamentos y filamentos

intermedios
Igual que los edificios se construyen con un refuerzo estructu-
ral, el gran tamano de las células eucariotas y su capacidad para
moverse hace que requieran de refuerzos estructurales. Esta red
de soporte interno estd formada por microtitbulos, microfila-
mentos y filamentos intermedios; en conjunto, estas estructuras
forman el citoesqueleto de la célula (Figura 2.60).

Los microtubulos son tubos de unos 25 nm de didmetro con
un centro hueco y compuestos por las proteinas o-tubulina
y p-tubulina. Los microtibulos tienen muchas funciones:

Figura 2.66 El aparato de Golgi. Micrograffa electronica de transmision
de una porcion de una célula eucariota en la que se muestra el aparato de Golgi
(coloreado con oro). Obsérvense las mdltiples membranas plegadas del aparato
de Golgi (los apilamientos de membrana tiene un didmetro de 0,5-1,0 um).

mantener la forma de la célula y su motilidad mediante cilios y
flagelos (Figura 2.67a), mover los cromosomas durante la mito-
sis (Figura 2.67b) y permitir el movimiento de los orgéanulos en

Rupal Thazhath and Jacek Gaertig

(b)
Microfilamentos

SRAY AN

Ohad Medalia and Wolfgang Baumeister

Figura 2.67 Tubulina y microfilamentos. (2) Micrografia de fluorescencia
de una célula de Tetrahymena con anticuerpos antitubulina (rojo/verde) y con
DAPI, que tifie el DNA (azul, nicleo). Una célula tiene unos 10 um de ancho.
(b) Célula animal en la que se aprecia el papel de la tubulina (verde) en la
separacion de los cromosomas durante la metafase de la mitosis. (¢) Imagen
de microscopia electronica del hongo mucoso Dictyostelium discoideum en
la que se muestra la red de microfilamentos de actina que, junto con los
microtabulos, acttian como citoesqueleto de la célula. Los microfilamentos
tienen un diametro de unos 7 nm. En el dominio Bacteria existen homélogos
de la tubulina y los microfilamentos, que son las proteinas FtsZ y MreB,
respectivamente (€2 Seccion 5.3).
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el interior de la célula. Los microfilamentos (Figura 2.67¢) son
mds pequefos, con un didmetro de unos 7 nm, y son polimeros
de dos cadenas entrelazadas de la proteina actina. Los micro-
filamentos actian manteniendo o cambiando la forma de la
célula, en la motilidad celular de células que se desplazan con
movimientos ameboides, y durante la divisién celular. Los fila-
mentos intermedios son proteinas fibrosas de queratina que
forman fibras de entre 8 y 12 nm de didmetro y actdan man-
teniendo la forma de la célula y la posicién de los organulos en
su interior.

Flagelos y cilios
Los flagelos y los cilios estdn presentes en muchos microorga-
nismos eucariotas, y actian como organulos de motilidad, per-
mitiendo a las células desplazarse por natacién. La motilidad
es un recurso para la supervivencia, ya que la capacidad para
moverse permite a los organismos desplazarse por su habitat y
explotar nuevos recursos. Los cilios son fundamentalmente fla-
gelos cortos que se mueven de manera sincronizada para pro-
pulsar la célula —normalmente con bastante rapidez— por el
medio. Los flagelos, en cambio, son apéndices largos presentes
individualmente o en grupos que impulsan a la célula —nor-
malmente mds lentamente que los cilios— mediante un movi-
miento similar al de un latigo (Figura 2.68a). Estructuralmente,
los flagelos de las células eucariotas son bastante diferentes de
los flagelos bacterianos, y no rotan como ellos (Seccién 2.17).
Si los observamos en un corte transversal, los cilios y los fla-
gelos se parecen. Cada uno contiene un haz de nueve pares de
microtdbulos rodeando otro par central (Figura 2.68b). Una
proteina llamada dineina se une a los microttbulos y utiliza el
ATP para impulsar la motilidad. El movimiento de los flagelos
y el de los cilios son similares; en ambos casos, es el resultado

IDEAS PRINCIPALES

e LOS FUNDAMENTOS DE LA MICROBIOLOGIA

Melvin S. Fuller

(a) (b)

Figure 2.68 Motility organelles in eukaryotic cells: Flagella and cilia.
(a) Flagella can be present as single or multiple filaments. Cilia are structurally
very similar to flagella but much shorter. Eukaryotic flagella move in a whiplike
motion. (b) Cross section through a flagellum of the fungus Blastocladiella
showing the outer sheath, the outer nine pairs of microtubules, and the central
pair of microtubules.

de un deslizamiento coordinado de unos microtubulos contra
otros en el mismo sentido o en sentido contrario a la base de la
célula. Este movimiento confiere la sacudida de tipo latigazo
en el flagelo o el cilio que tiene como resultado la propulsién
de la célula.

MINIRREVISION ----------smsmmmmmsmsem e

e ;Por qué es mejor que la actividad del lisosoma esté separada
del citoplasma propiamente dicho?

:
i
e ;Coémo se mantiene unido el citoesqueleto celular? '
:
:
:
:
:
:

* ;En qué se diferencian los flagelos eucariéticos de los
procaridticos desde un punto de vista funcional?

___________________________________________________________________

2.1 ® Los microscopios son esenciales para el estudio
de los microorganismos. El microscopio de campo claro,
el mds comun, tiene una serie de lentes que amplifican y
resuelven la imagen.

2.2 ® Una limitacién inherente a la microscopia de campo
claro es la falta de contraste entre las células y su entorno.
Este problema se puede solucionar utilizando colorantes o
mediante formas alternativas de microscopia éptica, como
la de contraste de fases o la de campo oscuro.

23°1La microscopia de contraste por interferencia
diferencial (DIC) y la microscopia confocal laser de barrido
permiten obtener imédgenes tridimensionales mejoradas o
imdgenes a través de muestras gruesas.

2.4 ® La capacidad de resolucién de los microscopios
electrénicos, con un limite de resolucién de unos 0,2 nm,
es mucho mayor que la de los microscopios 6pticos. Las
dos formas principales de microscopia electrénica son la
de transmision, utilizada especialmente para observar la

estructura interna de la célula, y la de barrido, para estudiar
la superficie de los especimenes.

2.5 ® Las células procariotas tienen muchas formas
diferentes; los bacilos, los cocos y los espirilos son
morfologias celulares comunes. La morfologia es un mal
indicador de otras propiedades celulares, y se trata de
una caracteristica condicionada genéticamente que ha
evolucionado para facilitar la ecologia de la célula.

2.6 ® Los procariotas son normalmente mas pequefios

que los eucariotas, pero se conocen algunos procariotas
muy grandes. El tamafo pequefio de las células procariotas
influye en su fisiologia, velocidad de crecimiento, ecologia y
evolucion. El limite inferior para el didmetro de un coco es
de unos 0,15 pm.

2.7 ® La membrana citoplasmatica es una barrera de
permeabilidad sumamente selectiva constituida por lipidos
y proteinas que forman una bicapa, hidréfoba en su interior
e hidréfila hacia el exterior. A diferencia de las membranas
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de bacterias y eucariotas, en las que los acidos grasos
estan unidos por enlaces éster al glicerol, las Archaea
contienen lipidos unidos por enlaces éter y algunas forman
monocapas en lugar de bicapas.

2.8 ® Las principales funciones de la membrana
citoplasmatica son la permeabilidad, el transporte y la
conservacion de la energia. Para acumular nutrientes
en contra de un gradiente de concentracidn se utilizan
sistemas de transporte que son caracteristicos por su
especificidad y su efecto de saturacion.

2.9 ® Se conocen al menos tres tipos de transportadores
de nutrientes: simples, de translocacion de grupo y sistemas
ABC. En el transporte es necesaria la energia, bien de

un compuesto rico en energia como el ATP, bien de la
fuerza protonmotriz, para acumular solutos en contra del
gradiente de concentracion.

2.10 ® El peptidoglicano es un polisacarido que se
encuentra inicamente en Bacteria y consiste en la
repeticion de unidades alternas de N-acetilglucosamina

y dcido N-acetilmurdmico, con entrecruzamientos de
tetrapéptidos entre moléculas de este dltimo de cadenas
adyacentes. Tanto el enzima lisozima como la penicilina
atacan especificamente el peptidoglicano y provocan la lisis
celular.

2.11 ® Las bacterias gramnegativas tienen una membrana
externa formada por LPS, proteinas y lipoproteinas. Las
porinas permiten la permeabilidad a través de la membrana
externa. El espacio entre la membrana externa y la
citoplasmatica se llama periplasma y contiene proteinas
que intervienen en el transporte, la deteccién de sustancias
quimicas y otras funciones importantes.

2.12 ® Las paredes celulares en Archaea son de varios
tipos: de pseudomureina, de diversos polisacaridos y de
capas S, compuestas por proteinas o glicoproteinas. Al igual
que en Bacteria, las paredes de Archaea protegen la célula
de la lisis osmdtica.

2.13 ® Muchas células procariotas poseen cépsulas, capas
mucosas, pelos o fimbrias. Estas estructuras cumplen
diversas funciones como la union, el intercambio genético y
la motilidad por tirones.

2.14 e Las células procariotas pueden contener
inclusiones de azufre, polifosfato o polimeros de

carbono, o minerales que forman particulas magnéticas
(magnetosomas). Estas sustancias actiian como material de
almacenamiento o en la magnetotaxia.

2.15 ® Las vesiculas de gas son estructuras llenas de gas
que confieren flotabilidad a las células. Estan formadas
por dos proteinas diferentes dispuestas constituyendo
una estructura permeable a los gases pero impermeable al
agua.

2.16 ® La endospora es una célula bacteriana muy
resistente y diferenciada producida por determinadas
bacterias grampositivas. Las endosporas estan
deshidratadas y contienen dipicolinato calcico y pequenias
proteinas solubles en dcido, que no se encuentran en

las células vegetativas. Pueden permanecer durmientes
indefinidamente, pero germinan con rapidez cuando las
condiciones son adecuadas.

2.17 ® La motilidad por natacién es provocada por

los flagelos. El flagelo esta compuesto por diversas
proteinas y anclado a la pared celular y a la membrana
citoplasmatica. En Bacteria, el filamento del flagelo

esta formado por la proteina flagelina y rota gracias a la
fuerza protonmotriz. Los flagelos de Archaea y Bacteria
se diferencian en la estructura y en el modo de acoplar la
energia a la rotacién.

2.18 ® Las bacterias que se mueven por deslizamiento no
utilizan flagelos rotatorios, sino que se arrastran por una
superficie solida utilizando diversos mecanismos, como

la secrecion de polisacéridos, los tirones o las proteinas
deslizantes por rotacion.

2.19 ® Las bacterias méviles responden a gradientes
fisicos y quimicos ambientales controlando la longitud de
sus carreras y la frecuencia de sus vuelcos. Los vuelcos son
controlados por el sentido de rotacién del flagelo, que a su
vez esta controlado por una red de proteinas sensoriales y
de respuesta.

2.20 ® Los eucariotas microbianos contienen varios
organulos como el nticleo, que es universal, las
mitocondrias o los hidrogenosomas, y los cloroplastos. EI
nucleo contiene los cromosomas de la célula en forma de
DNA lineal enrollado alrededor de unas proteinas llamadas
histonas. Los eucariotas microbianos se dividen mediante
el proceso de mitosis y pueden experimentar meiosis si se
produce un ciclo vital haploide/diploide.

2.21 ® La mitocondria y el hidrogenosoma son organulos
generadores de energia de las células eucariotas. Las
mitocondrias llevan a cabo la respiracién aerébica, y los
hidrogenosomas fermentan el piruvato a H,, CO, y acetato.
Los cloroplastos son el lugar de produccion de energia
fotosintética y fijaciéon de CO, en las células eucariotas.
Estos organulos eran inicialmente bacterias independientes
que establecieron su residencia permanente en el interior
de células de Eukarya (endosimbiosis).

2.22 ® 05 reticulos endoplasméticos (RE) son estructuras
membranosas eucaridticas que pueden tener adheridos
ribosomas (RE rugoso) o no (RE liso). Los flagelos y

los cilios son elementos de motilidad, y los lisosomas

estan especializados en degradar moléculas grandes.

Los microtubulos, los microfilamentos y los filamentos
intermedios funcionan como andamios internos de la
célula.
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Revise lo que sabe y descubra lo que ha aprendido con MasteringMicrobiology. Acceda
a material de estudio, revisiones de los capitulos, animaciones y tutoriales de microbiologia
practica en el Area de Estudio y asegurese de que ha asimilado todo el contenido de este capitulo.

GLOSARIO DE TERMINOS

Acido dipicolinico: sustancia exclusiva de
las endosporas que confiere resistencia a
estas estructuras.

Acido poli-B-hidroxibutirico (PHB):
material de almacenamiento habitual en
las células procariotas que consiste en
un polimero de f-hidroxibutirato u otro
acido f-alcanoico, o mezclas de dcidos
p-alcanoicos.

Acido teicoico: polialcohol fosforilado
que se encuentra en la pared celular de
algunas bacterias grampositivas.

Capa S: la capa superficial mas externa
de la célula, compuesta por proteinas
o glicoproteinas, presente en algunas
bacterias y Archaea.

Cépsula: capa exterior de polisacéridos
o proteinas, normalmente bastante
viscosa, presente en algunas bacterias.

Ciclo de Calvin: serie de reacciones
biosintéticas mediante las cuales la
mayoria de los organismos fotosintéticos
convierten el CO, en compuestos
orgénicos.

Citoesqueleto: andamio celular tipico
de las células eucariotas, en el que los
microtibulos, los microfilamentos y los
filamentos intermedios definen la forma
de la célula.

Cloroplasto: orgdnulo fotosintético de los
eucariotas fot6trofos.

Crestas: membranas internas de una
mitocondria.

Cuerpo basal: porcién «motora» del
flagelo bacteriano, embebida en la
membrana citoplasmatica y en la pared
celular.

Endospora: estructura diferenciada
con una pared gruesa y sumamente
resistente al calor, producida por ciertas
bacterias grampositivas.

Estroma: lumen del cloroplasto, rodeado
por la membrana interna.

Filamento intermedio: polimero
filamentoso de proteinas fibrosas de
queratina, superenrrolladas en fibras
mads gruesas, que actiia manteniendo
la forma de la célula y la posicién de
algunos organulos en la célula eucariota.

Flagelacidn peritrica: flagelos localizados
en muchos lugares alrededor de la
superficie celular.

Flagelacidén polar: flagelos localizados en
uno o ambos polos de la célula.

Flagelo: apéndice celular largo y fino
que rota (en las células procariotas) y
es el responsable de la motilidad por
natacion.

Fototaxia: movimiento de un organismo
hacia la luz.

Gramnegativa: célula bacteriana con una
pared celular que contiene pequenas
cantidades de peptidoglicano y una
membrana externa de lipopolisacéridos,
lipotroteinas y otras macromoléculas
complejas.

Grampositiva: célula bacteriana
cuya pared celular esta formada
principalmente por peptidoglicano.
Carece de la membrana externa de las
células gramnegativas.

Hidrogenosoma: organulo de origen
endosimbiético presente en ciertos
eucariotas microbianos, que oxida el
piruvato a H,, CO, y acetato, y acopla
estas reacciones a la sintesis de ATP.

Hipétesis endosimbidtica: idea segin la
cual las mitocondrias y los cloroplastos
se originaron a partir de bacterias.

Histonas: proteinas muy bésicas que
compactan y enrollan el DNA en el
nucleo de las células eucariotas.

Lipopolisacdrido (LPS): combinaci6én
de lipidos con polisacéridos y proteinas
que forma la porcién principal de la
membrana externa en las bacterias
gramnegativas.

Lisosoma: organulo que contiene enzimas
digestivos para la hidrdlisis de proteinas,
grasas y polisacdridos.

Magnetosoma: particula de magnetita
(Fe,O,) rodeada por una membrana no
unitaria en el citoplasma de las bacterias
magnetotacticas.

Meiosis: division nuclear que reduce
a la mitad el nimero diploide de
cromosomas y lo convierte en haploide.

Membrana citoplasmatica: barrera de
permeabilidad de la célula, que separa el
citoplasma del ambiente.

Membrana externa: membrana unitaria
formada por fosfolipidos y polisacdridos
que esté situada fuera de la capa de
peptidoglicano en las células de las
bacterias gramnegativas.

Microfilamento: polimero filamentoso de
actina que ayuda a mantener la forma de
las células eucariotas.
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Microtubulo: polimero filamentoso de
las proteinas a-tubulina y f-tubulina
que acttia dando forma y motilidad a las
células eucariotas.

Mitocondria: orgdnulo respiratorio de los
organismos eucariotas.

Mitosis: division nuclear en las células
eucariotas por la cual los cromosomas
se replican y se reparten en dos células
hijas durante la divisién celular.

Morfologia: forma de una célula: bacilo,
coco, espirilo, etcétera.

Nucleo: orgénulo que contiene los
cromosomas en una célula eucariota.

Pelos (o pili): estructuras largas y
filamentosas que se extienden desde
la superficie de la célula y, segin el
tipo, facilitan la adherencia celular, el
intercambio genético o la motilidad por
tirones.

Peptidoglicano: polisacdrido compuesto
de repeticiones de unidades alternas
de N-acetilglucosamina y acido
N-acetilmurdmico, dispuestas en
capas adyacentes y entrecruzadas por
pequenos péptidos.

Periplasma: region gelatinosa entre la cara
externa de la membrana citoplasmética y la
cara interna de la capa de lipopolisacarido
de las bacterias gramnegativas.

Quimiotaxia: movimiento dirigido
de un organismo hacia una mayor
concentracion de una determinada
sustancia (quimiotaxia positiva) o en
sentido contrario (quimiotaxia negativa).

Resolucion: capacidad para distinguir
dos objetos como independientes
y separados cuando se observan al
microscopio.

Sistema de transporte ABC: sistema
de transporte de membrana formado
por tres proteinas, una de las cuales
hidroliza ATP; el sistema transporta
nutrientes especificos a la célula.

Sistema de transporte simple:
transportador formado tinicamente
por una proteina transmembranaria y
normalmente impulsado por energia
procedente de la fuerza protonmotriz.

Tilacoide: capa de membrana que
contiene los pigmentos fotosintéticos en
los cloroplastos.

Tincién de Gram: procedimiento de
tincién diferencial que tife las células de


https://booksmedicos.org

color morado (células grampositivas) o

rosa (células gramnegativas).
Translocacién de grupo: sistema de

transporte dependiente de energia

10.

11.

12.
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PREGUNTAS DE REPASO

¢Qué diferencia hay entre aumento y resolucién? ;Puede
aumentar uno sin que aumente la otra? (Seccién 2.1)

¢Cudl es la funcién de la tincién en la microscopia éptica?
¢Cudl es la ventaja de la microscopia de contraste de fases
frente a la microscopia de campo claro? ;Cual es la ventaja
de la microscopia DIC sobre la microscopia de campo claro?
(Secciones 2.2.y 2.3)

¢Cuadl es la ventaja principal de la microscopia electrénica
sobre la éptica? ;Qué tipo de microscopio electrénico usaria
para observar los rasgos tridimensionales de una célula?
(Seccién 2.4)

¢Cudles son los principales tipos de morfologia de los
procariotas? Dibuje una célula con cada uno de ellos.
(Seccidn 2.5)

;Cudl es el tamano maximo que puede tener una célula
procariota? ;Y el minimo? ;Por qué sabemos el limite inferior
con mds precisiéon que el limite superior? ;Cuales son las
dimensiones de la bacteria en forma de bacilo Escherichia
coli? (Seccién 2.6)

Describa en una sola frase la estructura de una membrana
unitaria. (Seccién 2.7)

Describa las principales diferencias estructurales entre las
membranas de Bacteria y de Archaea. (Seccién 2.7)

Explique en una sola frase por qué las moléculas ionizadas no
atraviesan la membrana citoplasmaética por difusién. ;Cémo
pueden atravesarla? (Seccion 2.8)

Las células de Escherichia coli captan la lactosa mediante
la permeasa lac, la glucosa mediante el sistema de la
fosfotransferasa y la maltosa mediante un transportador
tipo ABC. Describa, para cada uno de estos aztcares: 1)
los componentes del sistema de transporte y 2) la fuente de
energfa que alimenta el proceso. (Seccién 2.9)

¢Por qué la capa rigida de la pared celular bacteriana se llama
peptidoglicano? ;Cudles son las razones estructurales de

la rigidez que el peptidoglucano aporta a la pared celular?
(Seccion 2.10)

Cite varias funciones de la membrana externa de las bacterias
gramnegativas. ;Cual es la composicién quimica de la
membrana externa? (Seccién 2.11)

:Qué polisacdrido de la pared celular comun en Bacteria no
se encuentra en Archaea? ;Qué tienen de inusual las capas
S en comparacién con otras paredes de los procariotas?
:Qué tipos de pared celular se encuentran en Archaea?
(Seccién 2.12)

en el que la sustancia transportada

se modifica quimicamente durante el
proceso de transporte por parte de un
grupo de proteinas.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

Vesiculas de gas: estructuras
citoplasméticas llenas de gas y rodeadas
por una membrana, que confieren
flotabilidad a las células.

:Qué funciones tienen las capas de polisacédridos del exterior
de la pared celular en los procariotas? (Seccién 2.13)

:Qué tipos de inclusiones citoplasmaticas se forman en los
procariotas? ;En qué se diferencia una inclusién de acido
poli--hidroxibutirico de un magnetosoma en cuanto a
composicion y funcién metabdlica? (Seccién 2.15)

¢Qué funcion tienen las vesiculas de gas? ;Qué caracteristica
estructural les permite retener el gas en su interior?
(Seccién 2.15)

Indique sucintamente en qué se diferencian las endosporas
bacterianas de las células vegetativas en cuanto a estructura,
composicién quimica y capacidad para resistir condiciones
ambientales extremas. (Seccién 2.16)

Defina los términos siguientes: endospora madura, célula
vegetativa y germinacién. (Seccién 2.16)

Describa la estructura y la funcién de un flagelo bacteriano.
;Cudl es su fuente de energia? ;En qué se diferencian los
flagelos de Bacteria de los de Archaea en cuanto a tamano y
composicion? (Seccién 2.17)

Compare los mecanismos de motilidad que utilizan
Flavobacterium y Escherichia coli. (Secciones 2.17 y 2.18)

Explique sucintamente cémo detecta una bacteria mévil la
direccion en la que se encuentra una sustancia atrayente y
c6mo se mueve hacia él. (Seccién 2.19)

En el experimento descrito en la Figura 2.58, ;qué es el
control y por qué es esencial? (Seccién 2.19)

Cite al menos tres caracteristicas de las células eucariotas
que las distinguen claramente de las procariotas. ; Qué son
las histonas y qué funcidn tienen? (Seccién 2.20)

¢En qué se parecen la estructura de una mitocondria y la
de un hidrogenosoma? ;En qué se diferencian? ;En qué se
diferencian metabdlicamente estos organulos? (Seccién 2.21)

¢Qué procesos fisiolégicos importantes tienen lugar en el
cloroplasto? (Seccién 2.21)

:Qué pruebas existen que respalden la idea de que los
organulos principales de los eucariotas fueron antes
bacterias? (Seccién 2.21)

Describa las funciones de los siguientes elementos de las
células eucariotas: reticulo endoplasmatico, aparato de Golgi
y lisosomas. (Seccién 2.22)

booksmedicos.org



https://booksmedicos.org

booksmedicos.org

76 UNIDAD 1 ¢ LOS FUNDAMENTOS DE LA MICROBIOLOGIA

EJERCICIOS PRACTICOS

Calcule el tamaro del objeto més pequeiio que puede
resolverse si se utiliza una luz de 600 nm (roja) para

observar una muestra con una lente de aceite de inmersién
de 100 aumentos y una apertura numérica de 1,32. ;Cémo
podriamos mejorar la resolucién utilizando esta misma lente?

Calcule la relacién superficie/volumen de una célula esférica
de 15 um de didmetro y de una célula de 2 um de didmetro.
:Qué consecuencias tienen estas diferencias de relacion
superficie/volumen en la actividad de la célula?

Suponga que tiene dos cultivos, uno de una especie de
bacterias gramnegativas y uno de una especie de Archaea.

Indique al menos cuatro formas diferentes de saber qué
cultivo es cada uno.

Calcule el tiempo que tardaria una célula de Escherichia coli
(1 x 2 um) nadando a velocidad méxima (60 veces la longitud
de la célula por segundo) para recorrer los 3 cm de longitud
de un capilar que contiene una sustancia quimica atrayente.

Suponga que tiene dos cultivos de bacterias en forma de
bacilo, uno grampositivo y el otro gramnegativo. Indique
c6émo podria diferenciarlos usando @) un microscopio 6ptico;
b) un microscopio electrénico; ¢) andlisis quimicos de la
pared celular; y d) andlisis filogenéticos.
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CAPITULO

3 - Metabolismo microbiano

actual

Una sorpresa metabdlica

Con frecuencia, los estudiantes tienen la impresion de que, en lo
que respecta al metabolismo, ya se sabe todo y que no queda
nada por descubrir. Esto ocurre, sobre todo, cuando estudian las
rutas metabdlicas clasicas, como el ciclo del acido citrico (o ciclo
de Krebs), una serie importante de reacciones que llevan a cabo
todas las células y cuyos detalles se explican en este capitulo. Es
solo «otra aburrida ruta metabdlica» cuya bioquimica se dilucidd
hace muchos anos, ¢verdad?

Pues no. Durante anos, los microbidlogos han estado descon-
certados por la ausencia de dos enzimas fundamentales del ciclo
del &cido citrico (CAC) en determinados procariotas, en concreto
en las cianobacterias. Las cianobacterias (en la foto) son fototrofos
oxigénicos cuya actividad fotosintética oxigeno la Tierra hace miles
de millones de anos y posibilitd asi la aparicion de formas de vida
superiores. Pero la ausencia en las cianobacterias de las enzimas
del CAC a-cetoglutarato-deshidrogenasa y succinil CoA-sintetasa
(enzimas que funcionan coordinadas para convertir el a-cetogluta-
rato en succinato) las etiquetd durante mucho tiempo como orga-
nismos «con un CAC incompleto». ¢ Es esto realmente cierto?

Un grupo de microbidlogos de la Penn State University (EE. UU.)
volvié a investigar esta extrana situacion y, utilizando una combina-
cion de gendmica y bioquimica, descubrieron un nuevo paradigma
para el CAC'. Resulta que las cianobacterias si que realizan el CAC
completo, pero convierten el a-cetoglutarato a succinato utilizando
dos enzimas nuevas previamente desconocidas. Por alguna razon,
la evolucion ha seleccionado estas enzimas en lugar de las candni-
cas para completar el CAC en las cianobacterias y en unos pocos
procariotas mas en los que también se han descubierto los genes
que codifican estas enzimas.

Ademas de resolver un gran misterio metabdlico, esta investiga-
cion demuestra el poder de combinar los analisis gendmicos con
la biogquimica y una buena intuicion cientifica. Este estudio también
nos recuerda la importancia de entender los metabolismos clasi-
COS como base para descubrir metabolismos nuevos en el mundo
microbiano.

! Zhang, S., y D. A. Bryant. 2011. The tricarboxylic acid cycle in cyanobacteria.
Science 334: 1551-1553.

| Cultivo de microorganismos
en el laboratorio 78

Il Energética, enzimas y redox 83
Il Fermentacion y respiracion 90
IV Biosintesis 101



https://booksmedicos.org

booksmedicos.org

78 UNIDAD 1 e LOS FUNDAMENTOS DE LA MICROBIOLOGIA

| - Cultivo de microorganismos en el laboratorio

Para cultivar microorganismos en el laboratorio es necesario (H), oxigeno (O), carbono (C), nitrégeno (N), fésforo (P), azu-
suministrarles todos los nutrientes que precisan. Los requi- fre (S) y selenio (Se). Ademas de estos, hay al menos otros
sitos nutricionales son muy variados, y es necesario conocer los  cincuenta elementos que, aunque no son necesarios, son meta-
principios de la nutricién microbiana para cultivar con éxito bolizados por los microorganismos (Figura 3.1).

microorganismos. En este apartado nos centraremos en algu- Ademas del agua, que constituye el 70-80 % del peso himedo
nos principios generales de la nutricién microbiana, y después de una célula microbiana (una célula individual de Escheri-
ampliaremos estos conceptos en el Capitulo 13, en el que mos-  ¢4ig coli pesa solo 10712 g), una célula estd formada principal-
traremos la amplia diversidad metabdlica del mundo microbiano.  ente por macromoléculas: proteinas, 4cidos nucleicos, lipidos
L. oL y polisacdridos; los bloques estructurales (monémeros) de estas
3.1 QU|mlca celular y nutricion macromoléculas son los aminoécidos, los nucleétidos, los ci-
Los organismos diferentes necesitan nutrientes diferentes, y no 408 grasosy los azticares, respectivamente. Las proteinas domi-
todos los nutrientes se necesitan en las mismas cantidades. Algu- ~ han 1a composicién macromolecular de una célula, de la que
nos, llamados macronutrientes, son necesarios en gran cantidad, ~ constituyen hasta el 55 % del peso seco total. Ademds, la diversi-
y otros, llamados micronutrientes, solamente en cantidades traza. dad proteinica supera la de todas las otras macromoléculas jun-
tas. Sorprendentemente, con lo importante que es el DNA para
Composicion quimica de la célula la célula, contribuye en un porcentaje muy pequefio a su peso
Todos los nutrientes microbianos estan formados a partir de ele-  seco; el RNA es bastante mas abundante (Figura 3.1c).
mentos quimicos. No obstante, solo un pequefio grupo de ele- Los datos que se muestran en la Figura 3.1 proceden de ana-

mentos domina los sistemas vivos y son esenciales: hidrégeno lisis reales de células de E. coli; son datos que varian un poco de

Grupo —
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Periodo
l Esencial para todos los microorganismos

1 = Cationes y aniones esenciales para la mayoria
de los microorganismos
[ Metales traza (Tabla 3.1), algunos de ellos esenciales

2 [ Utilizado para funciones especiales
[ No esencial, pero se metaboliza

No esencial, no se metaboliza

@)
Elementos esenciales como porcentaje

A Composicion macromolecular de una célula
de peso seco de la célula

Macromolécula Porcentaje de peso seco
Proteinas 55
Lipidos 9,1
Polisacaridos 5,0
Lipopolisacaridos 3,4
DNA 3,1
RNA 20,5
(b) (©

Figura 3.1 Composicion elemental y macromolecular de una célula bacteriana. (3) Tabla periddica microbiana de los elementos. A excepcion del

uranio, que es metabolizado solo por algunos procariotas, no se tiene constancia de que los elementos del periodo 7 o posteriores de la tabla periddica sean
metabolizados. (b) Contribucion de los elementos esenciales al peso seco de una célula. (c) Abundancia relativa de macromoléculas en una célula bacteriana.
Datos de (b) de: Aquat. Microb. Ecol. 10: 15-27 (1996) y de (c) de: Escherichia coli y Salmonella typhimurium: Cellular and Molecular Biology. ASM, Washington, DC
(EE. UU.) (1996).
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un microorganismo a otro. Pero para cualquier célula micro-
biana el carbono y el nitrégeno son macronutrientes impor-
tantes, de manera que empezaremos nuestro estudio de la
nutriciéon microbiana con estos elementos fundamentales.

Carbono, nitrégeno y otros macronutrientes

Todas las células necesitan carbono, y la mayoria de los proca-
riotas requieren compuestos orgdnicos (que contienen carbono)
como fuente de este elemento. Aproximadamente el 50 % del
peso seco de una célula bacteriana es carbono (Figura 3.15). El
carbono se obtiene de aminoacidos, acidos grasos, cidos orga-
nicos, azucares, bases nitrogenadas, compuestos aromdticos y
otros innumerables compuestos organicos. Algunos microor-
ganismos son autétrofos y construyen sus estructuras celulares
a partir de diéxido de carbono (CO,).

Una célula bacteriana tiene aproximadamente un 13 % de
nitrégeno, presente en proteinas, dcidos nucleicos y otros cons-
tituyentes celulares. La mayor parte del nitrégeno disponible en
la naturaleza estd en forma de amoniaco (NH,), nitrato (NO,") o
gas nitrégeno (N,). Practicamente todos los procariotas pueden
usar el NH, como fuente de nitrégeno, muchos utilizan también
el NO,, y algunos las fuentes de nitrégeno organico, como los
aminodcidos. EI N, como fuente de nitrégeno solo lo utilizan los
procariotas fijadores de nitrégeno (Seccién 3.17).

Ademads de C, N, y O y H (del H,0), las células necesitan otros
muchos macronutrientes, pero normalmente en cantidades

Tabla 3.1

Micronutrientes que necesitan los microorganismos?
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menores (Figura 3.1). El fo6sforo es necesario para los dcidos
nucleicos y los fosfolipidos, y normalmente se suministra a la
célula en forma de fosfato (PO 43’). El azufre estd presente en los
aminodacidos cisteina y metionina, asi como en varias vitaminas,
como la tiamina, la biotina y el 4cido lipoico, y las células lo toman
en forma de sulfato (SO 42’). El potasio (K) es necesario para la
actividad de varias enzimas, y el magnesio (Mg) para estabilizar
los ribosomas, las membranas y los dcidos nucleicos, y también es
necesario para la actividad de muchas enzimas. El calcio (Ca) y el
sodio (Na) son nutrientes esenciales solo para unos pocos organis-
mos; el sodio en concreto para microorganismos marinos.

Micronutrientes: metales traza y factores
de crecimiento

Los microorganismos necesitan algunos metales para crecer,
normalmente en cantidades muy pequeiias que, por tanto, for-
man parte de los requisitos de micronutrientes (Figura 3.1a). El
principal de estos metales es el hierro (Fe), que tiene una fun-
cién muy importante en la respiracién celular. El hierro es un
componente fundamental de los citocromos y de las protei-
nas de hierro y azufre que actian en las reacciones de trans-
porte de electrones (Seccién 3.10). Ademds del hierro, los
microorganismos necesitan o metabolizan otros muchos meta-
les (Figura 3.1a). En conjunto, estos micronutrientes reciben el
nombre de elementos traza o metales traza. Los elementos traza
suelen actuar como cofactores de las enzimas. En la Tabla 3.1 se

|. Elementos traza

Il. Factores de crecimiento

Elemento Funcion Factor de crecimiento Funcion

Boro (B) Autoinductor de la percepcion de quérum en las PABA (acido Precursor del &cido folico
bacterias; también se encuentra en algunos p-aminobenzoico)
antibioticos policétidos Acido folico Metabolismo de compuestos de

Cobalto (Co) Vitamina B, ,; transcarboxilasa (solo en las bacterias del un solo carbono; transferencias
acido propionico) de grupos metilo

Cobre (Cu) En la respiracion, citocromo c-oxidasa; en la fotosintesis,  Biotina Biosintesis de acidos grasos;
plastocianina, algunas superdxido-dismutasas algunas reacciones de fijacion

Hierro (Fe)° Citocromos; catalasas; peroxidasas; proteinas de hierro y de CO,

azufre; oxigenasas; todas las nitrogenasas
Manganeso (Mn)

Activador de muchas enzimas; componente de ciertas
superoxido-dismutasas y de la enzima que disocia el

B,, (cobalamina) Metabolismo de compuestos de
un solo carbono; sintesis de

desoxirribosa

agua en los fotétrofos oxigénicos (fotosistema Il) B, (tiamina) Reacciones de descarboxilacion
Molibdeno (Mo) Algunas enzimas que contienen flavinas; algunas By (piridoxal) Transformaciones aminoéacido/
nitrogenasas, nitrato-reductasas, sulfito-oxidasas, DMSO- cetoacido
TMAO-reductasas; algunas formiato-deshidrogenasas Acido nicotinico (niacina)  Precursor de NAD*
Niquel (Ni) La mayor[a de las deshlqrogenasas; coenzima F 450 de los Riboflavina Precursor de FMN, FAD
metandgenos; monoxido de carbono-deshidrogenasa;
ureasa Acido pantoténico Precursor del coenzima A
Selenio (Se) Formiato-deshidrogenasa; algunas hidrogenasas; el Acido lipoico Descarboxilacion de piruvato y
aminodcido selenocisteina o-cetoglutarato
Tungsteno (W) Algunas formiato-deshidrogenasas; oxotransferasas de Vitamina K Transporte de electrones

los hiperterméfilos
Vanadio (V)
Zinc (Zn)

Vanadio-nitrogenasa; bromoperoxidasa

Anhidrasa carboénica; polimerasas de los acidos
nucleicos; muchas proteinas de union a DNA

“No todos los elementos traza o factores de crecimiento son necesarios para todos los organismos.
°El hierro es necesario normalmente en mayor cantidad que el resto de metales traza que se muestran.
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enumeran los elementos traza mds importantes y se dan ejem-
plos de las enzimas en las que desempenan alguna funcién.
Los factores de crecimiento son micronutrientes organicos
(Tabla 3.1). Entre los mas habituales se encuentran las vitaminas,
pero los aminodcidos, las purinas y pirimidinas y otras molécu-
las orgdnicas pueden ser factores de crecimiento para algunos
microorganismos. Las vitaminas son los mas habituales, y algu-
nas de ellas estdn incluidas en la Tabla 3.1. La mayoria funcionan
como coenzimas, que son componentes no proteinicos de las
enzimas (Seccidén 3.5). Los requisitos vitaminicos varian de unos
microorganismos a otros. Las bacterias del dcido lactico, que
incluyen los géneros Streptococcus, Lactobacillus y Leuconostoc
(@o Seccidn 15.6), son conocidas por su gran necesidad de vita-
minas, incluso mayor que la de los humanos (véase la Tabla 3.2).

MINIRREVISION ---------cscmcmememememememememecececaceccny

e ;Qué cuatro elementos quimicos constituyen la parte
mayoritaria del peso seco de una célula?

e ;Qué dos clases de macromoléculas contienen la mayor parte
del nitrégeno de una célula”?

e Sefale la diferencia entre «elementos traza» y «factores de
crecimiento».

___________________________________________________________________

3.2 Medios de cultivo y laboratorios

Un medio de cultivo es una solucién nutritiva que se utiliza para
cultivar microorganismos. Como los cultivos de laboratorio son

necesarios para el estudio detallado de los microorganismos,
hay que poner mucha atencién en la eleccién y preparacién de
los medios para que los cultivos prosperen.

Clases de medios de cultivo

En microbiologia se utilizan dos grandes clases de medios
de cultivo: los definidos y los complejos. Los medios defini-
dos se preparan anadiendo cantidades precisas de productos
orgéanicos o inorgdnicos puros a agua destilada. Por tanto, en
un medio definido se conoce la composicion exacta (tanto en
sentido cualitativo como cuantitativo). En cualquier medio de
cultivo es fundamental la fuente de carbono, porque todas las
células necesitan grandes cantidades de este elemento para ela-
borar nuevo material celular (Figura 3.1). La fuente concreta de
carbono y su concentracion dependen del organismo que se va
a cultivar. En la Tabla 3.2 se presentan las recetas para cuatro
medios de cultivo. Algunos medios , como el que se cita para
Escherichia coli, se consideran «simples» porque contienen una
sola fuente de carbono. En este medio, las células de E. coli sin-
tetizan todas sus moléculas organicas a partir de glucosa.

Si se desea cultivar muchos microorganismos, no es esencial
conocer la composicién exacta de un medio. En estos casos,
es suficiente con un medio complejo, e incluso puede resul-
tar ventajoso. Los medios complejos estan hechos con hidro-
lizados de productos microbianos, animales o vegetales, como
caseina (proteina lactea), carne (extracto de carne), soja (caldo
triptico de soja), células de levadura (extracto de levadura), o

Tabla 3.2 Ejemplos de medios de cultivo para microorganismos con requisitos nutricionales simples y exigentes?

Medio de cultivo definido
para Escherichia coli

Medio de cultivo definido para
Leuconostoc mesenteroides

Medio de cultivo definido
para Thiobacillus thioparus

Medio de cultivo complejo
para E. coli o L. mesenteroides

7 g de K,HPO, 0,6 g deK,HPO, 15 g de glucosa 0,5 g deKH,PO,
2 g de KH,PO, 0,6 g deKH,PO, 5 g de extracto de levadura 0,5 g deNH,CI
1gde (NH,),SO, 3 g deNH,CI 5 g de peptona 0,1 g de MgSO,
0,1 g de MgSO, 0,1 g de MgSO, 2 g de KH,PO, 0,05 g deCaCl,
0,02 g de CaCl, 25 g de glucosa 1.000 ml de agua destilada 0,5 g deKCl

4-10 g de glucosa

Elementos traza (Fe, Co,
Mn, Zn, Cu, Ni, Mo)
2-10 ug de cada

1.000 ml de agua destilada
pH 7

Acetado sodico 25 g pH 7

Aminoécidos (alanina, arginina, asparagina,
aspartato, cisteina, glutamato, glutamina,
glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina,
metionina, fenilalanina, prolina, serina,
treonina, triptéfano, tirosina, valina)
100-200 pg de cada

Purinas y pirimidinas (adenina, guanina,
uracilo, xantina) 10 mg de cada

Vitaminas (biotina, folato, acido nicotinico,
piridoxal, piridoxamina, piridoxina,
riboflavina, tiamina, pantotenato, acido
p-aminobenzoico) 0,01-1 mg de cada

Elementos traza (como en la primera
columna) 2-10 ug de cada

1.000 ml de agua destilada
pH 7

(b)

2 g de Na,S,0,

Elementos traza (como en la
primera columna)

1.000 ml de agua destilada
pH 7

Fuente de carbono: CO, del
aire

2Las fotos son tubos de (a) el medio definido descrito, y (b) el medio complejo descrito. Nota como el medio complejo de color de los diversos extractos organicos y
digiere que contiene. Créditos de las fotos: Cheryl L. Broadie y John Vercillo, Southern lllinois University en Carbondale.
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algin otro de una larga serie de sustancias altamente nutriti-
vas. Estos hidrolizados estdn disponibles comercialmente en
forma deshidratada y solo hay que rehidratarlos para obtener el
medio de cultivo. No obstante, la desventaja de los medios com-
plejos es que se desconoce su composicion nutricional exacta.
Un medio enriquecido empieza como medio complejo y des-
pués se va complementando con sustancias de alto poder nutri-
tivo como suero o sangre. Este medio se utiliza para el cultivo
de microorganismos nutricionalmente exigentes, muchos de los
cuales son patégenos,

A veces se preparan medios de cultivo selectivos o diferen-
ciales (o ambos), especialmente los medios que se utilizan en
microbiologia diagndstica. Un medio selectivo contiene com-
puestos que inhiben el crecimiento de algunos microorganis-
mos pero no de otros. Por ejemplo, existen medios selectivos
para el aislamiento de determinados patégenos, como cepas
de Salmonella o Escherichia coli que provocan infecciones de
transmisién alimentaria. En un medio diferencial se anade un
indicador, normalmente un colorante, que mediante un cambio
de color nos sefala que durante el crecimiento se ha producido
una reaccion metabdlica determinada. Los medios diferencia-
les son utiles para distinguir las bacterias, y se usan mucho en
los diagnésticos clinicos y en microbiologia sistematica. En el
Capitulo 27 hablaremos mas extensamente de los medios dife-
renciales y los selectivos.

Requisitos nutricionales y capacidad biosintética

De las cuatro recetas de la Tabla 3.2, tres son definidas y una
compleja. El medio complejo es el mas facil de preparar y pro-
picia el crecimiento de Escherichia coliy de Leuconostoc mesen-
teroides, los ejemplos usados en la tabla. En cambio, el medio
simple definido propicia el crecimiento de E. coli pero no de L.
mesenteroides. Para que este tltimo crezca en un medio defi-
nido hay que afadir varios nutrientes que E. coli no necesita.
Las necesidades nutricionales de L. mesenteroides pueden satis-
facerse preparando un medio definido muy complementado, lo
cual es bastante laborioso por todos los nutrientes individua-
les que hay que afiadir (Tabla 3.2), o bien preparando un medio
complejo, que es un trabajo mucho menos arduo.

El cuarto medio de la Tabla 3.2 permite el crecimiento de la
bacteria del azufre Thiobacillus thioparus; este medio no per-
mitiria el crecimiento de ninguno de los otros organismos,
ya que T. thioparus es a la vez quimiolitétrofo y autétrofo, de
manera que no tiene necesidad de carbono organico. 7. thio-
parus obtiene todo su carbono del CO, y su energia de la oxi-
dacién del tiosulfato (Na,S,0,). Por tanto, T. thioparus tiene
la mayor capacidad biosintética de todos los organismos de la
tabla, superando incluso a E. coli en este aspecto.

Lo importante de la Tabla 3.2 es que diferentes microorga-
nismos pueden tener requisitos nutricionales muy distintos.
Para conseguir que el cultivo prospere es necesario entender
los requisitos nutricionales de un organismo y satisfacerlos con
los nutrientes que necesita en la forma y la cantidad adecuadas.

Cultivo de laboratorio

Una vez preparado un medio de cultivo y esterilizado para eli-
minar cualquier forma de vida de él, se pueden inocular orga-
nismos e incubar el cultivo en condiciones que propicien el
crecimiento (Figura 3.2). En el laboratorio, la inoculacién se hara

CAPITULO 3 e METABOLISMO MICROBIANO 81

James A. Shapiro, University of Chicago

James A. Shapiro, University of Chicago

(b)

James A. Shapiro, University of Chicago

James A. Shapiro, University of Chicago

()

Figura 3.2 Colonias bacterianas. Las colonias son masas visibles que
pueden contener mas de mil millones (1 09) de células individuales y se
forman a partir de solo unas pocas. (a) Serratia marcescens, cultivada en
agar MacConkey. (b) Detalle de colonias enmarcadas en a. (c) Pseudomonas
aeruginosa cultivada en agar tripticasa de soja. (d) Shigella flexneri cultivada
en agar MacConkey.
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Figura 3.3 Transferencia aséptica. Una vez que el tubo se tapa de nuevo al final, el asa se vuelve a esterilizar antes de guardara.

normalmente con un cultivo puro y en un medio de cultivo
liquido o sélido. Los medios liquidos se solidifican con agar,
generalmente del 1-2 %. Los medios sélidos inmovilizan las
células y les permiten crecer y formar masas visibles y aisla-
das llamadas colonias (Figura 3.2). Las colonias microbianas
tienen formas y tamanos diversos en funcién del organismo,
las condiciones de cultivo, el suministro de nutrientes y otros
parametros fisiolégicos. Algunos microorganismos produ-
cen pigmentos que hacen que toda la colonia esté coloreada
(Figura 3.2). Las colonias permiten al microbidlogo visualizar
la composicion y la supuesta pureza del cultivo. Las placas que
contienen mas de una clase de colonia indican un cultivo con-
taminado.

Los medios de cultivo deben esterilizarse antes de su uso, y
la esterilizacion se consigue calentando el medio en un auto-
clave. En la Seccién 5.17 explicamos el funcionamiento y los

|55 estrizs se reallzan
formando dngulo oon
Ias extrias iniciales

principios del autoclave, junto con otros métodos de este-
rilizaciéon. Una vez que se ha preparado el medio de cultivo
estéril, estd listo para ser inoculado. Esto precisa de una téc-
nica aséptica (Figuras 3.3 y 3.4), una serie de pasos para impe-
dir la contaminacién durante la manipulacién de los cultivos
y medios de cultivo estériles. Se necesita dominar la técnica
aséptica para mantener los cultivos puros, porque los contami-
nantes aéreos estdn practicamente en todas partes (Figuras 3.3
y 3.4). El método principal para obtener cultivos puros a par-
tir de muestras liquidas con varios organismos diferentes es
tomar una colonia aislada y sembrarla por estria, que es un pro-
cedimiento habitual en el laboratorio de microbiologia. Se han
desarrollado otras técnicas de obtencién de cultivos puros que
son especialmente adecuadas para grupos concretos de bacte-
rias con requisitos de crecimiento inusuales; estas técnicas se
explican en la Seccién 18.2.

Cofonias alsladas Crechmiento confuyente
& Nikal de & elemira El principio de &
por asxria slambra por esiriz

1. &= esterilira &l 853 § SE ErraE (ns
s o8 Inorsin del tebo

1. La eriria inicis] & reallza en |
una esguina de ka placa de agar |

{ 3. £l aspectn de una plam bien sembrads tas
la iIncubadon presenta colonies de |2
bactaria Microoooos fufaus 2n uns ploce
d& Bgar-ssrEE

Figura 3.4 Método para obtener cultivos puros mediante la siembra por estria en placa.

La tapa de la placa se debe abrir solo lo necesario para realizar las estrias.
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MINIRREVISION --------s--scmsemseaseaseaseaseannanna s

e ; Por qué un medio de cultivo complejo para Leuconostoc
mesenteroides es mas facil de preparar que un medio
quimicamente definido?

* ;En qué medio de los que se muestran en la Tabla 3.2,
definido 0 complejo, crecera mas rapidamente E. coli? ¢,Por

Il - Energética, enzimas y redox

Para poder crecer, todos los microorganismos deben conser-
var una parte de la energfa liberada en las reacciones. En esta
seccion trataremos de los principios de conservacién de ener-
gia, teniendo en cuenta las diferentes clases de microorganis-
mos en funcion de su fuente de energia, y utilizaremos algunas
leyes sencillas de la quimica y de la fisica para mejorar nuestra
comprensién de la bioenergética.

3.3 Clases de microorganismos segun
su fuente de energia

Las reacciones de obtencién de energia constituyen una parte del
metabolismo llamada catabolismo. Hablaremos aqui de las dis-
tintas clases de energia que usan los microorganismos, sefialando
sus similitudes y sus diferencias. Los términos utilizados para
describir las clases de energia de los microorganismos son impor-
tantes y volverdn a aparecer muchas veces a lo largo del libro.

Quimioorganoétrofos y quimiolitotrofos

Los organismos que obtienen su energia a partir de compuestos
quimicos se llaman guimiétrofos, y los que utilizan compuestos
orgdnicos son quimioorgandtrofos (Figura 3.5). La mayoria de

Fuentes de energia

Compuestos quimicos Luz
Quimiotrofia Fototrofia
Compugstos Compuestos
orgéanicos inorganicos
(glucosa, acetato, etc.) (Ha, HoS, Fe", NH,", etc.)
Quimioorganétrofos Quimiolitétrofos Fotoétrofos

(glucosa + O,—>CO, + H,0) (Ho+ O, = H,0) (luz)
ATP ATP ATP

Figura 3.5 Opciones metabélicas de conservacion de energia. Los tres
tipos de metabolismo de conservacion de energia se encuentran en el mundo
microbiano.
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qué? E. coli no crecera en el medio descrito para Thiobacillus
thioparus. ¢Por qué?

e ;Qué significa la palabra estéril? ¢ Por qué es necesaria la
técnica aséptica para cultivar cultivos puros con éxito en el
laboratorio?

los microorganismos que se han cultivado en laboratorio son
quimioorganétrofos. Son muchos los compuestos orgénicos
que pueden utilizar los distintos microorganismos, y practica-
mente en todos los casos la energia se obtiene por la oxidacién
del compuesto. La energia obtenida es atrapada por la célula en
los enlaces de alta energia del compuesto trifosfato de adeno-
sina (ATP).

Algunos microorganismos pueden obtener energia de un
compuesto organico solo en presencia de oxigeno; estos orga-
nismos reciben el nombre de aerobios. Otros solamente pue-
den hacerlo en ausencia de oxigeno (y son anaerobios). Otros
pueden degradar los compuestos organicos tanto en presen-
cia como en ausencia de oxigeno (son los aerobios facultativos).
Trataremos estas opciones con més detalle en la Seccion 5.16.

Muchas Bacteria y Archaea pueden utilizar la energia libe-
rada en la oxidacion de compuestos inorgdnicos. Esta forma de
metabolismo se conoce como quimiolitotrofia, y fue descubierta
por el microbidlogo ruso Sergei Winogradsky (€& Seccion 1.9).
Los organismos que llevan a cabo reacciones quimiolitotréfi-
cas se llaman quimiolitétrofos Figura 3.5). Algunos compues-
tos inorgdnicos pueden ser oxidados, por ejemplo el H,, el H,S
(sulfuro de hidrégeno), el NH, (amoniaco), y el Fe" (hierro
ferroso). Normalmente, los grupos de quimiolitétrofos relacio-
nados entre si se especializan en la oxidacién de un grupo de
compuestos inorganicos que también estan relacionados; asi,
tenemos las bacterias «del azufre», las bacterias «del hierro»,
las bacterias «nitrificantes», etcétera.

La capacidad para conservar la energia procedente de la oxi-
dacién de los compuestos inorganicos es una buena estrategia
metabdlica, ya que la competencia con los quimioorganétrofos
no es un problema. Ademds, muchos de los compuestos inor-
génicos oxidados por los quimiolitétrofos, como el H, y el H,,S,
son en realidad productos de desecho de los quimioorganétro-
fos. Asi pues, muchos quimiolitétrofos han desarrollado estra-
tegias para explotar recursos que los quimioorganétrofos no
pueden aprovechar, de manera que no resulta raro encontrar
estos dos grupos fisiologicos viviendo en estrecha asociacién.

Fotdtrofos

Los microorganismos fotétrofos contienen pigmentos que les
permiten convertir la energia luminica en energia quimica; por
tanto, a diferencia de los quimidtrofos, los fototrofos no necesi-
tan compuestos quimicos como fuente de energfa. Esto supone
una ventaja metabdlica significativa, ya que no existe compe-
tencia por las fuentes de energia entre los fotétrofos y los qui-
midtrofos, y en la mayoria de los hébitats microbianos hay al
menos un poco de luz solar.
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En los procariotas se conocen dos formas principales de foto-
trofia. En una de ellas, llamada fotosintesis oxigénica, se pro-
duce oxigeno (O,). Entre los microorganismos, la fotosintesis
oxigénica es caracteristica de las cianobacterias, que son pro-
cariotas, y de las algas, que son eucariotas. La otra forma, la
fotosintesis anoxigénica, se da en las bacterias rojas y verdes
y en las helicobacterias (pertenecen todos al dominio Bacte-
ria), y no genera O,. Sin embargo, el mecanismo de sintesis de
ATP es similar para los fotétrofos oxigénicos y los anoxigénicos,
dado que la fotosintesis oxigénica se originé a partir de la forma
anoxigénica, mds simple, hace unos 3.000 millones de afnos
(@o Secciones 1.3y 12.2).

Heterotrofos y autdtrofos

Independientemente de coémo obtenga su energia un microor-
ganismo, ya hemos visto que las células necesitan carbono en
grandes cantidades para elaborar nuevos materiales celulares
(Figura 3.1). Si un organismo es heterotrofo, obtiene el carbono
a partir de algin compuesto organico. En cambio, un autétrofo
utiliza el diéxido de carbono (CO,) como fuente de carbono.
Por definicién, los quimioorgandtrofos son también heterd-
trofos, mientras que la mayoria de quimiolitétrofos y fotétro-
fos son autétrofos. Los autétrofos también reciben el nombre
de productores primarios, porque sintetizan materia organica
nueva a partir de CO,. Practicamente toda la materia organica
de la Tierra ha sido sintetizada por productores primarios, en
concreto los fotétrofos.

MINIRREVISION -------nnneesmmmmmmmeeenmcm ooy

e ; En qué se diferencia un quimioorganétrofo de un l
quimiolitétrofo en términos de generacion de energia? ¢Y un '
quimidtrofo de un fototrofo? ,

e ;En qué se diferencia un autétrofo de un heterdtrofo en ;
términos de obtencién de carbono? !

___________________________________________________________________

3.4 Bioenergetica

La energia se define como la capacidad para realizar trabajo.
En microbiologia, las transformaciones energéticas se miden en
kilojulios (kJ), una unidad de energia calorifica. Todas las reac-
ciones quimicas que tienen lugar en una célula van acompa-
nadas de cambios en la energia, ya que esta o bien es necesaria
para que ocurra la reaccién, o bien es liberada a consecuencia
de la reaccion. Para identificar qué reacciones liberan energia
y cudles la necesitan para llevarse a cabo, tenemos que enten-
der algunos principios bioenergéticos que explicaremos a con-
tinuacidn.

Energética basica

Si bien en cualquier reaccion energética se pierde algo de ener-
gia en forma de calor, en microbiologia estamos interesados en
la energia libre (cuyo simbolo es G), que es la energia disponi-
ble para realizar trabajo. El cambio en la energia libre durante
una reaccién se expresa como AG”, donde el simbolo A se lee
como «incremento». Los superindices «0» y «prima» indican
que el valor de la energia libre se refiere a condiciones estdndar,
es decir, pH 7, 25 °C, 1 atmdsfera de presion, y todos los reacti-
vos y productos a concentraciéon molar.

Veamos la reaccion
A+B—C+D

Si AG” para esta reaccion es negativo, la reaccién procedera
con liberacion de energia libre, energia que la célula puede con-
servar como ATP. Estas reacciones que producen energia se lla-
man exergonicas. Sin embargo, si AG”es positivo, la reacciéon
requiere energia para llevarse a cabo. Estas reacciones se lla-
man endergoénicas. Por tanto, las reacciones exergénicas libe-
ran energia, y las endergonicas requieren energia.

Energia libre de formacion y calculo del incremento
de energia (AG")

Para calcular la energia libre producida en una reaccién, pri-
mero hay que saber la energia libre de los reactivos y los produc-
tos. La energia libre de formacién (Gfo) es la energia liberada o
absorbida durante la formacién de una molécula determinada a
partir de los elementos que la componen. En la Tabla 3.3 se dan
algunos ejemplos de Gfo. Por convenio, la energia libre de for-
macion de los elementos en estado elemental y eléctricamente
neutros (como C, H,, N,) es cero, pero no asi la energia libre
de formacién de compuestos. Si la formacién de un compuesto
a partir de sus elementos se produce de manera exergonica,
entonces la Gf0 del compuesto sera negativa (se libera energia).
Sila reaccién es endergénica, la Gf0 del compuesto sera positiva
(se requiere energia).

Para la mayoria de los compuestos, Gfo es negativa. Esto refleja
el hecho de que los compuestos tienden a formarse esponta-
neamente (es decir, con liberacién de energia) a partir de sus
elementos. No obstante, el valor positivo de la Gf0 para la forma-
cién del 6xido nitroso (N,0O) (4+104,2 kJ/mol, Tabla 3.3), indica
que este compuesto no se forma espontdneamente, sino que, al
contrario, con el tiempo se descompone espontdneamente en
N,y O,. Enel Apéndice 1 se dan las energias libres de formacién
de algunos compuestos de interés microbioldgico.

Con las energias libres de formacién es posible calcular AG”’
para una reaccion determinada. ParaA + B— C + D, AGY se
calcula restando la suma de energias libres de formacion de los

Tabla 3.3 Energia libre de formacion de algunos compuestos

de interés bioldgico

Compuesto Energia libre de formacion (Gfo)a
Agua (H,0) —237,2
Diéxido de carbono (CO,) -394,4
Hidrogeno gaseoso (H,) 0
Oxigeno gaseoso (O,) 0
Amonio (NH,) —79,4
Oxido nitroso (N,O) +104,2
Acetato (C,H,0,) -369,4
Glucosa (CgH,,0y) 917,83
Metano (CH,) -50,8
Metanol (CH,OH) -175,4

“Los valores de energia libre de formacion se dan en kJ/mol. Véase en la
Tabla A1.1 del Apéndice 1 una lista mas completa de las energias libres de
formacion.
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reactivos (A + B) a las energias libres de formacién de los pro-
ductos (C + D). Asi:

AG" = G[C + D] - G[A + B]

El valor obtenido para AG” nos indica si la reaccién es exergé-
nica o endergodnica. La expresion «productos menos reactivos»
es una forma sencilla de recordar cémo calcular los cambios en
la energia libre durante las reacciones quimicas. No obstante,
antes de realizar los célculos de la energia libre, es necesario
igualar la reaccidn. En el Apéndice 1 se detallan los pasos que
hay que seguir para igualar reacciones y calcular energias libres
para cualquier reaccion hipotética.

Diferencia entre AG” y AG

Aungque los célculos de AG”’ son estimaciones razonables de los
cambios reales de energia libre, en algunos casos no es asi. Mds
adelante veremos que las concentraciones reales de productos y
reactivos en la naturaleza, que rara vez son las concentraciones
molares que usamos en los célculos de AG”, pueden cambiar
los resultados de los célculos bioenergéticos, a veces de manera
significativa. Lo mas relevante de un célculo bioenergético no
es AG”, sino AG, el cambio de energfa libre que se produce en
las condiciones reales en las que esta creciendo el organismo. La
ecuacion para AG tiene en cuenta la concentracion real de reac-
tivos y productos del habitat del organismo, y es

AG =AGY” + RTInK

donde Ry T son constantes fisicas y K es la constante de equi-
librio de la reaccién (Apéndice 1). En el Capitulo 13 veremos
que es importante distinguir entre AG” y AG cuando consi-
deramos la diversidad catabolica en més detalle, pero para los
propositos de este capitulo, la expresién AG” nos dice si una
reaccion determinada libera energia o la absorbe, y esto es sufi-
ciente para la comprension basica del flujo de energia en los
sistemas microbianos. Solo las reacciones exergénicas liberan
energia que la célula puede conservar, y este serd nuestro cen-
tro de atencion en las siguientes secciones.

MINIRREVISION ------------=========mmmmmmmmmmno oo :

e ;Qué es la energia libre?

¢ Indique si la formacion de glucosa a partir de sus elementos
libera o absorbe energia.

e Con ayuda de la Tabla 3.3, calcule AG” para la reaccion
CH, + 30, — CH,OH.

3.5 Catalisis y enzimas

Los célculos de la energia libre indican inicamente si en una
reaccion determinada se libera o se absorbe energia. El valor
obtenido no dice nada de la velocidad de la reaccién. Sila veloci-
dad de una reaccién es muy baja, puede que no le sirva de nada
ala célula. Por ejemplo, tomemos la formacién del agua a partir
de O, y H,. La energética de esta reaccién es bastante favorable:
H, + %02 —H,0, AG"" = —237 KJ. Sin embargo, si mezclamos
O,y H, en una botella sellada, no se formara una cantidad men-
surable de agua, ni siquiera en afos. Esto es asi porque la unién
del O, y el H, para formar H,O requiere primero que sus enlaces
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quimicos se rompan. La ruptura de estos enlaces requiere ener-
gia, llamada energia de activacion.

La energia de activacién es la energia necesaria para que
todas las moléculas de una reacciéon quimica estén en estado
reactivo. Para una reaccién que procede con una liberacién neta
de energia libre (es decir, una reaccion exergénica), la situacién
es la que se ha esquematizado en la Figura 3.6. Aunque la barrera
de la energia de activacién es practicamente infranqueable en
ausencia de catalizador, dicha barrera se reduce drasticamente
en presencia del catalizador adecuado. El concepto de energia
de activacion nos lleva de manera natural a tratar el tema de la
catdlisis y las enzimas.

Enzimas

Un catalizador es una sustancia que reduce la energia de acti-
vacién de una reaccion (Figura 3.6) y aumenta asi su velocidad.
Los catalizadores facilitan las reacciones, pero ni se consumen
ni se transforman en el proceso. Ademas, los catalizadores no
influyen en la energética ni el equilibrio de una reaccion; sola-
mente modifican la velocidad a la que se produce la reaccion.
Los catalizadores bioldgicos se llaman enzimas.

La mayoria de las reacciones celulares no proceden a veloci-
dades significativas sin la intervenciéon de un catalizador. Las
enzimas son proteinas (0 en unos pocos casos, RNA) con gran
especificidad por las reacciones que catalizan. Es decir, cada
enzima cataliza un solo tipo de reaccién quimica o, en el caso de
unas pocas enzimas, una sola clase de reacciones estrechamente
relacionadas. Esta especificidad es funcién de la precisa estruc-
tura tridimensional de la molécula enzimatica. En una reac-
cion catalizada por una enzima, la enzima (E) se combina con
el reactivo, llamado sustrato (S), y forman un complejo enzima-
sustrato (E—S). Después, a medida que la reaccion procede, se
libera el producto (P) y la enzima vuelve a su estado inicial:

E+SSE-SsSE+P

La enzima, generalmente, es mucho mds grande que el sus-
trato, y el fragmento de la enzima a la que se une el sustrato es

Energia de
activacion
sin enzima

Energia de
activacion
con enzima

Energia libre

AGY=GL(C +D) -
GL(A +B)

Avance de la reaccion

Figura 3.6 Energia de activacion y catalisis. Ni siquiera las reacciones
quimicas que liberan energia tienen lugar espontaneamente hasta que son
activadas. Cuando los reactivos estan activados, la reaccion se produce de
manera espontanea. Los catalizadores como las enzimas reducen la energia
de activacion necesaria.
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el sitio activo; toda la reaccion enzimatica, desde la unién del
sustrato a la liberacion del producto, puede tener lugar en unos
pocos milisegundos.

Muchas enzimas contienen moléculas pequefas no proteicas
que participan en la catélisis pero no son sustratos en si mismas.
Estas moléculas se pueden dividir en dos tipos segin la forma
de asociarse con la enzima: grupos prostéticos y coenzimas. Los
grupos prostéticos se unen con fuerza a sus enzimas, normal-
mente de manera covalente y permanentemente. El grupo hemo
presente en citocromos, como el citocromo ¢ (Seccion 3.10),
es un ejemplo de grupo prostético. Las coenzimas, en cambio,
se unen de manera laxa a las enzimas, y una sola coenzima se
puede asociar con varias enzimas diferentes. La mayoria de las
coenzimas son derivadas de vitaminas; NAD™, un derivado de
la vitamina niacina (Tabla 3.1) es un buen ejemplo de coenzima.

Catalisis enzimatica

Para catalizar una reaccion especifica, una enzima debe hacer
dos cosas: (1) unirse a su sustrato y (2) colocar el sustrato junto
a los aminodcidos especificos en el sitio activo de la enzima. El
complejo enzima-sustrato (Figura 3.7) cumple ambas funciones
alineando los grupos reactivos e introduciendo tensién en enla-
ces especificos del sustrato. Esto reduce la energia de activacion
necesaria para que la reaccién proceda en sentido del sustrato
al producto. En la Figura 3.7 se muestra esquematicamente el
proceso en el caso de la lisozima, una enzima cuyo sustrato es
el esqueleto polisacaridico del peptidoglicano, polimero de la
pared celular bacteriana (¢o Figura 2.25).

La reaccién de la Figura 3.7 es exergdnica porque la ener-
gia libre de formacién de los sustratos es mayor que la de los
productos. No obstante, algunas enzimas catalizan reacciones
que requieren energia, porque convierten eficazmente sustratos

CH,OH GH,OH

(0] Sustrato

0
H Blig H

1. El sustrato se
une al sitio
activo de la
enzima.

Sitio activo

2. Se forma el
complejo

enzima-
sustrato.

poco energéticos en productos ricos en energia. En estos casos,
sin embargo, no solo hay que superar la barrera de la energia de
activacion (Figura 3.6), sino que hay que aportar la suficiente
energia libre a la reaccion para elevar el nivel energético de los
sustratos hasta el de los productos. Esto se hace acoplando la
reaccion que requiere energia con otra que libere energia, como
la hidrdlisis del ATP, de manera que la reaccion global tiene
lugar con un cambio de energia libre negativo o cercano a cero.

En teoria, la actividad de todas las enzimas es reversible, pero
en realidad las que catalizan reacciones muy endergdnicas o
muy exergonicas lo hacen normalmente en un solo sentido. Si
es necesario revertir una reaccién muy endergdénica o muy exer-
gonica, generalmente es una segunda enzima la que cataliza la
reaccion inversa.

MINIRREVISION --------s-os-oseoseosnosensensenseneeneeeanee ;

e ;Cual es la funcién de un catalizador? ¢ Cual es la composicion
de las enzimas?

e ;A qué parte de una enzima se une el sustrato?
e ;Qué es la energia de activacion?

3.6 Donadores y aceptores
de electrones

Las células conservan la energia liberada en las reacciones cata-
bélicas acoplandola a la sintesis de compuestos muy energéticos
como el ATP. Las reacciones que liberan energia suficiente para
formar ATP suelen ser del tipo oxidacién-reducciéon. Una oxi-
dacion es la eliminacién de un electrén (o mds) de una sustan-
cia, y una reduccion es la adicién de un electrén (o mds) a una

CH,OH

Productos CHZO":)

3. Se introduce
tension en
el enlace.

’. 5. La enzima esta lista “
S para empezar un +*

nuevo ciclo
catalitico.

L
.
st

L/
...
...

nn®

Figura 3.7 Elciclo catalitico de una enzima. La enzima que se muestra aqui, la lisozima, cataliza la ruptura del enlace glicosidico -1,4 en el esqueleto
polisacaridico del peptidoglicano. Tras la union en el sitio activo de la enzima se ejerce tension en el enlace, que favorece su ruptura. El modelo de espacio lleno de

la lisozima es gentileza de Richard Feldmann.
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sustancia. El término redox se usa habitualmente como abrevia-
cién para indicar oxidacién-reduccidn.

Reacciones redox

Las reacciones redox se producen por parejas. Por ejemplo, el
hidrégeno gaseoso (H,) puede liberar electrones y protones y
oxidarse (Figura 3.8). No obstante, los electrones no pueden exis-
tir sueltos en solucion, sino que deben formar parte de dtomos
o moléculas. Por tanto, la oxidacién de H, solo es una semi-
rreaccion, un término que implica la necesidad de una segunda
semirreaccion, porque por cada sustancia que se oxida debe
reducirse otra.

La oxidacién de H, se puede acoplar a la reduccién de muchas
sustancias diferentes, incluido el oxigeno (O,), en una segunda
semirreaccion. Esta semirreacciéon de reduccion, acoplada a la
oxidacién de H,, tienen como resultado una reaccién completa
con ajuste neto (Figura 3.8). En las reacciones de este tipo, lla-
mamos a la sustancia oxidada (en este caso el H,) donador de
electrones, y a la sustancia reducida (en este caso el O,) acep-
tor de electrones. A los donadores de electrones también se les
llama habitualmente fuentes de energia. En la naturaleza exis-
ten muchos donadores de electrones potenciales, incluida una
amplia variedad de compuestos organicos e inorganicos. Tam-
bién existen muchos aceptores de electrones, incluidos el O,,
bastantes compuestos oxidados de nitrégeno y azufre, como el
NO, yel SO ..y otros muchos compuestos orgénicos.

Para que se produzca una reaccién redox es tan importante la
presencia del aceptor de electrones adecuado como la del dona-
dor. Si falta uno o el otro, la reaccién no puede llevarse a cabo
completamente. Veremos que los conceptos de donador y acep-
tor de electrones son muy importantes en microbiologia para
entender practicamente todos los aspectos del metabolismo
energético.

Potenciales de reduccion y pares redox

Las sustancias difieren en su tendencia inherente a donar o
aceptar electrones. Esta tendencia se expresa como su poten-
cial de reduccién (E;’, en condiciones estindar) y se mide en
voltios (V) tomando como referencia el de una sustancia estan-
dar, el H, (Figura 3.9). Por convenio, se dan los potenciales de
reduccién para semirreacciones que se escriben como reduc-
ciones, a pH 7 porque el citoplasma de la mayoria de las células
es neutro o casi neutro.

Una sustancia puede ser donadora o aceptora en diferentes
circunstancias, segun las sustancias con las que reaccione. Los
constituyentes a cada lado de la flecha en las semirreacciones se
llaman par redox, como 2 H*/H2 o %OZ/HZO (Figura 3.8). Por
convenio, al escribir un par redox, la forma oxidada del par se

Donador Aceptor

o ——
Semirreaccion de de electrones de electrones

donacién de e~
H, — 2e +2H*
_>-> H,0 — H,+ 10, — H,0

Formacién Reaccion neta
de agua

Figura 3.8 Ejemplo de reaccion de oxidacién-reduccion. Cada
semirreaccion constituye la mitad de la reaccion neta.

10,+2e — O°

Semirreaccion de
captacion de e
Ne——————
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La escala redox

Ey' (V)

— -0,60
S042/HSO5™ (-0,52) 2 &~ L _0.50
e COo/glucosa (-0,43) 24 e~
2 H*/H, (-0,42) 2 &~ |
CO,/metanol (-0,38) 6 e~ 0,40
NAD*/NADH (-0,32) 2 &
™) COp/acetato (-0,28) 8 &~ — -0,30
SO/H,S (-0,28) 2 e~
CO,/CH, (-0,24) 8 &~
FAD/FADH (-0,22) 2 &~ — -0,20
Piruvato/lactato (-0,19) 2 e~
S0327/H,S (-0,17) 6 &~
— -0,10
Fumarato/succinato (+0,03) 2 e~ B 0,0
Citocromo bgy/req (+0,035) 1 e~
N Ubiquinonagyreq (+0,11) 2 e~ — +0,10
2 Fe®*/Fe?* (+0,2) 1 7, (pH 7) — +0,20
Citocromo Coyreq (+0,25) 1 e~
— +0,30
Citocromo agy/req (+0,39) 1 &~
NO3/NOp~ (+0,42) 2 &= — +0,40
— +0,50
- +0,60
: —- +0,70
NO3 /7 Ny (+0,74) 5 &~
®3) Fe3*/Fe?* (+0,76) 1 €7, (pH 2)
l 1 0p/Ho0 (+0,82) 2 & — +0,80
— +0,90
(1) H, + fumarato —- succinato AGY = -86 kJ
(@H,+NO,~ — NO,” +H,0 AG” = -163 kJ
1 0, _ .
@) H, + 3 O, — H,0 AG” = -237 kJ

Figura 3.9 La escala redox. Los pares redox se disponen desde los
donadores (reductores) mas fuertes en la parte superior, hasta los aceptores
(oxidantes) mas fuertes en la base. Los electrones pueden ser «captados» por
aceptores en cualquier nivel intermedio siempre que el par donador sea mas
negativo que el par aceptor. Cuanto mayor es la diferencia de potencial de
reduccion entre el donador y el aceptor de electrones, mas energia libre se
libera. Obsérvense la diferente energia liberada cuando el H, reacciona con
tres aceptores de electrones diferentes, fumarato, nitrato y oxigeno.

coloca siempre a la izquierda, antes de la barra inclinada, y a
continuacion, detras de la barra, la forma reducida. En el ejem-
plo de la Figura 3.8, el £, del par 2 HJr/H2 es—0,42V, y el del par
%02/ H,O es +0,82 V. En un momento aprenderemos que estos
valores significan que el O, es un excelente aceptor de electro-
nes y el H, un excelente donador.

En las reacciones entre dos pares redox, la sustancia reducida
del par cuyo E es mds negativo dona electrones a la sustancia
oxidada del par cuyo E' es mas positivo. Asi, en el par 2 H+/H2,
el H, tiene més tendencia a donar electrones que 2 H" a aceptar-
los, y en el par %Oz/Hzo, la tendencia del H,O a donar electro-
nes es muy pequefia, mientras que el O, tiene mucha tendencia
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aaceptarlos. De esto se desprende que en una reaccién entre H,
y O,, el H, serd el donador de electrones y se oxidard, y el O, serd
el aceptor de electrones y se reducird (Figura 3.8).

Como se ha mencionado, todas las semirreacciones se escri-
ben como reducciones. No obstante, en una reaccion real entre
dos pares redox, la semirreaccién con el £, mds negativo pro-
cede como oxidacién, y por tanto se escribe en el sentido con-
trario. Por ejemplo, en la reaccién entre H, y O, de la Figura 3.8,
el H, se oxida y se escribe en el sentido opuesto al de la semi-
rreaccion formal.

La escala redox y su relacion con AG”

Una forma ttil de ver las reacciones de transferencia electrénica
es imaginar una escala vertical (Figura 3.9). La escala representa el
margen de potenciales de reduccién de posibles pares redox en la
naturaleza, con los que tienen el E;' mas negativo en la parte supe-
rior, y los que tienen el £, mds positivo en la base, como si fuera
una torre redox. La sustancia reducida del par redox de la cima de
la torre tiene la mayor tendencia a donar electrones, mientras que
la sustancia oxidada del par redox que se encuentra en la base de
la torre tiene la mayor tendencia a aceptar electrones.

Siguiendo con la analogia, imagine electrones de un dona-
dor de electrones de los de la cima de la torre que caen y son
«atrapados» por aceptores de electrones en varios niveles. La
diferencia en el potencial de reduccion entre los pares redox
donador y aceptor se cuantifica como AE". Cuanto mayor sea la
caida de un electrdén antes de ser captado por un aceptor, mayor
es el AE entre los dos pares redox, y mayor es la cantidad de
energia liberada en la reaccién neta. Es decir, AE’ es proporcio-
nal a AG” (Figura 3.9). El oxigeno (O,), en la base de la escala,
es el aceptor de electrones mds importante en la naturaleza.
En medio de la escala, los pares redox pueden ser donadores o
aceptores de electrones, segiin con quién reaccionen. Por ejem-
plo, el par 2H™/ H, (-0,42 V) puede reaccionar con el par fuma-
rato/succinato (+0,03 V), con el par NO,/NO,” (+0,42 V) o
con el par %OZ/HZO (+0,82 V), con cantidades crecientes de
energfa liberada, respectivamente (Figura 3.9).

Reduccion de NAD*

Sitio de  Sitio - -
unién al  activo 1. La enzima | reacciona con
NAD* un donador de e” y con
! la forma oxidada de la
.n } coenzima, NAD™.
l-_ Enzimall

— jl

.....

1 Sustrato
W NAD" + , (donador de e

4. Se libera
h O Producto

NAD™.

[3. La enzima Il reacciona con el

.

gunnup

Yamsnm

aceptor de e” y con la forma

Oxidacion del NADH reducida de la coenzima, NADH.

Transportadores de electrones y el ciclo de NAD/NADH
Las reacciones redox de las células microbianas estin mediadas
por moléculas pequenas. Un intermediario redox muy comun es
la coenzima dinucleétido de nicotinamida y adenina (NAD™); la
forma reducida se escribe NADH (Figura 3.10). EINAD"/NADH
es un transportador de electrones y protones, ya que transporta
2 e y2H" al mismo tiempo. El potencial de reduccién del par
NAD*/NADH es de —0,32 V, lo que lo sittia bastante arriba en
la escala redox; es decir, el NADH es un buen donador de elec-
trones, y el NAD™ un aceptor bastante débil (Figura 3.9).

Las coenzimas como NAD"/NADH aumentan la diversidad
de las reacciones redox posibles en una célula al actuar como
intermediarios en la interaccién de donadores y aceptores de
electrones quimicamente diferentes. Por ejemplo, los electro-
nes procedentes de un donador de electrones pueden reducir el
NAD™ a NADH, que puede reconvertirse a NAD" donando los
electrones al aceptor de electrones. En la Figura 3.11 se muestra

NAD* H I NADH + H*
Nicotinamida —__ | N \NH2
HOSNE 2H  HH
o}
) \QA H N+ HE
“0—P—0—CH, ||
Ribosa H™ N H
5 OH OH NH,
-o—}:3=o <)\l | \)N R
0——CH, © N~ NAD*/ NADH
Ribosa Adenina Ey =-0,32V

En NADP*, este OH tiene
OH OH un grupo fosfato enlazado.
Figura 3.10 La coenzima de oxidacion-reduccion dinucleétido de

nicotinamida y adenina (NAD ™). El NAD™ es oxidado y reducido como se indica
y se difunde libremente. <R» es la porcion dinucletido de adenina del NAD™*.

Complejo
enzima-sustrato

"\ VA

i
— L EEw,
B 12, Se forman
]
+

NADH y el
ducto d
o" [ naDH Qumms] | PrOCUCode

la reaccion

" +

: IProducto
Sitiode | = gitio
K&%T—Ial ; activtb

<

Sustrato
(aceptor de e7)

Complejo
enzima-sustrato

Figura 3.11 Ciclo NAD*/NADH. Ejemplo esquemético de reacciones redox en las que dos enzimas diferentes estan relacionadas por su necesidad de NAD* o

de NADH.
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un ejemplo de esta funcién de transporte del NAD"/NADH. En
esta reaccién, el NAD " y el NADH facilitan la reaccién redox
global, pero no se consumen como si lo hacen el donador ori-
ginal y el aceptor terminal. En otras palabras, una célula nece-
sita cantidades relativamente grandes de un donador primario
de electrones (la sustancia que se oxida para producir NADH)
y de un aceptor terminal (como el O,), pero solo requiere una
pequena cantidad de NAD* y NADH, porque se estin reci-
clando constantemente (Figura 3.11).

El NADP™ es una coenzima redox relacionada en la que se
ha afiadido un grupo fosfato al NAD". Normalmente el par
NADP*/NADPH participa en reacciones redox diferentes de
las que utilizan NAD"/NADH, sobre todo en reacciones ana-
bélicas (biosintéticas) en las que se dan oxidaciones y reduccio-
nes (Secciones 3.14-3.16).

MINIRREVISION ---------sorsmrmremmsmsemnem ey

* Enlareaccion H, + %02 — H,0, ¢cudl es el donador y cual el
aceptor de electrones?

el fumarato?

* ¢ Es NADH mejor donador de electrones que H,? ;Es NAD*

e ¢Por qué el nitrato (NO,") es mejor aceptor de electrones que i
mejor aceptor que 2 H"? ;,Como se determina esto? i

___________________________________________________________________

3.7 Compuestos de alta energia

La célula debe conservar la energia liberada por las reacciones
redox para cuando tenga que utilizarla para llevar a cabo funcio-
nes celulares que requieren energia. En los organismos vivos, la
energia quimica liberada en las reacciones redox se conserva prin-
cipalmente en compuestos fosforilados. La energia libre liberada

Enlace anhidrido

(on (on
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por la eliminacién (hidrélisis) del fosfato de esos compuestos de
alta energia es significativamente mayor que la de un enlace cova-
lente promedio en la célula, y es esta energia la que la célula utiliza.

El fosfato se puede unir a los compuestos organicos mediante
enlaces éster o anhidrido, como se ilustra en la Figura 3.12. No
obstante, no todos los enlaces fosfato son de alta energia. Como
se ve en la figura, el AG” de la hidrolisis del enlace éster en el
6-fosfato de glucosa es de solo —13,8 kJ/mol, mientras que el
AG" de hidrdlisis del anhidrido del fosfato en el fosfoenolpiru-
vato es —51,6 kJ/mol, casi cuatro veces el de la glucosa-6-fosfato.
Aungque tedricamente cualquier compuesto puede hidrolizarse
en el metabolismo energético, las células normalmente usan
un pequeiio grupo de compuestos cuyos AG” de hidrélisis son
mayores de —30 kJ/mol como «monedas de cambio» energéti-
cas en la célula. Por tanto, el fosfoenolpiruvato es de alta ener-
gia, mientras que el 6-fosfato de glucosa no lo es.

Trifosfato de adenosina

El compuesto de alta energia mas importante en las células es
el trifosfato de adenosina (ATP). El ATP estd formado por el
ribonucleétido adenosina enlazado en serie a tres moléculas de
fosfato. El ATP es la principal moneda energética de todas las
células; se genera en las reacciones exergonicas y se consume
en las endergonicas. De la estructura del ATP (Figura 3.12) se
ve que solamente dos de los enlaces fosfato (ATP — ADP + P,
y ADP — AMP + P) son fosfoanhidridos y, por tanto, tienen
energias de hidrdlisis de mas de —30 kJ. En cambio, el AMP no
es de alta energia porque su energia libre de hidrdlisis es solo la
mitad de la del ADP o el ATP (Figura 3.12).

Aunque la energia liberada en la hidrdlisis del ATP es de
—32 kJ, es necesario hacer un inciso y definir de manera mas
precisa los requisitos energéticos para la sintesis de ATP. En
una célula de Escherichia coli creciendo activamente, la relacion

OHCH

NHo
N CHO
Enlace éster N N A\ I
m HCOH E .
Z~N | nlace éster
N
o
| o)

— _ | |
CH,=¢—C00 “O—P~0—P~0—P-0—CH HEOH
o [I (I)I [I HCOH / O
{ Enlace anhidrido lo_p_0O-
‘O—ﬁ’—O‘ CH,~O I|3| O
lo) OH OH
Fosfoenolpiruvato Trifosfato de adenosina (ATP) Glucosa-6-fosfato
Compuesto G kJ/mol
Enlace Enl hidrid
tioéster nlace anhidrido AGY > 30kJ
o) / 0 O H CH, o Fosfoenolpiruvato -51,6
Il H |l HD T I | 1,3-Bisfosfoglicerato -52,0
CH3—C~8—(CH,),—N—C—(CH,),"N—C—C—C —CH,—O—R HSC—C—O’Vﬁ—O‘ Fosfato de acetilo 448
. : ' _ ADP -31,8
Acetil Coenzima A Acetil-fosfato Acetil-CoA -35,7
Acetil-CoA AGY < 30 kJ
AMP -14,2
6-Fosfato de glucosa -13,8

Figura 3.12 Enlaces fosfato en compuestos que conservan la energia en el metabolismo bacteriano. Obsérvese, en la tabla, la gradacion de la energia
libre de hidrélisis de los enlaces fosfato resaltados en los compuestos. EI grupo «R» del acetil-CoA es un grupo 3’-fosfo ADP.
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ATP/ADP se mantiene en aproximadamente 7:1, y esto afecta a
los requisitos energéticos para la sintesis de ATP. En una célula
con crecimiento activo, el gasto energético real (es decir, el AG,
Seccién 3.4) para la sintesis de 1 mol de ATP es del orden de
—55 a —60 kJ. No obstante, para aprender y aplicar los princi-
pios bésicos de la bioenergética, supondremos que las reaccio-
nes cumplen las «condiciones estandar» (AG") y, por tanto,
tomaremos como energia necesaria para la sintesis o la hidréli-
sis de ATP el valor de 32 kJ/mol.

Coenzima A

Las células pueden utilizar la energia libre disponible en la
hidroélisis de otros compuestos de alta energia ademas de los
compuestos fosforilados. Estos incluyen, en concreto, derivados
de la coenzima A (por ejemplo, la acetil CoA; véase la estruc-
tura en la Figura 3.12). Los derivados de la coenzima A contie-
nen enlaces tioéster, que al hidrolizarse proporcionan suficiente
energia libre para impulsar la sintesis de un enlace fosfato de
alta energia. Por ejemplo, en la reaccion

Acetil-S-CoA + H,O + ADP + P, — acetato”
+ HS-CoA + ATP + H*

la energia liberada en la hidrélisis de la coenzima A se conserva
en la sintesis de ATP. Los derivados de la coenzima A (la ace-
til-CoA es solo uno de tantos) son especialmente importantes
para la energética de los microorganismos anaerobios, especial-
mente para aquellos cuyo metabolismo energético depende de
la fermentacién (véase la Tabla 3.4). Volveremos a hablar de la
importancia de los derivados de la coenzima A en la bioenergé-
tica de las bacterias en el Capitulo 13.

lll - Fermentacion y respiracion

La fermentacidén y la respiracién son dos de las principales
estrategias para la conservacion de la energia de los qui-
mioorgandtrofos. La fermentacién es una forma de catabo-
lismo anaerobio en el que un compuesto organico es a la vez
donador y aceptor de electrones. Por el contrario, la respira-
cién es la forma de catabolismo aerobio o anaerobio en el que
un donador de electrones es oxidado por el O, o un sustituto del
O, como aceptor terminal de electrones.

Se puede pensar en la fermentacion y la respiracién como
opciones metabdlicas alternativas. Cuando hay O, disponi-
ble se producird respiraciéon porque, como veremos, genera
mucho mdas ATP que la fermentacion. Pero si las condiciones
no son propicias para la respiracion, la fermentacién puede
suministrar energia suficiente para crecer bien. Empezaremos
examinando una de las grandes rutas metabdlicas para la fer-
mentacién microbiana, la ruta glicolitica.

3.8 La glicolisis

Una ruta préacticamente universal para el catabolismo de la
glucosa es la glicdlisis, que degrada la glucosa a piruvato. La
glicdlisis (o glucdlisis) se llama también ruta de Embden-Meyer-
hof-Parnas por sus principales descubridores. Tanto en la respi-
raciéon como en la fermentacién, la glucosa viaja por esta ruta.

Almacenamiento de energia

El ATP es una molécula dindmica de la célula: esta continua-
mente degraddndose para impulsar reacciones anabdlicas y res-
intetizdndose a expensas de las reacciones catabdlicas. Para el
almacenamiento de energia a largo plazo, los microorganismos
producen polimeros insolubles que pueden ser catabolizados
mads tarde para la produccion de ATP.

Algunos ejemplos de polimeros de almacenamiento de ener-
gia en los procariotas son el glucégeno, el poli- f-hidroxibutirato
y otros polihidroxialcanoatos, y el azufre elemental, almacenado
por los quimiolitétrofos del azufre a partir de la oxidacién de
H,S. Estos polimeros se depositan en el interior de la célula en
forma de granulos, visibles al microscopio 6ptico o al micros-
copio electrénico (@ Seccién 2.14). En los microorganismos
eucariotas, el almidén (poliglucosa) y las grasas sencillas son
los principales materiales de reserva. En ausencia de fuentes
de energia externas, una célula puede degradar estos polime-
ros para elaborar material celular nuevo o para suministrar la
poca cantidad de energia, llamada energia de mantenimiento,
necesaria para la integridad de la célula cuando no est4 en fase
de crecimiento.

MINIRREVISION ------------ooeeemmonmeemm ooy

e ;Cuanta energia se libera por mol de ATP convertido en |
ADP + P, en condiciones estandar? ;Y por mol de AMP |
convertido en adenosina 'y P,? :

¢ En los periodos de abundancia de nutrientes, ;cémo se |
preparan las células para periodos de escasez de nutrientes? 1

En la fermentacion, el ATP se sintetiza mediante una fosfori-
lacion a nivel de sustrato. En este proceso, el ATP se sintetiza
directamente a partir de productos intermedios de alta ener-
gia durante las etapas del catabolismo del sustrato fermentable
(Figura 3.13a). Por otra parte, durante la fosforilacion oxidativa,
que se produce en la respiracion, el ATP se sintetiza a expensas
de la fuerza protonmotriz (Figura 3.13b).

El sustrato fermentable en una fermentacién actiia como
donador y como aceptor de electrones; no todos los compues-
tos se pueden fermentar, pero los azucares, especialmente las
hexosas, como la glucosa, son sustratos fermentables excelen-
tes. La fermentacién de la glucosa a través de la ruta glicolitica
se puede dividir en tres etapas, cada una de ellas con reacciones
enzimaticas independientes. La etapa I consiste en reacciones
«preparatorias»; no son reacciones redox y no liberan energia,
pero en cambio forman un intermediario clave de la ruta. En la
etapa II se producen reacciones redox, se conserva la energia y
se forman dos moléculas de piruvato. En la etapa III se consi-
gue un equilibrio redox y se forman los productos de la fermen-
tacién (Figura 3.14).

Etapa I: reacciones preparatorias
En la etapa I, la glucosa es fosforilada por el ATP para dar glu-
cosa-6-fosfato, que después se isomeriza a fructosa-6-fosfato,
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PRODUCTOS INTERMEDIOS Y ENZIMAS

Productos intermedios . 1,3-Bisfosfoglicerato Enzimas . Fosfogliceratocinasa
. Glucosa 6-P . 3-Fosfoglicerato ’ Hexocinasa @ Fosfogliceratomutasa
(B Fructosa 6-P (H) 2-Fosfoglicerato . Isomerasa © Enolasa
© Fructosa 1,6-P () Fosfoenolpiruvato @ Fosfofructocinasa @ Piruvato-cinasa
. Dihidroxiacetona-P . Aldolasa . Lactato-deshidrogenasa
. Gliceraldehido-3-P . Triosafosfato-isomerasa . Piruvato-descarboxilasa
Alcohol-deshidrogenasa ‘ De gliceraldehido-3-P . Alcohol-deshidrogenasa
Levadura Glucosa—- 2 etanol + 239 kJ deshidrogenasa
2 CO,
Bacterias del 4cido lactico Glucosa—- 2 lactato =196 kJ

Figura 3.14 Ruta de Embden-Meyerhof-Parnas (glicolisis). (Arriba) Secuencia de reacciones del catabolismo de la glucosa a piruvato y después a
los productos de fermentacion. El piruvato es el producto final de la glicolisis, y los productos de fermentacion se sintetizan a partir de él. (Abajo) Productos
intermedios, enzimas y comparacion del balance energético de la fermentacion en levaduras y en bacterias del &cido lactico.
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y una segunda fosforilacién produce fructosa-1,6-bisfosfato.
La aldolasa después escinde la fructosa-1,6-bisfosfato en dos
moléculas de 3 carbonos, gliceraldehido-3-fosfato y su is6-
mero, dihidroxiacetona-fosfato, que se interconvierte en glice-
raldehido-3-fosfato. Hasta este momento, todas las reacciones,
incluidas las que consumen ATP, han tenido lugar sin ningtin
intercambio redox.

Etapa IlI: produccion de NADH, ATP y piruvato

La primera reaccién redox de la glicélisis se produce en la
etapa 1I, durante la oxidacién del gliceraldehido-3-fosfato
a acido 1,3-bisfosfoglicérico. En esta reaccién (que se lleva a
cabo dos veces, una por cada molécula de gliceraldehido-3-fos-
fato producido a partir de la glucosa), la enzima de gliceral-
dehido-3-fosfato deshidrogenasa reduce su coenzima NAD™
a NADH. Simultdneamente, cada molécula de gliceraldehido-
3-fosfato es fosforilada por adicién de una molécula de fosfato
inorgdnico. Esta reaccion, en la que el fosfato inorgdnico pasa
a estar en forma orgdnica, prepara el escenario para la conser-
vacion de la energfa. La formacion de ATP es posible porque
el acido 1,3-bisfosfoglicérico es un compuesto de alta energia
(Figura 3.12). Asi, se sintetiza ATP cuando (1) cada molécula
de acido 1,3-bisfosfoglicérico se convierte en dcido 3-fosfogli-
cérico, y (2) cada molécula de fosfoenolpiruvato se convierte en
piruvato (Figura 3.14).

Durante las etapas I y II de la glicélisis se consumen dos
moléculas de ATP y se sintetizan cuatro moléculas de ATP
(Figura 3.14). Por tanto, el rendimiento neto de energia en la
glicdlisis es de dos moléculas de ATP por molécula de glucosa
fermentada.

Etapa lll: balance redox y sintesis de productos

de fermentacion

Durante la formacién de dos moléculas de acido 1,3-bis-
fosfoglicérico se reducen dos moléculas de NAD™ a NADH
(Figura 3.14). No obstante, recordemos que el NAD™ es sola-
mente un transportador de electrones, no un aceptor (termi-
nal). Por tanto, el NADH producido en la glicélisis debe oxidarse
otra vez a NAD" para que se produzca otra ronda de glicdlisis,
y esto se cumple cuando el piruvato es reducido por el NADH
para formar los productos de fermentacion (Figura 3.14). Por
ejemplo, en la fermentacién que llevan a cabo las levaduras, el
piruvato se reduce a etanol con la consiguiente produccién de
diéxido de carbono (CO,). En cambio, las bacterias del acido
lactico reducen el piruvato a lactato. Hay otras muchas posibi-
lidades de reduccion del piruvato segtn el organismo (véase la
siguiente seccion), pero el resultado final es el mismo: el NADH
se oxida otra vez a NAD" y esto permite que las reacciones
anteriores de la ruta que necesitan NAD" contintien.

Catabolismo de otros azicares y polisacaridos

Muchos microorganismos pueden fermentar disacaridos. Por
ejemplo, la lactosa (el azdcar de la leche) y la sacarosa (el azticar
de mesa) son polisacdridos comunes ampliamente usados por
los anaerobios fermentativos. Con cualquiera de los dos sustra-
tos, el primer paso de su fermentacion es romper el disacarido
en sus componentes. Para la lactosa, son la glucosa y la galac-
tosa como resultado de la actividad de la enzima f-galactosi-
dasa, y para la sacarosa son la glucosa y la fructosa, que resultan

de la accién de la invertasa. La fructosa y la galactosa se convier-
ten a continuacién en glucosas por la accién de las isomerasas y
se fermentan en la ruta glicolitica.

Los polisacéridos son componentes estructurales importan-
tes de las paredes celulares microbianas, las cdpsulas y las capas
mucosas microbianas; también son productos de almacena-
miento, y muchos de ellos se pueden fermentar. La celulosa y
el almidén son dos de los polisacaridos naturales mas abundan-
tes. Aunque ambos son polimeros de la glucosa, las unidades
estdn enlazadas de manera diferente. Esto hace que la celulosa
sea mas insoluble que el almiddn y se digiera mas lentamente.
La celulosa es atacada por la enzima celulasa, y el almidén por
la enzima amilasa. La actividad de estas dos enzimas libera glu-
cosa del polimero; a continuacién esta se puede fermentar. Hay
otros muchos aztcares que se pueden fermentar, pero como la
glucosa es el sustrato inicial de la ruta glicolitica, primero tienen
que convertirse en glucosa para poder entrar en la ruta.

MINIRREVISION --------------mmmemmmmeemm oo ooy

i
 ¢En qué reacciones de la glicdlisis intervienen oxidaciones y en |
cuales reducciones? :

* ;Cudl es la funcion del par NAD*/NADH en la glicolisis? i
e ;Por qué durante la glicdlisis se obtienen productos de
fermentacion? i

:

___________________________________________________________________

3.9 La diversidad fermentativa
y la opcion respiratoria

Ademas de usar la ruta glicolitica para fermentar glucosa a eta-
nol mas CO,, como hacen las levaduras, o a 4cido lactico, como
hacen las las bacterias del dcido lactico (Figura 3.14), otras
muchas bacterias fermentadoras usan la ruta glicolitica como
mecanismo para almacenar energia y generar productos de fer-
mentacién. Terminamos nuestro estudio de la fermentacién
considerando brevemente la diversidad fermentativa, y después
introduciremos una segunda opcion para catabolizar glucosa —
la respiracién— y compararemos los patrones metabdlicos de la
levadura de cerveza, un organismo que puede fermentar o res-
pirar segdn las condiciones ambientales.

Diversidad fermentativa
Las fermentaciones se clasifican por el sustrato que se fermenta
o por los productos que se forman y, con raras excepciones, en
todas se genera ATP mediante fosforilacion a nivel de sustrato.
En la Tabla 3.4 se citan algunas de las principales fermentacio-
nes de la glucosa segtn los productos que se forman, como el
alcohol o el acido lactico, que acabamos de ver. Otras categorias
incluyen el 4cido propidnico, mezclas de acidos (dcido acético,
acido férmico, acido lactico), acido butirico y butanol. Todos los
organismos que se citan en la Tabla 3.4 usan la ruta glicolitica
para catabolizar la glucosa; la principal diferencia en la fermen-
tacion es el destino del piruvato (Figura 3.14). El mecanismo
para la reduccién del piruvato por parte de cada organismo es
lo que genera productos de fermentacion diferentes (Tabla 3.4).
Ademas de los dos ATP que se producen en la glicélisis,
algunas de las fermentaciones de la Tabla 3.4 permiten la for-
macién de ATP adicional. Esto ocurre cuando el producto de
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Tabla 3.4 Fermentaciones bacterianas comunes y algunos de los organismos que las llevan a cabo
Tipo Reaccion Organismos
Alcohdlica Hexosa® — 2 etanol + 2 CO, Levadura, Zymomonas
Homolactica Hexosa — 2 lactato™ + 2 H* Streptococcus, algunos Lactobacillus
Heterolactica Hexosa — lactato™ + etanol + CO, + H* Leuconostoc, algunos Lactobacillus

Del acido propiénico

Acidos mixta®®
+ formiato™ + H, + CO,

Del 4cido butirico® Hexosa — butirato™ + 2 H, + 2 CO, + H*
Del butanol®
De caproato/butirato

Acetogénica Fructosa — 3 acetato™ + 3 H*

3 Lactato — 2 propionato™ + acetato™ + CO, + H,0

Hexosa — etanol + 2,3-butanodiol + succinato® + lactato™ + acetato

2 Hexosa — butanol + acetona + 5 CO, + 4 H,

6 Etanol + 3 acetato” — 3 butirato™ + caproato” + 2 H, + 4 H,0 + H"

Propionibacterium, Clostridium propionicum

Enterobacterias como Escherichia, Salmonella,
Shigella, Klebsiella, Enterobacter

Clostridium butyricum
Clostridium acetobutylicum
Clostridium Kkluyveri

Clostridium aceticum

“La glucosa es el sustrato inicial de la glicdlisis. No obstante, se pueden fermentar otros muchos azcares Cy (hexosas) tras su conversion a glucosa.
No todos los organismos producen todos los productos. En concreto, la produccion de butanodiol esté limitada a ciertas enterobacterias. La reaccion no esta igualada.
“También otros productos como un poco de acetato y un poco de etanol (solo en la fermentacion del butanol).

fermentacién es un dcido graso, ya que los dcidos grasos se for-
man a partir de un precursor de la coenzima A. Cabe recor-
dar que los derivados de los dcidos grasos con coenzima A,
como la acetil-CoA son productos de alta energia (Seccién 3.7
y Figura 3.12). Por tanto, cuando Clostridium butyricum forma
4cido butirico, la reaccidn final es

Butiril-CoA + ADP + P, — 4cido butirico + ATP + CoA

Esto puede aumentar significativamente el rendimiento de
la fermentacion de glucosa en términos de ATP, aunque sigue
siendo muy inferior a lo que veremos que es posible en la respi-
racién de la glucosa.

Algunas fermentaciones se clasifican segin el sustrato fer-
mentado en lugar de los productos generados; normalmente
estas fermentaciones tienen lugar a través de rutas diferentes
de la glicdlisis. Por ejemplo, algunas bacterias anaerobias for-
madoras de esporas (género Clostridium) fermentan amino4-
cidos, los productos de degradacion de las proteinas, y otras
fermentan purinas y pirimidinas, los productos de degradacién
de los acidos nucleicos. Algunos fermentadores anaerobios
fermentan incluso compuestos aromdticos. En muchos casos,
estas fermentaciones las llevan a cabo un solo grupo de bacte-
rias anaerobias; en unos pocos casos solamente se conoce una
bacteria que fermente una sustancia concreta. Estas bacterias
son especialistas metabdlicas que han desarrollado su capaci-
dad para fermentar un sustrato no catabolizado por otras bac-
terias. Aunque pueden parecer bichos raros metabdlicos, estas
y otras bacterias fermentadoras son de gran importancia ecolé-
gica en la degradacion de los restos de otros microorganismos,
plantas, animales muertos en ambientes naturales an6xicos. En
el Capitulo 13 estudiaremos los principios subyacentes a algu-
nas de estas fermentaciones poco frecuentes.

Saccharomyces cerevisiae: ;fermentacion o
respiracion?

Durante la glicélisis se consume glucosa, se sintetiza ATP y
se generan productos de fermentacion. Para el organismo, el
producto crucial es el ATP; los productos de fermentacion

son meramente productos de desecho. Sin embargo, los pro-
ductos de fermentacién no son productos de desecho para los
humanos; constituyen la base de las industrias de panaderia y
de bebidas fermentadas (Figura 3.15) y son ingredientes clave de
muchos alimentos fermentados. En las industrias de panaderia
y de bebidas alcohdlicas, las capacidades metabdlicas del actor
fundamental, la levadura Saccharomyces cerevisiae, son el fac-
tor mds importante. No obstante, S. cerevisiae puede llevar a
cabo dos formas de metabolismo de la glucosa, la fermentacion,
como hemos explicado, y la respiracion, de la que hablaremos
a continuacion.

Como regla general, las células realizan la forma de metabo-
lismo que m4s las beneficia energéticamente. La energia que se

Barton Spear

Figura 3.15 Productos de alimentacion y bebidas habituales
obtenidos por fermentacion alcohdlica mediante Saccharomyces
cerevisiae.

booksmedicos.org



https://booksmedicos.org

booksmedicos.org

94 UNIDAD 1 e LOS FUNDAMENTOS DE LA MICROBIOLOGIA

puede obtener de una molécula de glucosa es mucho mayor si
se degrada hasta CO, por respiracién que si se fermenta. Esto
es asi porque, a diferencia del CO,, los productos organicos de
fermentacién como el etanol todavia contienen una cantidad
significativa de energia libre. Por tanto, cuando hay O, dispo-
nible, las levaduras respiran glucosa en lugar de fermentarla, y
el producto principal es el CO, (a partir de actividades del ciclo
del 4cido citrico, véase la Figura 3.22). Unicamente cuando las
condiciones son andxicas, las levaduras cambian la respiracion
por la fermentacioén.

Este hecho tiene relevancia préctica. Puesto que en cervece-
ria y en panaderia se necesitan los productos de la fermentacién
de lalevadura mas que a las propias células de levadura, hay que
tener mucho cuidado en asegurar que se fuerza a la levadura a
adoptar un estilo de vida fermentativo. Por ejemplo, cuando se
prensan las uvas para elaborar vino, la levadura al principio res-
pira y hace que el zumo se vuelva andxico. Después, el barril se
sella para impedir que entre aire y empieza la fermentacién. La
levadura también sirve como agente fermentador del pan, aun-
que aqui no es el alcohol el que importa, sino el CO,, el otro
producto de la fermentacién alcohélica (Tabla 3.4). EI CO, hace
crecer la masa, y el alcohol producido se volatiliza durante el
proceso de horneado. En el Capitulo 31 trataremos los alimen-
tos fermentados con mds detalle.

MINIRREVISION ----------s-mmsnasmsmssmsmenaemeneneeneey

* ¢ Qué productos de fermentacion genera Lactobacillus y cuéles
las especies de Clostridium? ;Cuéles encontramos en los |
productos de la leche fermentada como el yogur? |

* ;Qué producto de fermentacion de la levadura es el agente de
interés en el pan y cudl es su funcién en la elaboracion de este? !

1

___________________________________________________________________

3.10 La respiracion: transportadores
de electrones

La fermentacién es un proceso anaerobio y libera solo una can-
tidad pequena de energia. Por el contrario, si el piruvato se
oxida completamente a CO, en lugar de reducirse a algtin pro-
ducto de fermentacion, es posible obtener un rendimiento de
ATP mucho mayor. La oxidacién con O, como aceptor termi-
nal de electrones se llama respiracién aerébica; la oxidacion
usando otros aceptores en condiciones andxicas se llama respi-
racién anaerdbica (Seccion 3.13).

Nuestro estudio de la respiracion abarca tanto las transfor-
maciones del carbono como las reacciones redox, y se centra
en dos cuestiones: (1) como se transfieren los electrones desde
el donador primario hasta el aceptor terminal y cémo se aco-
pla este proceso a la conservacién de la energia, y (2) la ruta por
la cual se oxida el carbono organico a CO,. Empezamos con el
analisis del transporte electrénico, la serie de reacciones que lle-
van hasta la fuerza protonmotriz

NADH-deshidrogenasas y flavoproteinas

El transporte electrénico tiene lugar en la membrana, y parti-
cipan en él diversos tipos de enzimas de oxidacién-reduccion:
NADH-deshidrogenasas, flavoproteinas, proteinas de hierro
y azufre y citocromos. También participan transportadores

electrénicos no proteinicos llamados quinonas. Los transporta-
dores se disponen en la membrana en orden creciente de poten-
cial de reduccidén positivo, con la NADH-deshidrogenasa en
primer lugar y el citocromo en el ultimo (Figura 3.9).

Las NADH-deshidrogenasas son proteinas unidas a la super-
ficie interna de la membrana citoplasmadtica, y tienen un
sitio activo que se une a NADH. Los 2 ¢ + 2 H™ del NADH
son transferidos de la deshidrogenasa a una flavoproteina, el
siguiente transportador de la cadena. Esta forma NAD™, que
es liberado de la deshidrogenasa y puede reaccionar con otra
enzima (Figura 3.11).

Las flavoproteinas contienen un derivado de la vitamina ribo-
flavina (Figura 3.16). El fragmento de flavina, que estd unido a
una proteina, es un grupo prostético (Seccién 3.5) que se reduce
cuando acepta 2 e” + 2 H, y se oxida cuando transfiere 2 e~ al
siguiente transportador de la cadena. Obsérvese que las flavo-
proteinas aceptan 2 e + 2 H*, pero donan solamente electro-
nes. Mas tarde analizaremos lo que ocurre con los 2 H™. En las
células se encuentran normalmente dos flavinas, el mononu-
cleétido de flavina (FMN, Figura 3.16) y el dinucleétido de fla-
vina y adenina (FAD). En el ultimo, el FMN esta unido a ribosa
y adenina a través de un segundo fosfato. La riboflavina, tam-
bién llamada vitamina B,, es una fuente de flavina para las flavo-
proteinas, y es un factor de crecimiento necesario para algunos
organismos (Tabla 3.1).

Citocromos, otras proteinas férricas y quinonas

Los citocromos son proteinas que contienen grupos prosté-
ticos hemo (Figura 3.17). Experimentan oxidacién y reducciéon
mediante pérdida o ganancia de un solo electrén del dtomo de
hierro en el hemo del citocromo:

. + . + —
Citocromo—Fe?" < citocromo—Fe" + ¢

Se conocen varias clases de citocromos, que difieren amplia-
mente en su potencial de reduccién (Figura 3.9). Las distintas
clases de citocromos se designan mediante letras, como cito-
cromo a, citocromo b o citocromo ¢, segun el tipo de hemo

Anillo de isoaloxazina

[ | HsC <

H OH OH OH j@i\ | \\/EH
Ribitol

. ibito H,C [I\j\\ rl\l\\ O
Oxidado (FMN) R \\t' \

Reducido (FMNH2)

Eo’ de FMN/FMNH, (o FAD/FADH) = 0,22 V/

Figura 3.16 Mononucledtido de flavina (FMN), un transportador de
atomos de hidrégeno. El sitio de oxidacion-reduccion (rodeado con linea
discontinua roja) es el mismo en el FMN que en la coenzima relacionada
dinucledtido de flavina y adenina (FAD, no se muestra). El FAD contiene un
grupo adenosina enlazado al FMN a través del grupo fosfato.
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Anillo
de porfirina

Sitio redox
(F62+= Fe3+)

Hemo

Richard Feldmann

@ (b)

Figura 3.17 El citocromo y su estructura. (3) Estructura del grupo
hemo, el fragmento de los citocromos que contiene hierro. Los citocromos
Unicamente pueden transportar electrones, y el sitio redox es el atomo

de hierro, que puede alternar entre los estados de oxidacion Fe?* y Fe®*.
(b) Modelo de espacio lleno del citocromo c; el grupo hemo (azul claro) esta
unido covalentemente a residuos de cisteina de la proteina (azul oscuro) a
través de puentes disulfuro. Los citocromos son tetrapirroles, es decir, estan
compuestos por cuatro anillos pirrélicos.

que contienen. Los citocromos de un tipo determinado en un
organismo pueden ser ligeramente diferentes de los de otro, de
manera que hay términos como citocromos a,, a,, a, etcétera,
entre citocromos de la misma clase. Los citocromos de clases
diferentes también tienen potenciales de reduccién diferen-
tes (Figura 3.9). A veces, los citocromos forman complejos con
otros citocromos o con proteinas de hierro y azufre. Un ejemplo
importante de esto es el complejo citocromo bc,, que contiene
dos citocromos diferentes de tipo b y uno de tipo c. El complejo
citocromo bc, tiene una funcién importante en el metabolismo
energético, como veremos mas tarde.

Ademas de los citocromos, en los que el hierro estd unido
al hemo, normalmente participan en la cadena de transporte
electrénico una o mds proteinas con hierro no hémico. Estas
proteinas contienen grupos prostéticos constituidos por agru-
paciones de atomos de hierro y azufre; las asociaciones mas fre-
cuentes son Fe,S, y Fe,S, (Figura 3.18). La ferredoxina, que es
un ejemplo de estas proteinas, tiene una configuracién Fe,S,.
El potencial de reduccién de las proteinas con hierro y azufre
puede variar mucho, segtn el nimero de dtomos de hierro y

Cys\

/

Cys S Cys
N ; -
Ey' de las proteinas
de hierro y azufre,
Cys

s Cys |~-02V

Cys
@ (b)

Figura 3.18 Disposicion de los centros de hierro y azufre de las
proteinas no hémicas de hierro y azufre. (a) Centro Fe,S,. (b) Centro
Fe,S,. Las cisteinas (Cys) enlazadas corresponden a la porcion proteica de la
molécula.
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azufre presentes y de cdmo estén embebidos en la proteina los
centros de hierro. Por tanto, diferentes proteinas de este tipo
pueden actuar en diferentes puntos de la cadena de transporte
de electrones. Como los citocromos, las proteinas de hierro y
azufre transportan solamente electrones.

Las quinonas (Figura 3.19) son moléculas hidréfobas no proteini-
cas. Al ser pequenas e hidré6fobas, tienen libertad de movimiento
en el interior de la membrana. Al igual que las flavinas (Figura 3.16),
las quinonas aceptan 2 ¢~ + 2 H pero transfieren solamente 2 ¢~ al
siguiente transportador de la cadena; las quinonas suelen partici-
par como enlaces entre las proteinas de hierro y azufre y el primer
citocromo de la cadena de transporte de electrones.

MINIRREVISION -------scseaemsemeasemsemememeneaeen

e ¢ En qué caracteristica importante se diferencian las quinonas
de otros transportadores electronicos de la membrana?

e ;Qué transportadores de electrones descritos en esta seccion
aceptan 2 e + 2 H*? ;Cuéles aceptan solamente electrones?

3.11 La respiracion: la fuerza
protonmotriz

La conservacion de la energia en la respiracién va unida a un
estado activado de la membrana (Figura 3.13b), y este estado
activado es establecido por el transporte de electrones. Para
entender de qué manera el transporte electrénico va ligado a la
sintesis de ATP, debemos entender en primer lugar cémo estd
organizada la cadena de transporte de electrones en la mem-
brana citoplasmatica. Los transportadores de electrones que
acabamos de describir (Figuras 3.16-3.19) estdn orientados en
la membrana de tal manera que, durante el proceso de trans-
porte, se produce una separacion entre protones y electrones.
Dos electrones y dos protones entran en la cadena de transporte
procedentes del NADH (a través de la NADH-deshidrogenasa)
para iniciar el proceso. Los transportadores de la cadena de
transporte estin dispuestos en la membrana en orden creciente
positivo del potencial de reduccion, y el transportador final de
la cadena dona los electrones y los protones a un aceptor termi-
nal de electrones como el O,.

o]
[
CHso—C/C\(f—CH3 (l:H3
CHy0—C ;O (CH,— CH=C—CHy),H
[
o] 2H
Oxidado ——
1OH1
1 | U
G /
CH;0—CT™ ¢ —CH;4
Ey de CoQ Y
(ox/red) ~ 0 V CH30—C\LC,)\;C—R
1
]
'.OH} Reducido

Figura 3.19 Estructura de las formas oxidada y reducida de la
coenzima Q, una quinona. La unidad de cinco carbonos en la cadena lateral
(un isoprenoide) se da en mdltiplos, normalmente entre 6 y 10. La quinona
oxidada requiere 2 e~ + 2 H™ para reducirse completamente (circulo rojo
discontinuo).
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Durante el transporte de electrones se liberan iones H" a la
superficie externa de la membrana. Estos H™ proceden de dos
fuentes: (1) NADPH vy (2) la disociacién de H,O en H'y OH"
en el citoplasma. La liberacién de H' al medio externo pro-
voca la acumulacién de OH™ en el interior de la membrana. No
obstante, a pesar de su pequefio tamafio, ni H ni OH™ pueden
difundirse a través de la membrana, porque estdn cargados y
muy polarizados (Seccién 2.8). Como resultado de la separa-
cién de H" y OH, las dos caras de la membrana difieren tanto
en carga como en pH; esto provoca un potencial electroquimico
a través de la membrana. Este potencial, junto con la diferen-
cia de pH a través de la membrana, se llama fuerza proton-
motriz (fpm) y hace que la membrana esté activada, igual que
una bateria (Figura 3.13b). Parte de la energia potencial de la
fpm se conserva en la formacién de ATP. No obstante, ademas
de impulsar la sintesis de ATP, la fpm también puede utilizarse
para otras formas de trabajo en la célula, como las reacciones
de transporte, la rotacion de los flagelos y otras reacciones que
requieren energia.

En la Figura 3.20 se muestra una cadena bacteriana de trans-
porte de electrones, una de las muchas secuencias de trans-
portadores que se conocen. Hay tres caracteristicas que son
comunes en todas las cadenas de transporte de electrones, inde-
pendientemente de los transportadores especificos que con-
tengan: 1) los transportadores se disponen en orden creciente

Los alectrones entran en ks
cadena & partir de un donador
prirmario de electrones |

Succins#n  FUMArasn

NAD™ NADH +H™

AH*

| Coandn el FMNH; reduces ums protena
| k=% lransporiadora dniements de
| 2lectronzesi, == expufsan protones

EfM-__

CITOPLAZMA

positivo de E,’, 2) en la cadena se produce una alternancia de
transportadores solo de electrones y de electrones mds proto-
nes, y 3) el resultado neto es la reduccién de un aceptor termi-
nal de electrones y la generacién de una fuerza protonmotriz.

Generacion de la fuerza protonmotriz:
complejos 1 y Il
La fuerza protonmotriz se desarrolla a partir de la actividad de
las flavinas, las quinonas, el complejo citocromo bc, y la cito-
cromo-oxidasa terminal. Tras la oxidacién del NADH + H* que
conlleva la formacién de FMNH,, se liberan 4 H" en la cara
externa de la membrana cuando el FMNH, dona 2 e” a una serie
de proteinas con hierro no hémico (Fe/S) que forman el grupo
de proteinas transportadoras de electrones llamado complejo
I (Figura 3.20). Estos grupos reciben el nombre de complejos
porque cada uno estd formado por varias proteinas que actian
como una unidad. Por ejemplo, el complejo I en Escherichia coli
contiene 14 proteinas independientes. El complejo I se llama
también NADH: quinona-oxidorreductasa, porque en la reac-
cién global que cataliza se oxida NADH vy se reduce una qui-
nona. La coenzima Q toma dos H* del citoplasma cuando es
reducida por la proteina Fe/S en el complejo I (Figura 3.20).

El complejo II simplemente sortea el complejo Iy pasa los
electrones directamente del FADH, a las quinonas. El complejo

Lok skactrones salen de s
cadeng reduclendn Bl aceptor
terminal d= =lectrones (0

L ;
\ __'_'_'_‘_'_'_,_,_,-
AES =144V —"

Fipura 3.20 Generacitn da la fusrza protoamotriz durants |a respiracion asndhica. Oriantacion de kas tanspartadorses de dactmnee an B membrana

de Paracoccus damitnficans, un organismo modelo para el astudio de la respiracion. Las cargas + y —a ks ladas do la mambrana representzn H' y 0H-
respeciivamente: Abreviaturas: FMN. mononuciaaSdo de flaving; RAD, dinuclectida da flavina y adanina; 0, quinona; Fe/S, proteina de hiero y ande; ot a b,

;. citocrames (b, y b, cioommas da Spe b de bajo v alo potenciad raspectivamente). En el sitio de la quinona, los electrones sa reciclan da © a be, mediante

ias reacciones del «cicio 0=, Los elecirones da OH, se puaden dividir en ef compésa be, entre la proteina Fa'S y los cincromos de tpo b Los elecirones que =a
meeven a traves de los citocromos reducen de nueve O a OH, jen dos pasos de Fansiarenci da un electmin), ¥ aumantan asi & numan da pratones bomboadas
sitie - b, Los slectonas que pasan @ i protesma Faf® reducen el ciocromo ¢, y, desde alli, el citocroma . El complejo I 2 sucrinato-deshidmganmsa, aluds e
complega | y cade los elocbones directaments 3 las quinonas a un ;" mas peaiteo que al g2l MADH (vease la eacala redox de la Fgura 3.0),
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II también se conoce como complejo de la succinato-deshidro-
genasa, porque el sustrato especifico que se oxida es el succi-
nato (un producto del 4cido citrico, Seccién 3.12). No obstante,
como el complejo II sortea el complejo I (en el que los elec-
trones entran con un potencial de reduccién mas negativo), se
bombean menos protones por cada 2 e” que entran en el com-
plejo II que cuando lo hacen al complejo I (Figura 3.20); esto
disminuye el rendimiento de ATP en uno por cada dos electro-
nes consumidos.

Complejos lll'y IV: citocromos be, y de tipo a

La coenzima Q reducida (QH,) transfiere los electrones de uno
en uno al complejo citocromo bc, (complejo III, Figura 3.20). EI
complejo III estd formado por varias proteinas que contienen
dos hemos de tipo b diferentes (b, y b,,), un hemo de tipo c (c,)
y un centro de hierro y azufre. El complejo bc, esta presente en
la cadena de transporte de electrones de casi todos los organis-
mos que pueden respirar, y también ejerce una funcién impor-
tante en el flujo de electrones fotosintético de los organismos
fotétrofos (Co Secciones 13.3 y 13.4).

La principal funcién del complejo citocromo bc, es trasladar
los electrones de las quinonas al citocromo c. Los electrones
viajan del complejo bc, al citocromo ¢, situado en el peri-
plasma. El citocromo ¢ funciona como lanzadera para transfe-
rir e~ a los citocromos de alto potencial redox a y a, (complejo
1V, Figura 3.20). El complejo IV actia como oxidasa terminal y
reduce O, a H,O en el paso final de la cadena de transporte de
electrones. El complejo IV también bombea protones a la cara
externa de la membrana, y aumenta asi la fuerza protonmotriz
(Figura 3.20).

ADP + P
F
ATP Interior
? b2
/ b & *:z »
Membrana Fo
. TA% Exterior
’ 1 ~ N
H* H+ : H+

@
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Ademas de transferir electrones al citocromo ¢, el complejo
citocromo bc, también interacciona con las quinonas de manera
que, de promedio, se bombean dos protones adicionales al sitio
Q-bc,. Esto sucede en una serie de intercambios de electrones
entre el citocromo ¢, y Q, denominados ciclo Q. Como las qui-
nonas y el bc, tienen aproximadamente el mismo EO’ (casiOV,
Figura 3.9), las moléculas de quinona se oxidan y se reducen
alternativamente usando electrones suministrados por el com-
plejo bc,. Este mecanismo permite bombear, de promedio, un
total de 4 H (en lugar de 2) a la cara externa de la membrana en
el sitio Q-bc, por cada 2 e que entran en la cadena en el com-
plejo I (Figura 3.20). De nuevo, esto aumenta la fuerza proton-
motriz que, como veremos a continuacion, es la que impulsa la
sintesis de ATP.

ATP-sintasa

¢Como se usa la fuerza protonmotriz generada por el transporte
electroénico (Figura 3.20) para sintetizar ATP? Curiosamente,
existe un fuerte paralelismo entre el mecanismo de sintesis de
ATP y el mecanismo del motor que dirige la rotacién del flagelo
bacteriano (€2 Seccién 2.17). Andlogamente a como la disipa-
cion de la fmp genera el par de torsién que hace rotar el flagelo
bacteriano, la fmp también crea un par de fuerzas en un gran
complejo proteico de la membrana que sintetiza ATP. Este com-
plejo se llama ATP-sintasa o, abreviadamente, ATPasa.

La ATPasa estd formada por dos componentes, un complejo
multiproteico llamado F,, encarado hacia el citoplasma y que
lleva a cabo la sintesis de ATP, y un componente integrado en
la membrana llamado F, que desempefia la funcién de trans-
locacién de iones (Figura 3.21). La ATPasa cataliza una reaccién

F

Interior

Siegfried Engelbrecht-Vandré

Exterior

(b)

Figura 3.21 Estructura y funcion de la ATP-sintasa (ATPasa) reversible de Escherichia coli. (2) Esquematico. F, esta formado por cinco polipéptidos
diferentes que forman un complejo o.,3,y¢9, el estator. F, es el complejo catalitico responsable de la interconversion entre ADP + P,y ATP. F, el rotor, esta
integrado en la membrana y esta formado por tres polipéptidos que constituyen el complejo ab,c,,. Cuando los protones entran, la disipacion de la fuerza
protonmotriz impulsa la sintesis de ATP (3 H*/ATP). (b) Modelo de espacio lleno. El codigo de colores corresponde al de la parte a. Como la traslocacion de
protones del exterior al interior de la célula provoca la sintesis de ATP por la ATPasa, la traslocacion de protones de dentro hacia fuera en la cadena de transporte
electrénica (Figura 3.20) representa trabajo llevado a cabo en el sistema y es una fuente de energia potencial.
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reversible entre el ATP y el ADP + P,, como se muestra en la
figura. La estructura de las ATPasas esta muy conservada en
todos los dominios de la vida, lo que indica que este mecanismo
de conservacién de la energia fue un invento muy temprano en
la evolucién.

F, yE, son en realidad dos motores rotatorios. El movimiento
de H a través de F  hacia el citoplasma esta acoplado a la rota-
cién de sus proteinas c. Esto genera un par de fuerzas que se
transmite a F; mediante la rotacién acoplada de las subunida-
des ye (Figura 3.21). La rotacién causa cambios conformaciona-
les en las subunidades f§ de F, que les permiten unir ADP + P,
El ATP se sintetiza cuando las subunidades f§ vuelven a su con-
formacién original. Cuando esto ocurre, la energia libre de la
rotacion se libera y se acopla a la sintesis de ATP. La medicién
cuantitativa del nimero de H" consumidos por la ATPasa por
cada ATP sintetizado dan un valor de entre 3 y 4.

Reversibilidad de la ATPasa

La ATPasa es reversible. La hidrélisis de ATP proporciona un
par de fuerzas para la rotacién de y¢ en sentido contrario al que
se da en la sintesis de ATP, y esto bombea H* desde el cito-
plasma al medio externo a través de F_ (Figura 3.21). El resul-
tado neto en este caso es la generacion en lugar de la disipacién
de fuerza protonmotriz. La reversibilidad de la ATPasa explica
por qué contienen ATPasas las bacterias fermentadoras estric-
tas que carecen de cadenas de transporte de electrones y son
incapaces de llevar a cabo la fosforilaciéon oxidativa. Muchas
reacciones importantes de la célula, como la rotacién de los
flagelos y algunas formas de transporte, estan vinculadas a la
energia de la fmp en vez de estarlo directamente al ATP. Asi, la
ATPasa de organismos incapaces de respirar, como las bacterias
del 4cido lactico, que son fermentadoras estrictas, funcionan de
manera unidireccional generando esta fmp necesaria para las
funciones celulares a partir del ATP formado en la fermenta-
cién durante la fosforilacién a nivel de sustrato.

MINIRREVISION -------------nseemeeemeoeoeeeeeeecy

e ;Como se genera la fuerza protonmotriz a partir de las
reacciones de transporte de electrones?

e ;Cual es la proporcion de protones bombeados por cada
NADH oxidado en la cadena de transporte de electrones de
Paracoccus que se muestra en la Figura 3.207? ¢En qué puntos
de la cadena se establece la fuerza protonmotriz?

e ;Qué estructura celular convierte la fuerza protonmotriz en
ATP? ;Como funciona?

3.12 La respiracion: el ciclo del acido
citrico y el ciclo del glioxilato

Ahora que tenemos una idea de cémo estd acoplada la sintesis
de ATP al transporte de electrones, es necesario abordar otro
aspecto importante de la respiracién: la produccién de CO.,,.
Nos centraremos en el ciclo del 4cido citrico (ciclo de Krebs),
una ruta fundamental en practicamente todas las células, y en el
ciclo del glioxilato, una variante del ciclo del 4cido citrico, nece-
sario cuando la respiracién se hace con donadores de electrones
que son compuestos de dos carbonos.

Respiracion de la glucosa

Las etapas iniciales de la respiracion de la glucosa son las mis-
mas que las de la glicdlisis; todas las etapas desde la glucosa
al piruvato (Figura 3.14) son iguales. No obstante, mientras
que en la fermentacién se reduce el piruvato y se convierte
en productos que son posteriormente excretados, en la res-
piracién el piruvato es oxidado a CO,. La ruta por la cual el
piruvato es oxidado a CO, se llama ciclo del 4cido citrico
(Figura 3.22).

En el ciclo del 4cido citrico, primero se descarboxila el piru-
vato y se produce CO,, NADH y el compuesto de alta energia
acetil-CoA. A continuacidn, el grupo acetilo de la acetil-CoA
se combina con el oxalacetato, de cuatro carbonos, para for-
mar el acido citrico, de seis carbonos. Siguen una serie de
reacciones en las que se forman otras dos moléculas de CO,,
tres de NADH y una de FADH. Por ultimo, el oxalacetato es
regenerado como aceptor de acetilos y se completa el ciclo
(Figura 3.22).

Conexion entre la liberacion de CO, y el transporte
de electrones

;Como estdn conectadas las reacciones del ciclo del dcido
citrico y la cadena de transporte de electrones? La oxidacién
de piruvato a CO, requiere la actividad concertada del ciclo
del 4cido citrico y la cadena de transporte de electrones. Por
cada molécula de piruvato que se oxida en el ciclo del 4cido
citrico, se producen tres moléculas de CO, (Figura 3.22). Los
electrones liberados durante la oxidacién de productos inter-
medios en el ciclo del acido citrico son transferidos al NAD ™"
para formar NADH o, en una sola reaccién, a FAD para formar
FADH,. Las reacciones combinadas del ciclo del acido citrico y
la cadena de transporte de electrones permiten llevar a cabo la
oxidacién completa de glucosa a CO, con un rendimiento ener-
gético mucho mayor. Mientras que en las fermentaciones alco-
hélicas o del 4cido léctico solo se producen 2 ATP por glucosa
fermentada (Figura 3.14 y Tabla 3.4), la respiracién aerébica de
la misma molécula de glucosa a CO, y H,O produce un total de
38 ATP (Figura 3.22b).

Biosintesis y ciclo del acido citrico

Ademads de su funcién en la combustién de piruvato a CO,, el
ciclo del 4cido citrico tiene otro papel importante en la célula.
El ciclo estd compuesto por varios productos intermedios fun-
damentales, de los que se toman pequenas cantidades durante
el crecimiento con fines biosintéticos. Especialmente impor-
tantes en este aspecto son el a-cetoglutarato y el oxalacetato,
que son precursores de varios aminodcidos (Seccién 3.15), y
el succinil-CoA, necesario para la sintesis de citocromos, clo-
rofila y otros tetrapirroles (compuestos formados por cuatro
anillos pirrélicos; véase la Figura 3.17). El oxalacetato también
es importante porque se puede convertir a fosfoenolpiruvato,
un precursor de la glucosa. Ademds, el acetato proporciona
el material inicial para la sintesis de 4cidos grasos (Seccién
3.16, y véase la Figura 3.30). Asi pues, el ciclo del 4cido citrico
desempena dos funciones importantes en la célula: conserva-
cion de la energia y biosintesis. Algo parecido se puede decir
de la glicélisis, ya que algunos productos intermedios de esta
ruta se pueden usar para fines biosintéticos también (Seccio-
nes 3.14'y 3.15).
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Balance energético de la respiraciéon aerobia
(1) Glicdlisis: Glucosa + 2 NAD* 2 Piruvato + 2 ATP + 2 NADH
(a) Fosforilacion a nivel de sustrato 2 ADP + P; = 2 ATP .
8 ATP (al CAC) (al compilejo 1)
(b) Fosforilaciéon oxidativa 2 NADH — 6 ATP
(2) CAC: Piruvato + 4 NAD* + GDP + FAD 3 CO, + 4 NADH + FADH, + GTP
. ATP)
(a) Fosforilacion a nivel de sustrato  GDP + P; = GTP . ; ( )
(ADP) (ATP) 15 ATP (x2) (al complejo I) (al complejo II)
(b) Fosforilacién oxidativa 4 NADH — 12 ATP (véase la Figura 3.20)
1 FADH,—> 2 ATP
(3)) Suma: glicélisis + CAC 38 ATP por glucosa

(b) Rendimiento energético del ciclo del acido citrico

Figura 3.22 ciclo del acido citrico. (3) El ciclo del acido citrico (CAC) empieza cuando la acetil-CoA, de dos carbonos, se condensa con el oxalacetato, de
cuatro carbonos, para formar el citrato, de seis carbonos. Mediante una serie de oxidaciones y transformaciones, el citrato es convertido en dos CO, y oxalacetato,
el aceptor de la acetil CoA. (b) Balance global de energia (NADH/FADH,) para la cadena de transporte de electrones y del CO, generado en el ciclo del &cido citrico.
EINADH y el FADH, entran en la cadena de transporte de electrones por los complejos | y Il, respectivamente (Figura 3.20).

Ciclo del glioxilato

carbonos como el acetato no pueden utilizarse como sustratos
para el crecimiento solo mediante el ciclo del 4cido citrico. El

El citrato, el malato, el fumarato y el succinato son productos
naturales comunes, y los organismos que usan estos compues-
tos C, o C, como fuentes de energfa utilizan el ciclo del dcido
citrico para su catabolismo. En cambio, los compuestos de dos

ciclo del acido citrico solo puede seguir funcionando si en cada
vuelta del ciclo se regenera oxalacetato; cualquier extraccién de
oxalacetato (o de cualquier otro producto intermedio del ciclo)

booksmedicos.org


https://booksmedicos.org

booksmedicos.org

100 UNIDAD 1 e LOS FUNDAMENTOS DE LA MICROBIOLOGIA

para biosintesis impedirian terminar el ciclo (Figura 3.22).
Por tanto, cuando se usa acetato como donador de electro-
nes, se utiliza una variante del ciclo del 4cido citrico llamada
ciclo del glioxilato (Figura 3.23), que recibe este nombre por-
que el glioxilato, un compuesto C,, es un producto interme-
dio fundamental. El ciclo del glioxilato estd formado por la
mayoria de las reacciones del ciclo del 4cido citrico méas dos
enzimas adicionales: la isocitrato-liasa, que escinde el isoci-
trato en succinato y glioxilato, y la malato-sintasa, que con-
vierte el glioxilato y la acetil-CoA en malato (Figura 3.23).
La escisién de isocitrato da succinato, que se puede usar en
biosintesis, y glioxilato, que se combina con acetil-CoA (C,)
para dar malato (C,). A partir del malato se puede producir
la molécula aceptora oxalacetato, que puede entrar en una
nueva ronda de oxidacién de la acetil-CoA del ciclo del 4cido
citrico (Figura 3.22).

Los compuestos de tres carbonos como el piruvato o los
compuestos que se convierten en piruvato (por ejemplo el
lactato o glucidos) tampoco se pueden catabolizar solo a tra-
vés del ciclo del acido citrico. Pero en este caso el ciclo del
glioxilato es innecesario, porque cualquier escasez de produc-
tos intermedios del ciclo del acido citrico se corrige sinteti-
zando oxalacetato a partir de piruvato o de fosfoenolpiruvato
por adicién de CO, mediante las enzimas piruvato-car-
boxilasa o fosfoenolpiruvato-carboxilasa, respectivamente
(Figura 3.22).

Acetato c

/ c,

Acetil-CoA
. \
( n
N
L 4

Oxalacetato o Citrato
1 .
*
Malato ": Malato-sintasa
a
Glioxilato

Isocitrato-liasa

Succinato Isocitrato
A ]
' ]
A '
S ¢
N Otras etapas del ,

« |ciclo del &cido | &

Biosintesis citrico, véase la
Figura 3.22
Suma: Isocitrato + Acetato ———— Succinato + Malato

Figura 3.23 El ciclo del glioxilato. Estas reacciones se lievan a cabo
en combinacion con el ciclo del acido citrico cuando las células crecen

con donadores de electrones de dos carbonos como el acetato. El ciclo del
glioxilato regenera el oxalacetato (a partir del malato) para continuar el ciclo
del acido citrico.

MINIRREVISION ----+----s-msmssmrmnasmsmssmenenaeeeees :

* ;Cuantas moléculas de CO, y cuantos pares de electrones
son liberados por cada molécula de piruvato que entra en el
ciclo del &cido citrico?

* ;Qué dos importantes funciones tienen en comun el ciclo del
acido citrico y la glicolisis?

e ;Por qué es necesario el ciclo del glioxilato para crecer con
acetato pero no con succinato?

3.13 Diversidad catabodlica

Hasta aqui hemos tratado solamente el catabolismo de los qui-
mioorganétrofos. Ahora estudiaremos brevemente la diversi-
dad catabdlica y algunas de las alternativas a la fermentacién o
la respiracion, como la respiracion anaerdbica, la quimiolitotro-
fia y la fototrofia (Figura 3.24).

Respiracion anaerobia

En condiciones andxicas ciertos procariotas pueden usar acep-
tores de electrones diferentes del oxigeno para llevar a cabo la
respiracién que, en ese caso, recibe el nombre de respiraciéon

Fermentacién ‘ Donador de electrones
ermentacio (compuesto organico)
Transporte de electrones/
generacion de fmg\
‘ ‘ ‘ O, | Respiracion
Aceptores —~30 NO;~ S0O,2- Aceptores aerébica
w| e electrones | organicos e” |
% Respiracion aerébica
£ (a) Quimioorganotrofia
E
3 Donador de electrones
(Hy, H,S, Fe?*, NH,4*, etc.)
Transporte de electrones/
generacion de fmp
Aceptores —380 S0,2~ NO;~ O, | Respiracién aerébica
de electrones
L Respiraciéon anaerdbica
(b) Quimiolitotrofia
Fotoheterotrofia Fotoautotrofia
° Luz co,
9 Compuesto
o organico
1 Electrones
2 Transporte
o del H,O
s de electrones (oxigénicos)
‘ del H,2S
(anoxigénicos)
Generacion de fmp
Material celular Material celular

(c) Fototrofia

Figura 3.24 piversidad catabélica. (2) Quimioorganétrofos.

(b) Quimiolitétrofos. (c) Fotdtrofos. Obsérvese la importancia de la formacion
de la fuerza protonmotriz que se obtiene por el transporte de electrones en
ambas formas de respiracion y en la fotosintesis.
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anaerobia. Algunos de los aceptores de electrones que se uti-
lizan en la respiracién anaerdbica son el nitrato (NO,", redu-
cido a nitrito, NO,”, por Escherichia coli o a N, por especies
de Pseudomonas), el hierro férrico (Fe**, reducido a Fe** por
especies de Geobacter), el sulfato (SO 42", reducido a sulfuro de
hidrégeno, H,S, por especies de Desulfovibrio), el carbonato
(CO32", reducido a metano, CH,, por metanégenos o a acetato
por acetégenos), e incluso algunos compuestos orgdnicos como
el fumarato, producto intermedio del ciclo del 4cido citrico.
Debido a las posiciones de estos aceptores de electrones alter-
nativos en la escala redox (ninguno tiene un £’ tan positivo como
el par O,/H,O, Figura 3.9), se conserva menos energia cuando se
reducen que con la que se obtiene cuando se reduce el O, (recor-
demos que AG" es proporcional a AE”’; Seccién 3.4 y Figura 3.9).
Aun asi, como el O, suele ser limitante o incluso totalmente
inexistente en muchos hébitats microbianos, la respiracién anae-
rébica puede ser muy importante para la generacion de energfa.
Al igual que la respiracion aerdbica, la respiracién anaerdbica
requiere transporte de electrones, genera una fuerza protonmo-
triz y usa la ATPasa para sintetizar ATP (Secciones 3.10-3.12).

Quimiolitotrofia y fototrofia

Los organismos que pueden usar compuestos inorgdnicos como
donadores de electrones reciben el nombre de quimiolitétro-
fos (Seccién 3.3). Algunos ejemplos importantes de donadores
inorgdnicos de electrones son el H,S, el hidrégeno molecular
(H,), Fe*" y NH,.

Los metabolismos quimiolitétrofos son tipicamente aerobios y
empiezan con la oxidacion del donador de electrones inorganico
por parte de una cadena de transporte de electrones. Esto genera
una fuerza protonmotriz, como ya hemos visto para la oxidacién
de donadores orgéanicos en los quimioorganétrofos (Figura 3.20).
Sin embargo, otra importante diferencia entre los quimiolitétro-
fos y los quimioorganétrofos es la fuente de carbono para la bio-
sintesis. Los quimioorganétrofos son heterétrofos, de manera
que usan compuestos organicos (glucosa, acetato y similares)
como fuente de carbono; los quimiolitétrofos, en cambio, usan
diéxido de carbono (CO,), de modo que son autétrofos.

IV - Biosintesis

Cerramos este capitulo con una breve consideracion de la bio-
sintesis. Daremos una vision general de la biosintesis de los
bloques bésicos de las cuatro clases de macromoléculas: aztica-
res (polisacdridos), aminoacidos (proteinas), nucleétidos (4ci-
dos nucleicos) y dcidos grasos (lipidos). El conjunto de estos
procesos constituyen la parte del metabolismo llamada anabo-
lismo. También trataremos la biosintesis de polisacaridos y lipi-
dos, y veremos cémo los procariotas pueden asimilar nitrégeno
gaseoso (N,) como fuente de nitrégeno celular.

3.14 Azucares y polisacaridos

Los polisacdridos son componentes fundamentales de la pared
celular microbiana. Ademds, a menudo las células almacenan
carbono y reservas de energia en forma de los polisacaridos
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En el proceso de la fotosintesis, propio de los fotdtrofos, se usa
la luz en lugar de un compuesto quimico para generar fuerza
protonmotriz. En el metabolismo fotétrofo se sintetiza ATP a
partir de la actividad de la ATPasa durante la fotofosforila-
cioén, el andlogo luminoso de la fosforilacién oxidativa (Seccién
3.8). La mayoria de los fotétrofos asimilan CO, como fuente de
carbono y son, por tanto, fotoautétrofos. No obstante, algunos
fotétrofos usan compuestos organicos como fuente de carbono
y la luz como fuente de energia, asi que son fotoheterétrofos
(Figura 3.24).

Fuerza protonmotriz y diversidad catabdlica

A excepcion de la fermentacion, en la que se produce fosfori-
lacidn a nivel de sustrato (Seccién 3.8), los demds mecanismos
de conservacidn de energia utilizan la fuerza protonmotriz. Ya
procedan los electrones de la oxidacién de compuestos orga-
nicos o inorgénicos o de procesos luminosos, en todas las for-
mas de respiracion y fotosintesis la conservacién de la energia
estd unida al establecimiento de una fmp y su disipacién por
la ATPasa para formar ATP (Figura 3.24). La respiracién y la
respiracion anaerdbica se pueden ver, pues, como variaciones
en una cuestion de diferentes aceptores de electrones. De igual
modo, la quimioorganotrofia, la quimiolitotrofia y la fotosinte-
sis son variaciones en una cuestion de diferentes donadores de
electrones. El transporte electrénico y la fmp establecen un vin-
culo entre todos estos procesos y convierten todas estas formas
de metabolismo energético, aparentemente diferentes, en una
estrategia comun. Volveremos a tratar este tema con mas pro-
fundidad en el Capitulo 13.

MINIRREVISION +--------=-ssmsmsasemsaseses s ooy
e En qué se diferencian los quimioorgandtrofos de los ,

quimiolitétrofos en cuanto a sus donadores de electrones? .
e ;Cuél es la fuente de carbono de los organismos autétrofos? ;
e ¢ Por qué podemos decir que la fuerza protonmotriz es :

un elemento unificador de la mayoria de metabolismos
bacterianos?

glucogeno y almidén (Capitulo 2). ;Cémo se sintetizan estas
grandes moléculas?

Biosintesis de polisacaridos y gluconeogénesis

Los polisacdridos se sintetizan a partir de uridina difosfoglu-
cosa (UDPG, del inglés uridine diphosphoglucose; Figura 3.25a) o
adenosina difosfoglucosa (ADPG, del inglés adenosine diphos-
phoglucose), que son formas activadas de glucosa. La UDPG es
el precursor de varios derivados de la glucosa necesarios para
la biosintesis de polisacéridos estructurales de la célula, como
la N-acetilglucosamina y el dcido N-acetilmurdmico del pepti-
doglicano, o el componente lipopolisacaridico de la membrana
externa de las bacterias gramnegativas (G Secciones 2.10
y 2.11). Los polisacdridos de almacenamiento se sintetizan
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HOCH,

Glucosa-6-P
1 Ruta de la
Compuestos Cy, Cs, Cy, Cs Ribulosa-5-P + CO, pentosa )
o] v 1 fosfato, véase
8 . TS ) la Figura 3.26
Glucosa -0O— T= 1) H’|\l/ \ﬁH Ciclo del &cido citrico Ribosa-5-P
(e} 0=C CH
_ | g Oxalacetato / \
0-f=0 l Ribonucledtidos  Ribonucledtidos
0—CH, ~©
i NADPH
Fosfoenolpiruvato + CO, La ribonucleétido-reductasa
" H/H 1 = dependiente de NADPH forma
Inve_rsp_n_de desoxirribonucleétidos.
HO OH 1 la glicolisis
Uridina difosfoglucosa (UDPG) Glucosa-6-P Desoxirribonucleétidos —> DNA
@ (b) (©

Figura 3.25 Metabolismo de aziicares. (3) Los polisacaridos se sintetizan a partir de formas activadas de hexosas como el UDPG. (b) Gluconeogénesis.
Cuando se necesita glucosa, se puede sintetizar a partir de otros compuestos carbonados, por lo general invirtiendo los pasos de la glicélisis. (c) Las pentosas para
la sintesis de &cidos nucleicos se forman por descarboxilacién de hexosas como la glucosa-6-fosfato. Obsérvese que los precursores del DNA se producen a partir

de los precursores del RNA por la enzima ribonucledtido-reductasa.

anadiendo glucosa activada al polimero preexistente. Por ejem-
plo, el glucégeno se sintetiza como ADPG + glucégeno —
ADP + glucdgeno-glucosa.

Cuando una célula crece utilizando una hexosa como la glu-
cosa, obviamente no es un problema obtener glucosa para la bio-
sintesis de polisacaridos. Pero cuando la célula crece utilizando
otros compuestos de carbono, la glucosa hay que sintetizarla.
Este proceso, llamado gluconeogénesis, utiliza fosfoenolpiru-
vato, uno de los productos intermedios de la glicdlisis, como
material inicial, y recorre en sentido inverso la ruta glicolitica
para formar glucosa (Figura 3.14). El fosfoenolpiruvato se puede
sintetizar a partir del oxalacetato, un producto intermedio del
ciclo del 4cido citrico (Figura 3.22). En la Figura 3.25b se da una
vision general de la gluconeogénesis.

Metabolismo de las pentosas y ruta de la pentosa
fosfatos

Las pentosas se forman por eliminacién de un &tomo de carbono
de una hexosa, normalmente como CO,. Las pentosas necesa-
rias para la sintesis de dcidos nucleicos, ribosa (en el RNA) y
desoxirribosa (en el DNA), se forman como se muestra en la
Figura 3.25¢. La enzima ribonucledtido-reductasa convierte la
ribosa en desoxirribosa por reduccién del grupo hidroxilo (—
OH) del carbono 2’ del anillo de pentosa. Esta reaccién se pro-
duce después, no antes, de la sintesis de nucledtidos. Asi pues,
se sintetizan los ribonucleétidos, y algunos de ellos se reducen
después a desoxirribonucleétidos para su uso como precurso-
res del DNA.

Las pentosas se sintetizan a partir de hexosas, y la ruta
principal para este proceso es la ruta de la pentosa fosfato
(Figura 3.26). En esta ruta, la glucosa se oxida a CO,, NADPH
y el producto intermedio clave, ribulosa-5-fosfato; a partir
de este dltimo compuesto se forman varios derivados de la
pentosa. Cuando se usan pentosas como donadores de elec-
trones, entran directamente en la ruta de los fosfatos de pen-
tosa, normalmente fosforilindose para formar fosfato de
ribosa o un compuesto relacionado antes de ser catabolizados
(Figura 3.26).

CH,OP
P |
De la glicdlisis NADPH H(I:_OH
NADPH +CO, HIC—OH
Glucosa 6- —Lb 6-Fosfogluconato —L» Cc=0
fosfato (I:H oH
Produccion . 2
de NADPH y CO, Ribulosa 5-
fosfato
@
A la sintesis de acidos nucleicos
(véase la Figura 3.25)
Rlbosa 5-
fosfato (| C5 Transcetolasa  Transaldolasa Cs
Ribulosa5- /7 Cp+ Gyl Gyt Gy > Gyt C
fosfato 7TV 6 4 67 V3
Xilulosa 5-
fosfato (Cg) Gluconeogen95|s
Otras pentosas
entran desde aqui.
(b)

Figura 3.26 Ruta de la pentosa fosfato. Esta ruta genera pentosas a
partir de otros azlicares para biosintesis, y también se usa para catabolizar
pentosas. (a) Produccion del intermediario clave,ribulosa-5-fosfato. (b) Otras
reacciones en la ruta la pentosa fosfato.

Ademids de su importancia en el metabolismo de las pento-
sas, mediante la ruta de la pentosa fosfato también se producen
en la célula muchos aztcares importantes que no son pentosas,
incluyendo aztcares de C, a C.. Estos azticares pueden conver-
tirse finalmente en hexosas para fines cataboélicos o para bio-
sintesis (Figura 3.26). Un aspecto final importante de la ruta de
la pentosa fosfato es que genera NADPH, una coenzima que se
usa en muchos procesos reductores de biosintesis, en particular
como reductor para la produccién de desoxirribonucleétidos
(Figura 3.25¢). Aunque muchas células tienen un mecanismo
de intercambio para convertir NADH en NADPH, la ruta de la
pentosa fosfato es el medio principal de sintesis directa de esta
importante coenzima.
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MINIRREVISION --------s--semseasessmemcascasn e ;

* ; Qué forma de glucosa activada usan las bacterias en la
biosintesis de glucégeno?

* ;Qué es la gluconeogénesis?

e ;Qué funciones desempefia la ruta la pentosa fosfato en la
célula?

3.15 Aminoacidos y nucledtidos

Los monémeros de las proteinas y los cidos nucleicos son los
aminodacidos y los nucleétidos, respectivamente. Su biosinte-
sis se lleva a cabo mediante rutas bioquimicas de muchas eta-
pas que no analizaremos aqui. En cambio, identificaremos los
esqueletos carbonados necesarios para la biosintesis de aminoa-
cidos y nucleétidos y resumiremos el mecanismo por el que se
elaboran.

Monomeros de proteinas: aminoacidos

Los organismos que no pueden obtener alguno o todos sus ami-
noacidos del medio deben sintetizarlos a partir de glucosa o de
otras fuentes. Los aminodcidos se agrupan en familias rela-
cionadas estructuralmente que comparten varias etapas de su
biosintesis. Los esqueletos de carbono de los aminoécidos pro-
ceden casi exclusivamente de los productos intermedios de la
glicolisis o del ciclo del 4cido citrico (Figura 3.27).

El grupo amino de los aminodcidos deriva normalmente de
alguna fuente de nitrégeno inorgdnico del medio, como el amo-
niaco (NH,). Lo mds frecuente es que el amoniaco se incorpore
durante la formacion de los aminoécidos glutamato o glutamina

Familia de la alanina

I—> Piruvato ) Valina
Leucina
Glicolisis Familia de la serina
I—> 3-Fosfoglicerato mmmm- Glicina
9 Cisteina
Fosfoenol-
piruvato Familia de aromaticos
) Fenilalanina
Corismato mm—))> Tirosina
Eritrosa-4-P (de la ruta de los fosfatos Triptéfano

de pentosa, Figura 3.26)
(@)

Familia del glutamato
Prolina
Glutamina
Arginina

a-Cetoglutarato ms)>-

Ciclo del acido citrico Familia del aspartato

Asparagina
Lisina
Metionina
Treonina
Isoleucina

Oxalacetato m—))

()

Figura 3.27 Familias de aminoacidos. La glicdlisis (3) y el ciclo del
acido citrico (b) proporcionan los esqueletos carbonados de la mayoria de los
aminodcidos. La sintesis de los distintos aminoacidos de una familia puede
requerir muchas etapas, empezando por el aminoacido parental (en negrita
dando nombre a la familia).
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por la accién de las enzimas glutamato-deshidrogenasa y gluta-
mina-sintetasa, respectivamente (Figura 3.28). Cuando hay gran
cantidad de NH,, se usa la glutamato-deshidrogenasa o deshi-
drogenasas de otros aminoacidos. Pero cuando hay poco NH,,
se utiliza la glutamina-sintetasa, que tiene un mecanismo de
reaccién que consume energia (Figura 3.28b) y, en consecuen-
cia, tiene gran afinidad por el sustrato.

Una vez incorporado el amoniaco al glutamato o a la gluta-
mina se puede transferir el grupo amino para formar otros com-
puestos nitrogenados. Por ejemplo, el glutamato puede donar su
grupo amino al oxalacetato en una reaccién de transaminacion
que produce o-cetoglutarato y aspartato (Figura 3.28¢). Alterna-
tivamente, la glutamina puede reaccionar con o-cetoglutarato
para formar dos moléculas de glutamato en una reaccion catali-
zada por una aminotransferasa (Figura 3.284). El resultado final
de estas reacciones es el envio de amoniaco a varios esqueletos
carbonados a partir de los cuales tendran lugar otras reacciones
biosintéticas para formar todos los veintid6s aminodcidos nece-
sarios para sintetizar las proteinas (2o Figura 4.30) y otras bio-
moléculas que contienen nitrégeno.

Mondmeros de acidos nucleicos: nucledtidos
La bioquimica que hay detrés de la biosintesis de las purinas
y las pirimidinas es bastante compleja. Las purinas se cons-
truyen, literalmente, &tomo a dtomo desde distintas fuentes
de carbono y nitrégeno, incluido el mismo CO, (Figura 3.29).
La primera purina clave, el acido iosinico (Figura 3.29b) es
el precursor de los nucleétidos purinicos adenina y guanina.
Una vez estan sintetizados (en su forma trifosfatada) y unidos
a la ribosa, estdn listos para ser incorporados al DNA (des-
pués de que actte la ribonucledtido-reductasa, Figura 3.25c)
o al RNA.

Al igual que el anillo de purina, el de pirimidina se sintetiza
a partir de varias fuentes (Figura 3.29¢). La primera pirimidina
clave es el compuesto uridilato (Figura 3.29d), y de él se deri-
van las pirimidinas timina, citosina y uracilo. Las estructuras
de todas las purinas y pirimidinas se muestran en el capitulo
siguiente (¢o Figura 4.1).

NADH NH,
I
(a) a-Cetoglutarato + NH, m’ Glutamato

deshidrogenasa
NH, ATP NH,  NH,

I
(b) Glutamato + NH; Glutamina

Glutamina-
sintetasa

NH, NH,

|
(c) Glutamato + Oxalacetato === o-etoglutarato + Aspartato
Transaminasa

NADH NH,

Gamaey 2 Glutamato

sintasa

NH,  NH,
(d) Glutamina + o-Cetoglutarato

Figura 3.28 Incorporacion de amoniaco en las bacterias. EIl amoniaco
(NH,) y los grupos amino de todos los aminoacidos se muestran en verde.

Dos de las principales rutas de asimilacion de NH, en las bacterias son las
catalizadas por las enzimas (a) glutamato-deshidrogenasa y (b) glutamina-
sintetasa. (c) Las reacciones de la transaminasa transfieren un grupo amino de
un aminodcido a un acido organico. (d) La enzima glutamato-sintasa produce
dos glutamatos de una glutamina y un «-cetoglutarato.
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CO, . g
Grupo amino Glicina HN N
del asparta / | \C
2N N C N
Grupo %C o
formilo C 4C9 4 -
(del acido W 0— POCHZ
félico) \/
Nitrégeno amidico
de la glutamina Ribosa-5- P
(a) Esqueleto de las purinas (b) Acido inosinico
L ]
Biosintesis de las purinas
(0}
g
Hll\l/ \cﬁ‘H
NH 10) Acido aspartico /5 H
“\ I o e
ON
H Il
EN |C -0—POCH, 2
Z SN\ —(|)
Oz HN H/H

€O, OH  OH
(c) Acido orético (d) Uridilato
|

Biosintesis de las pirimidinas

Figura 3.29 Biosintesis de purinas y pirimidinas. (2) Componentes
del esqueleto de las purinas. (b) Acido inosinico, precursor de todos los
nucledtidos purinicos. (¢) Componentes del esqueleto de las pirimidinas, el
acido ordtico. (d) Uridilato, precursor de todos los nucledtidos pirimidinicos.
El uridilato se forma a partir de la descarboxilacion del orotato y la adicion de
ribosa-5-fosfato.

MINIRREVISION -------------nseemeeme oo

e ;Qué es una familia de amino&cidos?

e Enumere las etapas por las que una célula incorpora NH, a los
aminoacidos.

e ;Qué bases nitrogenadas son purinas y cuales pirimidinas?

___________________________________________________________________

3.16 Acidos grasos y lipidos

Los lipidos son los componentes principales de la membrana
citoplasmatica de todas las células, asi como de la membrana
externa de las bacterias gramnegativas; también pueden ser
reservas de carbono y de energia (€2 Figura 2.35). Los acidos
grasos son los componentes principales de los lipidos microbia-
nos. No obstante, recordemos que los dcidos grasos se encuen-
tran solamente en Bacteria y Eukarya. Archaea no tiene dcidos
grasos en sus lipidos, sino cadenas laterales hidréfobas de iso-
prenoides que desempefian una funcién estructural similar
(@o Figura 2.17). La biosintesis de estas cadenas laterales es
diferente de la de los dcidos grasos y no la estudiaremos aqui.

Biosintesis de acidos grasos

Los acidos grasos se biosintetizan de dos en dos carbonos por
la actividad de una proteina llamada proteina transportadora
de grupos acilo (ACP). La ACP estd unida al 4cido graso en cre-
cimiento y lo libera cuando ha alcanzado su longitud defini-
tiva (Figura 3.30). Aunque el dcido graso se va construyendo por
bloques sucesivos de dos carbonos, cada unidad C, se originan

HiC— C ACP HOOC—CH,— C ACP
Acetil-ACP Malonil-ACP
0,
Acetoacetil-CoA

HSC— —CH,— C ACP
2 NADPH
H,O * 2 NADP*

(0] Acil-ACP
H30—CH2—CH2—ICI:—ACP

: Cada adicion de una

unidad de acetilo procede
de la malonil-ACP
Palmltato 4C

3C
Co, 6C
3C

14C CO,
3C,.8C
12C 1oc

Figura 3.30 Biosintesis del acido graso C,, palmitato. La condensacion
de acetil-ACP y malonil-ACP forma acetoacetil-CoA. Cada adicion sucesiva de
una unidad de acetilo procede de la malonil-ACP.

a partir de un compuesto de tres carbonos, el malonato, que
estd unido a la ACP formando la malonil-ACP. Por cada resi-
duo de malonilo que se incorpora, se libera una molécula de
CO, (Figura 3.30).

La composicion de dcidos grasos de las células varia de unas
especies a otras, y también puede variar en un cultivo puro
debido a las diferencias en la temperatura de crecimiento. El cre-
cimiento a bajas temperaturas favorece la biosintesis de dcidos
grasos de cadena mds corta, mientras que las altas temperatu-
ras facilitan la sintesis de acidos grasos de cadenas mas largas
(@2 Secciones 5.12 y 5.13). Los 4cidos grasos méds comunes en
los lipidos de Bacteria tienen una longitud de cadena de C,,-C,.

Ademas de saturados y con un ndmero par de carbonos, los
acidos grasos también pueden ser insaturados, ramificados o
tener un namero impar de carbonos. Los acidos grasos insa-
turados contienen uno o mas dobles enlaces en la larga por-
cién hidroéfoba de la molécula. El nimero y la posicion de estos
dobles enlaces suele ser especifico de la especie o del grupo, y
los dobles enlaces se forman normalmente por desaturacién de
un dcido graso saturado. Los acidos grasos ramificados se bio-
sintetizan usando una molécula iniciadora ramificada, y los de
numero impar de carbonos (como C ,, C ., C ., etcétera) usando
una molécula iniciadora que contiene un grupo propionilo (C,).

Biosintesis de lipidos

En el ensamblaje de los lipidos en las células de Bacteria y
Eukarya, los acidos grasos se anaden primero a una molécula de
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glicerol. En el caso de los triglicéridos simples (grasas), los tres
carbonos del glicerol estdn esterificados con acidos grasos. Para
formar lipidos complejos, uno de los dtomos de carbono del gli-
cerol adquiere una molécula de fosfato, etanolamina, carbohi-
drato o alguna otra sustancia polar (€2 Figura 2.14a). Aunque
en Archaea los lipidos de la membrana se sintetizan a partir del
isopreno para formar cadenas laterales de fitanilo (C,;) o bifi-
tanilo (C,,), generalmente el esqueleto de glicerol de los lipidos
de las membranas arqueanas contiene también un grupo polar
(aztcar, fosfato, sulfato o un compuesto organico polar). Los
grupos polares son importantes en los lipidos porque contribu-
yen a la arquitectura tipica de la membrana: un interior hidré-
fobo con superficies hidréfilas (So Figura 2.17).

T3] T T 0 ——

* Explique por qué los acidos grasos se forman por adicion de |
blogues de dos atomos de carbono mientras que el donador :
de estos tiene tres atomos de carbono. !

* ¢Qué diferencias existen en los lipidos de los tres dominios de |
la vida? '

1

___________________________________________________________________

3.17 Fijacion de nitrogeno

Terminamos nuestro estudio de las biosintesis con la formacién
de amoniaco (NH,) a partir de dinitrégeno gaseoso (N,), mediante
un proceso llamado fijacién de nitrégeno. El amoniaco produ-
cido es asimilado en forma organica en los aminodcidos y los
nucleétidos. La capacidad para fijar nitrégeno libera a un orga-
nismo de la dependencia del nitrégeno fijado en su ambiente, y le
confiere una ventaja ecoldgica significativa cuando el nitrégeno
fijado es limitante. El proceso de fijacién de nitrégeno también
tiene una importancia agricola enorme, porque cubre las necesi-
dades de nitrégeno de cultivos fundamentales como el de la soja.

Solo algunas especies de Bacteria y Archaea pueden fijar
nitrégeno; en la Tabla 3.5 se citan algunos organismos fijadores
de nitrégeno importantes. Algunas bacterias fijadoras de nitré-
geno son de vida libre y llevan a cabo el proceso de manera

Tabla 3.5 Algunos organismos fijadores de nitrégeno®
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completamente independiente. Otras son simbidticas y fijan
el nitrégeno Gnicamente asociadas a ciertas plantas (o Sec-
cién 22.0). No obstante, en la fijacién simbiética de nitrégeno
es la bacteria, y no la planta, la que fija el N,; no se conoce nin-
gln eucariota que fije nitrégeno.

Nitrogenasa

La fijacién de nitrégeno es catalizada por un complejo enzi-
matico llamado nitrogenasa. La nitrogenasa estd formada por
dos proteinas, la dinitrogenasa y la dinitrogenasa-reductasa.
Ambas contienen hierro, y la dinitrogenasa contiene también
molibdeno. El hierro y el molibdeno de la dinitrogenasa forman
parte del cofactor de la enzima llamado cofactor hierro-molib-
deno (FeMo-co), y es en este sitio donde se produce la reduccién
del N,. La composicién del FeMo-co es MoFe. S ,-homocitrato
(Figura 3.31). Se conocen dos nitrogenasas «alternativas» que

Homocitrato

—

o
O:C/

Proteina — S S C

c—"H
Proteina H/ l
H
S H—~C’

Figura 3.31 FeMo-co, el cofactor de hierro-molibdeno de la nitrogenasa.
En la parte izquierda se encuentra el cubo de Fe,S, que se une al molibdeno a la
vez que los atomos de oxigeno del homaocitrato (parte derecha; todos los atomos
de O se muestran en morado) y los atomos de Ny S de la dinitrogenasa.

Aerobios de vida libre

Quimioorgandtrofos Fotdtrofos

Quimiolitétrofos

Azotobacter, Azomonas, Azospirillum,
Klebsiella®, Methylomonas

Cianobacterias (p. €j., Anabaena, Nostoc,
Gloeothece, Aphanizomenon)

Alcaligenes Acidithiobacillus

Anaerobios de vida libre

Quimioorgandtrofos Fotdtrofos

Quimiolitétrofos®

Clostridium Desulfotomaculum

Heliobacteria

Bacterias rojas (p. €j., Chromatium, Rhodobacter)
Bacteria verdes (p. €j., Chlorobium)

Methanosarcina Methanococcus
Methanocaldococcus

Simbiodticos

Con plantas leguminosas

Con plantas no leguminosas

Soja, guisantes, trébol, etc. con Rhizobium, Bradyrhizobium,
Sinorhizobium

Aliso, miricaceas, Elaeagnus umbellata, otros muchos arbustos, con el

actinomiceto Frankia

#Solo se enumeran algunos géneros comunes en cada categoria; se conocen otros muchos géneros fijiadores de nitrégeno.

®La fijacién de nitrégeno se produce solamente en condiciones andxicas.
“Todos son Archaea.
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carecen de molibdeno y sus cofactores contienen vanadio (V)
y hierro o solamente hierro; son sintetizadas por algunas bacte-
rias fijadoras de nitrégeno cuando en el ambiente no hay molib-
deno (@2 Seccién 14.12).

Con una excepcidn, las arqueas fijadoras de nitrégeno produ-
cen nitrogenasas con hierro como unico metal en la enzima. Por
lo que sabemos, las arqueas fijadoras de nitrégeno se limitan
a unas pocas especies productoras de metano (metanégenas),
una de las cuales al menos puede crecer y fijar N, a temperatu-
ras muy altas. La especie Methanosarcina barkeri, un metand-
geno metabdlicamente versatil (2o Seccidn 16.2), tiene genes
que codifican nitrogenasas con molibdeno y vanadio asi como
una nitrogenasa de hierro como tGnico metal, asi que probable-
mente cuenta con el equipo completo de nitrogenasas.

El oxigeno (O,) inhibe la fijacién de nitrégeno porque inac-
tiva irreversiblemente la dinitrogenasa-reductasa. No obstante,
muchas bacterias fijadoras de nitrégeno son aerobios obligados.
En estos organismos, la nitrogenasa estd protegida de la inac-
tivaciéon por oxigeno mediante la combinacién de una rapida
eliminacién del O, por la respiracién y la produccién de capas
mucosas que retrasan el O, (Figura 3.32a, b). Hay cianobacterias
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Figura 3.32 Proteccion de la nitrogenasa en Azotobacter vinelandii
y en la cianobacteria Anabaena. (a) Micrografia electronica de transmision
de células fijadoras de nitrégeno de A. vinelandii que crecen en condiciones
de 2,5 % de 0,; se aprecia una capa mucosa muy fina. (b) Células cultivadas
en contacto con el aire (21 %); obsérvese la extensa capa mucosa tefiida

de oscuro (flecha). La mucosa retrasa la difusion del 0, en el filamento e
impide asi la inactivacion de la nitrogenasa por el 0,. (c) Micrografia de
fluorescencia de una célula de la cianobacteria filamentosa Anabaena

en la que se muestra un heterocisto (verde). El heterocisto es una célula
diferenciada especializada en la fijacion de nitrdgeno que protege a la
nitrogenasa de la inactivacion por 0,

en las que la nitrogenasa esta protegida por su ubicacion en una
célula diferenciada llamada heterocisto (Figura 3.22¢; @o Sec-
cién 14.3). En el interior del heterocisto las condiciones son
andxicas, mientras que en las células vegetativas vecinas ocurre
justo lo contrario, ya que se lleva a cabo fotosintesis oxigénica.
En el heterocisto se detiene la produccién de O,, de manera que
se protege el sitio y se dedica a la fijacién de N,

Flujo de electrones en la fijacion de nitrégeno

La activacién y reduccién del N, es un proceso que requiere
mucha energia debido a la estabilidad de su triple enlace. Son
necesarios seis electrones para reducir el N, a NH,, y las eta-
pas de reduccién sucesivas se realizan directamente en la
nitrogenasa sin acumulacién de productos intermedios libres
(Figura 3.33). Aunque solo son necesarios seis electrones para
reducir el N, a NH,, en realidad se consumen oc/o en el pro-
ceso, dos de los cuales se pierden como H, por cada mol de N,
reducido. Por motivos desconocidos, la produccién de H, es un
paso obligatorio en la fijacién de nitrégeno, y se produce en la
primera ronda del ciclo de reduccién de la nitrogenasa. A con-
tinuacién, el N, se reduce en pasos sucesivos y se libera amo-
niaco (Figura 3.33).

La secuencia de transferencia de electrones en la nitrogenasa
es la siguiente: donador de electrones — dinitrogenasa-reduc-
tasa — dinitrogenasa — N,. Los electrones para la reduccién
de N, son transferidos a la dinitrogenasa-reductasa proceden-
tes de la ferredoxina o la flavodoxina, que son proteinas de hie-
rro y azufre de bajo potencial (Seccién 3.10); estas proteinas son

4 Piruvato _  CoA 4 Acetil-CoA + 4 CO,

El piruvato dona
electrones a la

Electrones - 2¢e (x4) flavodoxing
. parala .
nitrogenasa 4 Flavodoxina 4 Flavodoxina
(oxidada) (reducida)
La flavodoxina reduce
a la dinitrogenasa-
reductasa.
_ ' ~
4 Dinitrogenasa- 4 Dinitrogenasa-
reductasa reductasa
(reducida) (oxidada)

16 ATP E!ec_trones transferidos a la
dinitrogenasa, de uno en
uno. Se consumen 2 ATP

Actividad - 16 ADP por cada electrén.

+16 P,

nitrogenasa e

Dinotrogenasa Dinitrogenasa

(oxidada) , (reducida)

2 NH; N,

)

/ H2
4H 2H 2H
Suma: N=N ===+ HN=NH === H,N - NHg === 2 NH3
(16 ATP wmmmd- 16 ADP + 16 Pj)
(b)

Figura 3.33 Fijacion biolégica de nitrogeno por la nitrogenasa. El
complejo de la nitrogenasa esta compuesto por una dinitrogenasa y una
dinitrogenasa-reductasa.
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reducidas durante la oxidacion del piruvato (Figura 3.33). Ade-
mds de electrones, la fijacién de nitrégeno necesita ATP, que se
une a la dinitrogenasa-reductasa y, tras su hidrdlisis a ADP, dis-
minuye el potencial de reduccion de la proteina. Esto permite
a la dinitrogenasa-reductasa interaccionar con la dinitroge-
nasa y reducirla. Los electrones son transferidos de la dinitro-
genasa-reductasa a la dinitrogenasa de uno en uno, y cada ciclo
de reduccion requiere dos ATP. Por tanto, para la reduccion de
N, a 2 NH, son necesarias 16 moléculas de ATP (Figura 3.33).

Ensayo de la nitrogenasa: reduccion de acetileno
Las nitrogenasas no son del todo especificas para el N, y tam-
bién reducen otros compuestos con triples enlaces como el
acetileno (HC=CH). La reduccién de acetileno por la nitro-
genasa es solo un proceso de dos electrones, y el etileno
(H,C=CH,) es el producto final. No obstante, la reduccién
de acetileno a etileno proporciona un método fécil y rapido
para medir la actividad de la nitrogenasa (Figura 3.34). Esta téc-
nica, conocida como ensayo de la reduccion de acetileno, se
usa mucho en microbiologia para detectar y cuantificar la fija-
cién de nitrégeno.

Atmosfera,
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Aunque la reduccion del acetileno se considera una buena
demostracién de la fijacién de N,, la prueba definitiva requiere
un isétopo de nitrégeno, el '°N,, como marcador. Si se enri-
quece un cultivo o una muestra natural con 15N2 y se incuba, la
produccién de 15NH3 es una prueba firme de la fijacién de nitré6-
geno. No obstante, la reduccién de acetileno es un método mds
rédpido y sensible para medir la fijacién de N, y se puede usar en
estudios de laboratorio de cultivos puros o estudios ecolégicos
de bacterias fijadoras de nitrégeno directamente en su hébitat.
Para ello, se incuba una muestra, que puede ser de suelo, agua
o un cultivo, en un matraz con HC=CH, y mas tarde se analiza
la fase gaseosa mediante cromatografia de gases en busca de la
presencia de H,C=CH, (Figura 3.34).

MINIRREVISION

1
1
e Escriba la ecuacion igualada para la reaccion catalizada por la i
nitrogenasa. |
¢ Qué es el FeMo-co y qué funcion tiene? i

1
¢ Qué utilidad tiene el acetileno en los estudios de fijacion de !
nitrégeno? i

1

10 % C,H, en aire (aerobios) o Registro del
10 % C,H, en N, 0 argén (anaerobios) cromatégrafo
de gases
- 2H
HC=CH-}>H,C=CH, o H' o
Acetileno T Etileno e 22 CoH, CoH,
Nitrogenasa C,H,
Incubacion Muestreo periédico Tiempo 0 1h oh

de la atmosfera e
inyeccion en el

Vial cerrado con la cromatoégrafo de gases.

suspension celular

Figura 3.34 Ensayo de reduccion del acetileno para la actividad de la nitrogenasa en las bacterias fijadoras de nitrégeno. Los resultados muestran
que no hay etileno (C,H,) en el tiempo 0, pero su produccion aumenta a medida que avanza el ensayo. La produccion de C,H, conlleva la correspondiente

disminucion de C,H, que se va consumiendo.

IDEAS PRINCIPALES

3.1 @ Las células se componen principalmente de los
elementos H, O, C, N, Py S. Los compuestos que se
encuentran en las células se obtienen o se forman a

partir de los nutrientes presentes en el ambiente. Los
nutrientes necesarios en grandes cantidades se llaman
macronutrientes, y los que se necesitan en cantidades
muy pequenias, como los elementos traza o los factores de
crecimiento, son micronutrientes.

3.2 ® Los medios de cultivo suplen las necesidades
nutricionales de los microorganismos y pueden ser
definidos o complejos. Otros medios, como los selectivos,

diferenciales o enriquecidos, se usan con fines especificos.
Muchos microorganismos pueden cultivarse en medios de
cultivo liquidos o sélidos, y los cultivos puros se pueden
mantener si se utilizan técnicas asépticas.

3.3 ® Todos los microorganismos conservan energia
procedente de la oxidacién de compuestos quimicos o de
la luz. Los quimioorgandtrofos usan compuestos organicos
como donadores de electrones, y los quimiolitétrofos

usan compuestos inorganicos. Los organismos fotétrofos
convierten la energia luminica en energia quimica (ATP) y
pueden ser fotétrofos oxigénicos o anoxigénicos.
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3.4 ® Las reacciones quimicas de la célula van
acompaniadas de cambios en la energia, expresados en
kilojulios. Las reacciones liberan o consumen energia
libre, o bien son neutras. AG”’ es una medida de la energia
liberada o consumida en una reaccién en condiciones
estandar, e indica qué reacciones puede usar un organismo
para conservar energia.

3.5 ® Las enzimas son proteinas catalizadoras que aceleran
la velocidad de las reacciones bioquimicas activando los
sustratos que se unen a sus sitios activos. Las enzimas
presentan gran especificidad por las reacciones que
catalizan, y esta especificidad se debe a la estructura
tridimensional de los polipéptidos que las constituyen.

3.6 ® Las reacciones de oxidacién-reduccién requieren
donadores y aceptores de electrones. La tendencia de

un compuesto a aceptar o ceder electrones se expresa
mediante su potencial de reduccién (E,"). Las reacciones
redox de la célula utilizan productos intermedios como
NAD/NADH como lanzaderas de electrones.

3.7 ® La energfa liberada en las reacciones redox se
conserva en compuestos que contienen enlaces fosfato o
azufre de alta energia. El mas comun de todos es el ATP,
que es el principal portador de energia de la célula. El
almacenamiento a largo plazo de energia esta unido a la
formacién de polimeros, que se pueden consumir para
obtener ATP.

3.8 ® La ruta glicolitica se utiliza para degradar glucosa

a piruvato y es un mecanismo muy extendido para la
conservacion de energia por parte de los anaerobios
fermentativos. La ruta libera solo una pequena cantidad
de ATP y genera productos de fermentacién (etanol, acido
lactico, etcétera) caracteristicos de cada organismo. Por
cada glucosa que fermenta la levadura se producen 2 ATP.

3.9 ® Muchas fermentaciones diferentes de la glucosa
utilizan la ruta glicolitica; las diferencias radican en

la naturaleza de los productos de fermentacién. Si los
productos de fermentacién son dcidos grasos derivados de
compuestos con coenzima A se puede obtener ATP extra.
La levadura tiene dos opciones para realizar el catabolismo
de la glucosa: la fermentacién y la respiracion.

3.10 © Las cadenas de transporte de electrones estan
compuestas por proteinas asociadas a la membrana dispuestas
en orden creciente de £/, y actian de manera integrada

para transportar los electrones desde el donador primario al
aceptor terminal (que es el O, en la respiracién aerobia).

UNIDAD 1 e LOS FUNDAMENTOS DE LA MICROBIOLOGIA

3.11 ® Cuando los electrones viajan por una cadena de
transporte de electrones, los protones son expulsados a

la superficie externa de la membrana y generan la fuerza
protonmotriz. Algunos transportadores de electrones
fundamentales son las flavinas, las quinonas, el complejo
citocromo bc, y otros citocromos. La célula utiliza la fuerza
protonmotriz para sintetizar ATP mediante una ATPasa.

3.12 e La respiracion ofrece un rendimiento energético
mucho mayor que el de la fermentacion. El ciclo del

4cido citrico genera CO, y electrones para la cadena

de transporte de electrones y también es una fuente de
productos intermedios biosintéticos. El ciclo del glioxilato
es necesario para el catabolismo de donadores electrénicos
de dos carbonos, como el acetato.

3.13 ® En condiciones andxicas, algunos aceptores
terminales de electrones pueden sustituir al O, en

la respiracion anaerobia. Los quimiolitétrofos usan
compuestos inorganicos como donadores de electrones,
mientras que los fot6trofos usan la energia luminica. La
fuerza protonmotriz propicia la generacién de energia por
parte de la ATPasa en todas las formas de respiracion y
fotosintesis.

3.14 @ 105 polisacdridos son importantes componentes
estructurales de las células y se biosintetizan a partir de
formas activadas de sus mondémeros. La gluconeogénesis es
la produccién de glucosa a partir de precursores que no son
azucares.

3.15 ® Los aminoécidos se forman a partir de esqueletos
de carbono a los que se anade amoniaco procedente del
glutamato, la glutamina u otros pocos aminodcidos. Los
nucledtidos se biosintetizan usando carbono de varias
fuentes diferentes.

3.16 ® Los acidos grasos se sintetizan a partir del
precursor de tres carbonos malonil-ACP, y los acidos grasos
completamente formados se unen al glicerol para formar
lipidos. Solo los lipidos de Bacteria y Eukarya contienen
dcidos grasos, normalmente cadenas de C , a C,,.

3.17 ® La reduccién de N, a NH, se llama fijacién de
nitrégeno, y esta catalizada por la enzima nitrogenasa.

La nitrogenasa estd compuesta por dos proteinas, la
dinitrogenasa y la dinotrogenasa-reductasa. Se puede
detectar la actividad nitrogenasa mediante un ensayo con
el acetileno, que es un compuesto con un triple enlace,
como sustituto del N,; la nitrogenasa reduce el acetileno a
etileno.

Revise lo que sabe y descubra lo que ha aprendido con MasteringMicrobiology. Acceda
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GLOSARIO DE TERMINOS

Aceptor de electrones: sustancia que
puede aceptar electrones de un donador
y en el proceso se reduce.

ATPasa (ATP-sintasa): complejo
enzimético multiproteico embebido
en la membrana citoplasmética que
cataliza la sintesis de ATP acoplada a la
disipacién de la fuerza protonmotriz.

Autétrofo: organismo capaz de
biosintetizar todo el material celular
a partir de CO, como tnica fuente de
carbono.

Catalizador: sustancia que acelera una
reaccién quimica pero no se consume en
la reaccién.

Ciclo del 4cido citrico: serie ciclica de
reacciones que tiene como resultado la
conversion de acetato a dos moléculas
de CO,,.

Ciclo del glioxilato: modificacion
del ciclo del 4cido citrico en el que
el isocitrato se degrada para formar
succinato y glioxilato durante el
crecimiento basado en donadores de
electrones de dos dtomos de carbono
como el acetato.

Coenzima: molécula no proteica pequefia
y unida débilmente que participa en una
reaccién como parte de una enzima.

Donador de electrones: sustancia que
puede ceder electrones a un aceptor y en
el proceso se oxida.

Endergoénico: que requiere energia.

Energia de activacion: energia necesaria
para llevar el sustrato de una enzima
hasta el estado reactivo.

Energia libre (G): energia disponible para
llevar a cabo un trabajo; G es la energfa
libre en condiciones estandar.

Enzima: proteina que puede acelerar
(catalizar) una reaccién quimica
especifica.

Exergoénico: que libera energfa.

Fermentacidén: catabolismo anaerobio en
el que un compuesto orgénico es a la vez

aceptor y donador de electrones, y se
produce ATP por fosforilacion a nivel de
sustrato.

Fijacién de nitrégeno: reduccién de N, a
NH, por la enzima nitrogenasa.

Fosforilacion a nivel de sustrato:
produccién de ATP por transferencia
directa de una molécula de fosfato
de alta energia procedente de un
compuesto orgénico fosforilado a ADP.

Fosforilacién oxidativa: produccién de
ATP a partir de la fuerza protonmotriz
generada por el transporte de electrones
procedentes de donadores organicos o
inorganicos.

Fotofosforilacién: produccion de ATP a
partir de fuerza protonmotriz obtenida
del transporte electrénico impulsado
por la luz.

Fotétrofos: organismos que utilizan la luz
como fuente de energia.

Fuerza protonmotriz (fpm): fuente de
energia resultante de la separacién del
agua en protones e iones hidroxilo a
través de la membrana citoplasmaética,
de manera que se genera un potencial de
membrana.

Glicolisis: ruta bioquimica en la que se
fermenta glucosa y se obtiene ATP
y varios productos de fermentacion;
también se llama ruta de Embden-
Meyerhof-Parnas.

Heterotrofo: organismo que utiliza
compuestos orgénicos como fuente de
carbono.

Medio complejo: medio de cultivo
compuesto por sustancias quimicas sin
definir como extractos de levadura y de
carne.

Medio de cultivo: solucién acuosa de
varios nutrientes adecuada para el
cultivo de los microorganismos.

Medio definido: medio de cultivo del que
se conoce exactamente la composicion
quimica.

Nitrogenasa: complejo enzimdtico
necesario para reducir el N, a NH, en la
fijacion bioldgica de nitrégeno.

Potencial de reduccion (E;'): tendencia
inherente de un compuesto a donar
electrones, medida en voltios en
condiciones estdndar.

Quimiolitotrofo: organismo que puede
crecer con compuestos inorganicos
como donadores de electrones en el
metabolismo energético.

Quimioorganétrofo: organismo que
obtiene su energia de la oxidacion de
compuestos organicos.

Reacciones anabdlicas (anabolismo):
suma de todas las reacciones
biosintéticas de la célula.

Reacciones catabdlicas (catabolismo):
reacciones bioquimicas destinadas a la
conservacién de energia (normalmente
en forma de ATP) por parte de la
célula.

Respiracién: proceso por el cual un
compuesto se oxida con O, (o un
sustituto del O,) como aceptor
terminal de electrones, normalmente
acompafado de produccién de ATP
mediante fosforilacion oxidativa.

Respiracion anaerobia: forma de
respiracién en ausencia de oxigeno en
la que se reducen aceptores electrénicos
alternativos.

Ruta de la pentosa fosfato: serie de
reacciones en las que las pentosas son
catabolizadas para generar precursores
para la biosintesis de nucleétidos o para
sintetizar glucosa.

Técnica aséptica: manipulaciones para
impedir la contaminacién de objetos
estériles o de cultivos microbianos
durante su manejo.

Trifosfato de adenosina (ATP):
nucleédtido que es la forma principal de
conservar y utilizar la energia quimica
en las células.

PREGUNTAS DE REPASO

¢Por qué el carbono y el nitrégeno son macronutrientes pero
el cobalto es un micronutriente? (Seccién 3.1)

¢Por qué el siguiente medio no se considera un medio
quimicamente definido: glucosa, 5 gramos (g); NH,Cl, 1 g;
KH,PO,, 1 g; MgSO,, 0,3 g; extracto de levadura, 5 g; agua
destilada, 1 litro? (Seccién 3.2)

¢Qué es la técnica aséptica y por qué es necesaria? (Seccion 3.2)

¢A qué clase energética pertenece Escherichia coli? ;Y
Thiobacillus thioparus? ; Cémo podemos saberlo a partir de
la Tabla 3.2? (Seccién 3.3)

Describa cémo calcularia AG” para la reaccién: glucosa
+60,— 6 CO, + 6 H,O. Sile dicen que es una reacciéon
fuertemente exergdnica, ;qué signo aritmético (positivo

0 negativo) espera para el AG"" de esta reaccién?
(Seccion 3.4)
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10.

11.

12.

13.

14.
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Distinga entre AG", AGy G,”. (Seccién 3.4)
¢Por qué las enzimas son necesarias para la célula? (Seccién 3.5)

He aqui una serie de donadores y aceptores de electrones
acoplados (escritos como donador/aceptor). Usando solo
los datos de la Figura 3.9, ordene esta serie desde los mds
eficientes energéticamente a los menos: Hz/Fe3+, H,S/0,,
metanol/NO,~ (para producir NO,"), H,/O,, Fe**/O,,
NO,/ Fe3* y H,S/NO,". (Seccién 3.6)

;Cual es el potencial de reduccién del par NAD*/NADH?
(Seccién 3.6)

¢Por qué se considera elacetil-fosfato un compuesto de alta
energfa pero no asi la glucosa-6-fosfato? (Seccion 3.7)

¢Coémo se genera ATP en la fermentacién y en la respiracién?
(Seccién 3.8)

¢En qué punto de la glicélisis se produce NADH? ;Dénde se
consume el NADH? (Seccidn 3.8)

Ademads de 4cido lactico y etanol, nombre otros productos de
fermentacién que se pueden producir cuando se fermenta la
glucosa mediante la glicélisis. (Seccion 3.9)

Cite algunos de los transportadores de electrones
importantes de las cadenas de transporte de electrones.
(Seccion 3.10)

EJERCICIOS PRACTICOS

Disefe un medio de cultivo definido para un organismo
que puede crecer aerébicamente con acetato como fuente
de carbono y energia. Asegtrese de que utiliza todos los
nutrientes que necesita el organismo y las proporciones
correspondientes correctas.

Desulfovibrio puede crecer anaerébicamente con H, como
donador de electrones y SO 42’ como aceptor (que es
reducido a H,S). Basdndose en esta informacién y en los
datos de la Tabla A1.2 (Apéndice 1), indique cual de los
siguientes componentes no estaria en la cadena de transporte
de electrones de este organismo y por qué: citocromo c,
ubiquinona, citocromo c;, citocromo aa,, ferredoxina.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

¢Qué se entiende por fuerza protonmotriz y como se genera?
(Seccién 3.11)

¢Como se usa la energfa rotacional en la ATPasa para
producir ATP? (Secci6n 3.11)

¢Cuédnto ATP mas es posible obtener en la respiracién que
en la fermentacién? Explique la diferencia en una frase.
(Seccion 3.12)

¢Qué dos funciones fundamentales desempena el ciclo del
acido citrico en la célula? (Seccién 3.12)

¢Cudl es la diferencia principal entre la respiracién y la
respiracion anaerdbica? ;Qué opcion metabdlica produciria
mas energfa y por qué? (Seccién 3.13)

:Qué dos importantes rutas catabdlicas suministran
esqueletos de carbono en la biosintesis de los azticares y de
los aminodcidos? (Secciones 3.14 y 3.15)

Describa el proceso por el que se sintetiza un dcido graso
como el palmitato (una cadena lineal de 4cido graso saturado
C,,) en la célula. (Seccién 3.16)

¢Qué reaccion cataliza la enzima nitrogenasa? ;Cémo podria
ayudar la capacidad de fijar nitrégeno a una bacteria a ser
mds competitiva en su ambiente? (Seccion 3.17)

Indique, con ayuda de la Tabla A1.2, la secuencia de
transportadores de electrones en la membrana de un
organismo que crece aerébicamente y produce los siguientes
transportadores de electrones: ubiquinona, citocromo aa.,
citocromo b, NADH, citocromo ¢, FAD.

Explique la siguiente observacién teniendo en cuenta la
escala redox: Las células de Escherichia coli que fermentan
glucosa crecen més rdpidamente cuando se suministra NO,"
al cultivo (se produce NO,") y después crecen todavia mas
rapidamente (y dejan de producir NO,") cuando el cultivo se
airea bien.
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CAPITULO

4 - Microbiologia molecular

actual

La esencia de la vida: microbiologia molecular

Como sin duda ya habra descubierto, los microorganismos poseen
una increible gama de habilidades metabdlicas. El patrén gené-
tico de cada célula es responsable de los diferentes atributos con
que cuentan las distintas formas de vida. Aunque este depdsito
de informacion debe protegerse y transmitirse de generacion en
generacion, la informacion también tiene que «estar viva» para que
las células puedan llevar a cabo toda una serie de actividades fas-
cinantes. Este flujo de informacion bioldgica esencial —desde el
DNA mas bien inerte hasta la sintesis de proteinas y enzimas fun-
damentales para la supervivencia celular— se conoce como el
dogma central de la biologia.

LLa microbiologia molecular ha sido la piedra angular para enten-
der cada uno de los pasos de este dogma central: la replicacion
del DNA, la transcripcion del DNA a RNA, y la traduccion del RNA
a proteinas. Con la llegada de las técnicas de Ultima generacion,
todavia se siguen haciendo descubrimientos relacionados con
€s0s procesos bioldgicos esenciales. Por ejemplo, los microbidlo-
gos pueden ahora precisar la localizacion de moléculas especificas
en las células vivas usando marcadores fluorescentes y microsco-
pia de fluorescencia de alta resolucion. La foto de la derecha ilustra
el uso de la microscopia de fluorescencia y el marcaje de protei-
nas en células de Escherichia coli en crecimiento para visualizar
en accion RNA-polimerasas y ribosomas, dos herramientas celula-
res esenciales en el dogma central. La imagen resultante muestra
que la mayoria de los ribosomas, las «fabricas de proteinas», estan
localizados en los extremos de las células y en regiones en las que
se forman los septos durante la division celular (foto superior, en
verde), mientras que las RNA-polimerasas estan asociadas al DNA
cromosomico en la region del nucleoide, ubicada en el centro de la
célula (foto central, en rojo). Superponiendo las dos imagenes (foto
inferior) podemos ver que realmente existe una organizacion espa-
cial del flujo de informacion biologica en las células bacterianas, a
pesar de la ausencia de organulos.

Bakshi, S., A. Siryaporn, M. Goulian, y J. C. Weisshaar. 2012. Superresolution ima-
ging ribosomes and RNA polymerase in live Escherichia coli cells. Molecular Micro-
biology 85: 21-38.
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En la base de la vida se encuentra el flujo de informacién. ;Qué
insta a la célula a reproducirse y sobrevivir en un medio determi-
nado, y cudles son los procesos que dictan la produccién de las
células? Las células se pueden considerar a la vez maquinas qui-
micas y dispositivos de codificacion. Como maquinas quimicas,
transforman en células nuevas su amplio surtido de macromo-
léculas. Como dispositivos de codificacién, almacenan, procesan
y usan la informacion genética. Los genes, los mecanismos por
los que estos son transferidos a células nuevas y su expresion son

las bases de la biologia molecular, y el dogma central de la biolo-
gia. Este capitulo tiene como objetivo principal analizar el cédigo
genético de las células y los pasos para transformar esta infor-
macién en macromoléculas que desempeiian funciones celula-
res. Estudiaremos cémo se llevan a cabo estos procesos en las
bacterias, en concreto en Escherichia coli, una especie que es el
organismo modelo para la biologia molecular. Esta bacteria sigue
siendo el organismo mejor caracterizado de todos los dominios
de la vida, tanto procariotas como eucariotas.

| - El codigo de la vida: estructura del genoma bacteriano

4.1 Macromoléculas y genes

La unidad funcional de la informacién genética es el gen. Todas
las formas de vida, incluidos los microorganismos, contienen
genes. Fisicamente, los genes estan localizados en los cromo-
somas o en otras grandes moléculas conocidas colectivamente
como elementos genéticos. Estos elementos constituyen la
dotacién total de informacién genética, o genoma, de una
célula o un virus. En la biologia moderna, las células se pueden
caracterizar en términos de su dotacién de genes. Asi, si quere-
mos entender cémo funcionan los microorganismos, debemos
entender cémo codifican la informacién los genes.

La informacién genética en las células estd integrada en los
acidos nucleicos DNA y RNA. El acido desoxirribonucleico,
DNA, contiene el patrén genético de la célula, mientras que el
acido ribonucleico, RNA, es una molécula intermediaria que
convierte este patrén en secuencias definidas de aminodcidos
en las proteinas. La informacién genética reside en la secuen-
cia de monémeros que constituyen los dcidos nucleicos. Asi, a
diferencia de los polisacaridos y los lipidos, que estan compues-
tos normalmente por largas cadenas de unidades repetitivas, los
dcidos nucleicos son macromoléculas de informaciéon. Como
la secuencia de monémeros en las proteinas estd determinada
por la secuencia de los acidos nucleicos que las codifican, las
proteinas también son macromoléculas de informacién.

Los mondmeros de los dcidos nucleicos se llaman nucleoti-
dos, de manera que el DNA y el RNA son polinucleétidos. Un
nucledtido tiene tres componentes: una pentosa (ribosa en el
RNA vy desoxirribosa en el DNA), una base nitrogenada y una
molécula de fosfato, PO 43’. Las estructuras generales de los poli-
nucledtidos del DNA y del RNA son muy similares (Figura 4.1).
Las bases nitrogenadas son purinas (adenina y guanina), que
contienen dos anillos heterociclicos fusionados, o pirimidinas
(timina, citosina y uracilo), con un dnico anillo heterociclico de
seis miembros (Figura 4.1a). La guanina, la adenina y la citosina
estan presentes tanto en el DNA como en el RNA y, con peque-
fias excepciones, la timina se encuentra solo en el DNA y el ura-
cilo solo en el RNA.

Las bases nitrogenadas estdn unidas a la pentosa mediante un
enlace glicosidico entre el 4&tomo de carbono 1 del azticar y un
atomo de nitrégeno de la base, que puede ser el nitrégeno 1 (en
las bases pirimidinicas) o el 9 (en las bases purinicas). Una base
nitrogenada unida a su azucar pero sin fosfato recibe el nom-
bre de nucledsido. Los nucleétidos son nucledsidos con uno o
mas fosfatos (Figura 4.1b) y desempenan otras funciones ade-
mads de su papel en los dcidos nucleicos. Asi, los nucleétidos,

especialmente el trifosfato de adenosina (ATP) y el trifosfato de
guanosina (GTP) son moléculas importantes en la conserva-
cién de energia (€2 Seccién 3.7). Otros nucleétidos o derivados

Bases pirimidinicas

| 1T |
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Figura 4.1 componentes de los 4cidos nucleicos. (3) Bases nitrogenadas
del DNAy el RNA. Obsérvese el sistema de numeracion de los anillos. Al unirse
al carbono 1’ del azlicar-fosfato, una base pirimidinica se une a través de N-1y
una base purinica de N-9. (b) Parte de una cadena de DNA. Los nimeros sobre
el azticar del nucledtido tienen el signo de prima (') detras porque los anillos de
las bases nitrogenadas también estan numerados. En el DNA hay un hidrégeno
en el carbono 2’ de la pentosa; en el RNA esta posicion esta ocupada por un
OH. Los nucledtidos estan unidos entre si por enlaces fosfodiéster.
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actan en reacciones redox, como transportadores de azticares
en la sintesis de polisacaridos, o como moléculas reguladoras.

Los acidos nucleicos: DNA y RNA

El esqueleto de los acidos nucleicos es un polimero en el que
alternan azidcares y moléculas de fosfato. Los nucledtidos estan
unidos covalentemente mediante un fosfato entre el carbono 3’
de un azticar y el carbono 5’ del azucar siguiente. (Los nimeros
con marca de prima se refieren a posiciones en el anillo de azu-
car; los nimeros sin prima a las posiciones en los anillos de las
bases.) El enlace fosfato se llama enlace fosfodiéster, porque
el fosfato conecta dos moléculas de azticar mediante una unién
éster (Figura 4.10). La secuencia de nucleédtidos en la molécula
de DNA o RNA es su estructura primaria, y la secuencia de
bases constituye la informacién genética.

En el genoma de las células, el DNA es bicatenario. Cada cro-
mosoma estd formado por dos cadenas de DNA, y cada una
de ellas contiene entre cientos de miles y algunos millones de
nucleétidos unidos por enlaces fosfodiéster. Las cadenas se man-
tienen unidas por puentes de hidrégeno que se forman entre las
bases de una cadena y las de la otra. Cuando se encuentran en
posiciones adyacentes, las purinas y las pirimidinas pueden for-
mar puentes de hidrégeno (Figura 4.2). Los puentes de hidrégeno
son mas estables termodindmicamente cuando la guanina (G)
se une a la citosina (C) y la adenina (A) se une a la timina (T).
El apareamiento especifico entre las bases, A con Ty G con C
asegura que las dos cadenas de DNA son complementarias en
su secuencia de bases; es decir, alla donde se encuentre una G
en una cadena, en la otra se encontrard una C, y alld donde se
encuentre una T habrad una A en la cadena complementaria.

Los genes y las etapas en el flujo de la informacion

Cuando los genes se expresan, la informaciéon genética alma-
cenada en el DNA se transfiere al dcido ribonucleico (RNA).
Aunque existen varios tipos de RNA en las células, hay tres
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/N << >_N
Esqueleto — O/ H_’?‘ Esqueleto
H

Puente
de hidrégeno

H
CHy O---H—N
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Figura 4.2 Apareamiento especifico entre guanina (G) y citosina (C)

y entre adenina (A) y timina (T) mediante puentes de hidrégeno. Estos

son los pares de bases tipicos que encontramos en una doble cadena de DNA.
Los atomos que se encuentran en el surco mayor de la doble hélice y que
interaccionan con proteinas estan marcados en rosa. También se indica el
esqueleto de desoxirribosa-fosfato de las dos cadenas de DNA. Obsérvense las
diferentes tonalidades de verde de las dos cadenas de DNA, una convencion
que adoptamos a lo largo de todo el libro.

CAPITULO 4 ¢ MICROBIOLOGIA MOLECULAR 113

principales que participan en la sintesis de proteinas. El RNA
mensajero (mRNA) es una molécula monocatenaria que lleva
la informacién genética del DNA al ribosoma, que es la maquina
de sintesis de las proteinas. Los RNA de transferencia (tRNA)
convierten la informacién genética de las secuencias nucleo-
tidicas del RNA en una secuencia definida de aminodacidos en
las proteinas. Los RNA ribosémicos (rRNA) son importantes
componentes estructurales y cataliticos del ribosoma. Los pro-
cesos moleculares del flujo de informacion genética se pueden
dividir en tres etapas (Figura 4.3):

1. Replicacidon. Durante la replicacion, la doble hélice de
DNA se duplica, es decir, produce dos copias. La repli-
cacién la lleva a cabo una enzima llamada DNA-polime-
rasa.

2. Transcripcion. La transferencia de la informacién
genética del DNA al RNA se llama transcripcién. La
transcripcion es efectuada por una enzima llamada RNA-
polimerasa.

3. Traduccion. La sintesis de una proteina usando la infor-
maci6n genética del mRNA se llama traduccién.

Los tres pasos que se muestran en la Figura 4.3 son caracte-
risticos de todas las células, y conforman el ntcleo central de
la biologia molecular: DNA — RNA — proteina. A partir de
una region relativamente corta de la larga molécula de DNA se
pueden transcribir muchas moléculas de RNA diferentes. En
los eucariotas, cada gen se transcribe para dar un solo mRNA,
mientras que en los procariotas una sola molécula de mRNA
puede contener la informacién genética de varios genes; es
decir, varias regiones de codificacién de proteinas. Existe una
correspondencia lineal entre la secuencia de bases de un gen
y la secuencia de aminodcidos de un polipéptido. Cada grupo
de tres bases de una molécula de mRNA codifica un solo ami-
nodcido, y cada uno de estos tripletes de bases se llama codén.
Los codones son traducidos a secuencias de aminoacidos por
los ribosomas (que a su vez estdn hechos de proteinas y RNA),
tRNA y proteinas ayudantes llamadas factores de traduccion. Si
bien el dogma central es invariable para las células, veremos
mas tarde que algunos virus (que no son células, @o Seccién
1.2) violan este proceso de maneras muy interesantes (Capitu-
los 8y 9).

MINIRREVISION -------------momommm ooy

:
i
e ;Qué es un genoma? .
P2 Zar 7 1

e ;Qué componentes forman un nucledtido? ¢ En qué se !
. . o 4 1
diferencia un nucleésido de un nucleétido? '

* ;Qué tres macromoléculas de informacion intervienen en el :
. . s o !
flujo de informacién genética? !

* En todas las células hay tres procesos que intervienen en el l
flujo de informacién genética. ¢ Cudles son? '

:

:

4.2 La doble hélice

En todas las células el DNA se presenta como una molécula de
dos cadenas de polinucleétidos cuyas secuencias de bases son
complementarias. La complementariedad del DNA se debe a
la presencia de puentes de hidrégeno entre bases especificas: la
adenina siempre se aparea con la timina, y la guanina siempre se

booksmedicos.org



https://booksmedicos.org

booksmedicos.org

114 UNIDAD 1 =

aparea con la citosina. Cada par de bases adenina-timina forma
dos puentes de hidrégeno, y cada par guanina-citosina tres. Esto
hace que los pares GC sean mas fuertes que los AT. Las dos
cadenas de la molécula de DNA bicatenaria se colocan en dis-
posicion antiparalela (Figura 4.4; las cadenas de DNA aparecen
sombreadas en verde). Asi, la cadena de la izquierda va de 5" a
3’ de arriba abajo, mientras que la cadena complementaria va
de 5’ a 3’ de abajo arriba. Aunque los puentes de hidrégeno
individuales son muy débiles, la gran cantidad de ellos entre
los pares de bases de una larga molécula de DNA le confieren
una estabilidad considerable, suficiente para mantener juntas
ambas cadenas.

Las dos cadenas de DNA estan enrolladas entre si formando
la doble hélice (Figura 4.5). La hélice forma dos surcos diferentes,
el surco mayor'y el surco menor. La mayoria de las proteinas que
interaccionan especificamente con el DNA se unen por el surco
mayor, donde hay mucho espacio. Como la doble hélice es una
estructura regular, algunos atomos de cada base estan siempre
expuestos en el surco mayor (y otros en el surco menor). En la
Figura 4.2 se muestran las regiones de nucledtidos cuyas inte-
racciones con las proteinas son importantes.

LOE FUNDAMENTOS DE LA MICROBIOLOGIA
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Figura 4.3 Sintesis de los tres tipos de macromoléculas
de informacion. Obsarvese que pam cada gen comcrefo solo 28
tramscribe una de |2s dos cadenas de la dobls helice de ONA

Tamaiio y forma de las moléculas de DNA
El tamarfio de una molécula de DNA se expresa como la cantidad
de bases nucleotidicas o pares de bases por molécula. Asi, una
molécula de DNA con 1.000 bases es 1 kilobase (kb) de DNA. Si
el DNA es una doble hélice, se usan pares de kilobases (kbp). Por
tanto, el tamarfio de una doble hélice de 5.000 pares de bases es de
5 kbp. La bacteria Escherichia coli tiene unos 4.640 kbp de DNA
en su cromosoma. Cuando tratamos con genomas grandes, se
usa el término pares de megabases (Mbp) para un millén de
pares de bases. El genoma de E. coli, por tanto, tiene 4,64 Mbp.
Cada par de bases mide 0,34 nanémetros (nm) de longitud en
la doble hélice, y cada vuelta de la hélice contiene aproximada-
mente 10 pares de bases. Por tanto, 1 kbp de DNA mide 0,34 um
de longitud en 100 vueltas de hélice. Asi, el genoma de E. coli
tiene una longitud de 4.640 X 0,34 pm = 1,58 mm. Puesto que
las células de E. coli tienen unos 2 um de longitud, el cromo-
soma es cientos de veces mds largo que la propia célula.

Superenrollamiento del DNA
Teniendo en cuenta los célculos anteriores, ;como es posi-
ble empaquetar tanto DNA en un espacio tan reducido? La
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Figura 4.4 Estructura del DNA. Naturaleza complementaria y antiparalela
del DNA. Obsérvese que una cadena termina en un grupo 5'-fosfato y la otra
en un 3’-hidroxilo. Las bases moradas representan las pirimidinas citosina (C)
y timina (T), y las bases amarillas son las purinas adenina (A) y guanina (G).

solucién es la imposicién de una estructura de «orden supe-
rior» en el DNA, en la que la doble hebra esté ain mads plegada,
en un proceso llamado superenrollamiento.

La Figura 4.6 muestra como se produce el superenrollamiento
en una molécula de DNA circular. Si se desenrolla una molé-
cula de DNA circular, se pierde el superenrollamiento y el DNA
«se relaja». Cuando esta relajada, una molécula de DNA tiene
exactamente el ndmero de vueltas de la hélice predichas por el
numero de pares de bases.

Los superenrollamientos se introducen o se eliminan del
DNA mediante enzimas llamadas topoisomerasas. El superen-
rollamiento somete a torsién a la molécula de DNA, como la
tension que se genera en una cinta de goma cuando se enrolla.
El DNA se puede superenrollar en sentido positivo o negativo.
En el superenrollamiento positivo, la doble hélice esta sobre-
enrollada (contiene mds vueltas de las que le corresponden de
manera natural), mientras que en el superenrollamiento nega-
tivo estd infraenrollada (contiene menos vueltas de las espe-
radas). El superenrollamiento negativo se produce cuando
el DNA se enrolla alrededor de su eje en sentido opuesto a la
doble hélice dextrdgira, y es la forma predominante en la natu-
raleza. En el cromosoma de E. coli se cree que existen mas de
100 dominios superenrollados, cada uno estabilizado por pro-
teinas especificas unidas al DNA. La introduccién de superen-
rollamiento requiere energfa procedente del ATP, y la liberacién
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Una vuelta
de hélice
(10 pares
de bases)

-Surco
menor

3,4 nm

Esqueleto

azucar-fosfato — _ Surco

mayor

Stephen Edmondson and Elizabeth Parker

Figura 4.5 Modelo computerizado de un segmento corto de DNA en el
que se ve la disposicion general de la doble hélice. Uno de los esqueletos

azlcar-fosfato se muestra en azul, y el otro en verde. Las bases pirimidinicas

se muestran en rojo y las purinicas en amarillo. Obsérvese la ubicacion de

los surcos mayor y menor (comparese con la Figura 4.2). Una vuelta de hélice
contiene 10 pares de bases.

del superenrollamiento, no. En las bacterias y en la mayoria de
las arqueas, la DNA-girasa es una topoisomerasa de tipo II que
introduce superenrollamiento negativo al DNA haciendo cor-
tes en la doble hebra (Figura 4.7). Mds adelante veremos que las
arqueas que viven a temperaturas muy altas tienen cromosomas
con superenrollamiento positivo, y esta caracteristica les ayuda
a mantener la estructura del DNA en esas condiciones (€2 Sec-
cién 16.13). Algunos antibiéticos, como las quinolonas (como
el 4cido nalidixico), las fluoroquinolonas (como el ciprofloxa-
cino) o la novobiocina, inhiben la actividad de la DNA-girasa.

MINIRREVISIQN -------on-mmrsmrmnmmsm sy

e ;Qué significa antiparalelo en términos de la estructura de
doble cadena del DNA?

¢ Defina el término complementario referido a dos cadenas de DNA.
e ;Por qué los pares GC son mas fuertes que los pares AT?

e ;Por qué es importante el superenrollamiento? ¢ Qué enzima
lo facilita?

4.3 Elementos genéticos: cromosomas
y plasmidos

Las estructuras que contienen el material genético (DNA en la
mayoria de organismos, pero RNA en algunos virus) se llaman
elementos genéticos. El principal elemento genético en proca-
riotas es el cromosoma. Se pueden encontrar otros elementos
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i) DA CROMOSOMECT CON OoMMoS SUperennoiados

Figura 4.6 DNA superenrollado. (a-c) DNA circular relajado, cortado y superenrollado. Una muesca es un corte en un enlace fosfodiéster de una de las
cadenas. (d) En realidad, el DNA de doble cadena del cromosoma bacteriano no se dispone en un dominios superenrollados, sino en varios, como se muestra aqui.
(e) Imagen simultanea de contraste de fases y fluorescente de E. coli que ilustra la ubicacion del nucleoide en células en crecimiento. Las células se trataron con
un colorante fluorescente especifico para el DNA, y se invirtid el color para que los nucleoides aparecieran en negro.

genéticos que desempenan funciones importantes en el funcio-
namiento de los genes tanto en procariotas como en eucariotas
(Tabla 4.1); son genomas de virus, pldsmidos, genomas de orgd-
nulos y elementos transponibles. Un procariota tipico tiene un
solo cromosoma circular de DNA que contiene todos los genes
(o la mayoria) que se encuentran en una célula. Aunque la regla
entre los procariotas es un solo cromosoma, hay excepciones.
Algunos contienen dos o incluso tres cromosomas. Los geno-
mas eucarioticos tienen numerosos cromosomas; también, el
DNA de todos los cromosomas eucariéticos conocidos es lineal,
a diferencia de la mayoria de los cromosomas procariotas, que
son moléculas de DNA circular.
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Aunque se les considera microorganismos, los virus no son
células, aunque dependen de ellas para su replicacién. No obs-
tante, los virus contienen genomas, de DNA o de RNA, que
controlan su replicacién y su transferencia de una célula a otra.
Se conocen genomas viricos lineales y circulares. Ademas, el
acido nucleico de los genomas viricos puede ser monocatenario
o bicatenario. Los plasmidos son elementos genéticos que se
replican independientemente del cromosoma. La gran mayoria
de los pldsmidos son de DNA bicatenario, y aunque la mayoria
son circulares, algunos son lineales. Los plasmidos son normal-
mente mucho mas pequefios que los cromosomas. Los elemen-
tos transponibles son segmentos de DNA que se mueven de
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Tabla 4.1 Clases de elementos genéticos

Organismo Elemento Tipo de acido nucleico Descripcion

Procariota Cromosoma DNA bicatenario Extremadamente largo, normalmente
circular

Eucariota Cromosoma DNA bicatenario Extremadamente largo, lineal

Todos los organismos Plasmido® DNA bicatenario Circular o lineal, relativamente corto,
extracromosomico

Todos los organismos Elemento transponible DNA bicatenario Siempre se encuentra insertado en otra
molécula de DNA

Mitocondria o cloroplasto Genoma de organulos DNA bicatenario Longitud media, normalmente circular

Virus Genoma virico

Los plasmidos son raros en eucariotas.

un sitio de una molécula a otro, ya sea en la misma molécula o
en una molécula diferente de DNA. Los elementos transponi-
bles no existen como moléculas independientes de DNA, sino
que siempre estan insertos en otras moléculas de DNA. Los cro-
mosomas, los plasmidos, los genomas viricos, y cualquier otro
tipo de molécula de DNA pueden actuar como hospedadores
para un elemento transponible. Los elementos transponibles se
encuentran tanto en procariotas como en eucariotas, y desem-
pefan funciones importantes en la variacion genética (2o Sec-
ci6n 10.11).

Disposicion de los genes en el cromosoma
de Escherichia coli

Muchos genomas bacterianos, incluido el de Escherichia coli,
se han secuenciado por completo, lo que ha puesto de mani-
fiesto el nimero y la localizacién de los genes que contiene. La
cepa de E. coli cuyo cromosoma se secuenci6 originalmente,
la MG1655, deriva de E. coli K-12, la cepa tradicional utilizada
para los estudios genéticos. En la Figura 4.8 se muestra el mapa
genético correspondiente al cromosoma de 4.639.675 bp; solo
se indican unos pocos de los varios miles de genes que con-
tiene. Las distancias del mapa se dan en 100 pares de kilobases
de DNA. El andlisis genémico ha revelado 4.288 posibles genes
que codifican proteinas, lo que supone un 88 % del genoma
de E. coli. Aproximadamente un 1 % del genoma lo constitu-
yen genes que codifican tRNA y rRNA, lo que contrasta con
los genomas eucariéticos, que normalmente contienen mucho
mas DNA del necesario para codificar todas las proteinas
necesarias para el funcionamiento celular. Por ejemplo, en el
genoma humano solo un 3 % del DNA total codifica realmente
proteinas. El DNA «extra» en eucariotas estd intercalado en las
secuencias codificantes (y es eliminado después de ser trans-
crito) o como secuencias que se repiten, algunas de ellas cien-
tos o miles de veces.

El mapeo genético de los genes que codifican las enzimas
que actiian en la misma ruta bioquimica en E. coli muestra que
estos genes suelen estar agrupados. En el mapa genético de la
Figura 4.8 se presentan algunas de estas agrupaciones. Obsér-
vese, por ejemplo, las agrupaciones de genes gal, trp y his. Cada
una de ellas constituye un operén que se transcribe en un nico
mRNA que codifica varias proteinas individuales. Los genes de
otras muchas rutas bioquimicas de E. coli no estan agrupados.
Por ejemplo, los genes para la degradacién de maltosa (genes

DNA o RNA bicatenario o monocatenario

Relativamente corto, circular o lineal

mal, Figura 4.8) estan esparcidos por todo el cromosoma. El
andlisis de la secuencia del cromosoma de E. coli ha puesto de
manifiesto que cerca del 70 % de las 2.584 unidades transcrip-
cionales predichas o conocidas contienen un solo gen, y solo el
6 % de operones tienen cuatro genes o mas. Algunas secuen-
cias codificantes estdn en una de las cadenas del cromosoma, y
el resto en la cadena opuesta, y el andlisis genémico ha demos-
trado que existen aproximadamente el mismo nimero de genes
en ambas cadenas. A diferencia de los procariotas, los eucario-
tas no poseen operones.

Principios generales de los plasmidos

Muchas células procariotas contienen otros elementos genéti-
cos, en concreto plasmidos, ademds del cromosoma. Aunque
tienen su propio origen de replicacién, los pldsmidos utilizan
enzimas codificadas en el cromosoma para su replicacién. La

thrLBC dnak
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Escherichia coli K-12

4.639.675 bp

hisGDCBHAFIE

Figura 4.8 cromosoma de la cepa K-12 de Escherichia coli. Las
distancias en el mapa se dan en 100 kilobases de DNA. El cromosoma
contiene 4.639.675 pares de bases y 4.288 marcos abiertos de lectura
(genes). Segun la cadena de DNA, se indica la ubicacion de algunos genes y
operones. La replicacion (Figura 4.3) tiene lugar en ambos sentidos desde el
origen de replicacion del DNA, oriC, marcado en rojo.
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mayoria de los pldsmidos son prescindibles, ya que rara vez
contienen genes necesarios para el crecimiento en cualesquiera
condiciones; los genes esenciales se encuentran en el cromo-
soma. A diferencia de los virus, los pldsmidos no tienen forma
extracelular y existen en el interior de las células como DNA
libre. Se conocen miles de plasmidos. De hecho, se han aislado
mads de trescientos diferentes solo en las cepas de Escherichia
coli.

Préacticamente todos los plasmidos conocidos son de DNA
bicatenario. La mayoria son circulares, pero también se cono-
cen muchos plasmidos lineales. El tamaio de los plasmidos
naturales varia entre aproximadamente 1 kbp hasta mas de
1 Mbp. Los pldsmidos tipicos son moléculas de DNA circular
de doble cadena con menos del 5 % del tamarfio del cromosoma
(Figura 4.9). La mayor parte del DNA plasmidico aislado de las
células estd superenrollado, que es la forma mas compacta que
adopta el DNA en el interior de la célula (Figura 4.6). Algunas
bacterias pueden contener varios tipos diferentes de plasmidos.
Por ejemplo, Borrelia burgdorferi (el patégeno de la enferme-
dad de Lyme, @2 Seccién 30.4) contiene 17 plasmidos diferen-
tes circulares y lineales.

Las enzimas de replicacién celulares también replican los
pldsmidos. Los genes codificados por un plasmido dirigen el
inicio de la replicacién y el reparto de los pldsmidos replicados
entre las células hijas. Diferentes pldsmidos pueden estar pre-
sentes en las células en cantidades diferentes, llamadas niimero
de copias. Algunos plasmidos estdn presentes en solo de una a
tres copias, mientras que de otros puede haber hasta cien. El
numero de copias estd controlado por genes plasmidicos y por
interacciones entre el hospedador y el plasmido.

Figura 4.9 cromosoma bacteriano y plasmidos bacterianos vistos
al microscopio electronico. Los plasmidos (flechas) son las estructuras
circulares y son mucho mas pequefios que el DNA cromosomico principal.
La célula (estructura blanca, grande) se ha roto con cuidado, de manera
que el DNA quedara intacto.

Tipos de plasmidos

Aunque por definicién los plasmidos no codifican funcio-
nes esenciales para el hospedador, pueden portar genes que
influyan profundamente en la fisiologia celular. Entre los mds
extendidos y mejor estudiados estan los plasmidos de resis-
tencia, normalmente llamados simplemente pldsmidos R,
que confieren resistencia a antibiéticos o a otros inhibido-
res del crecimiento. En general, los genes de resistencia codi-
fican proteinas que inactivan los antibiéticos o protegen a la
célula por algin otro mecanismo. Un solo plasmido R puede
codificar varios genes de resistencia mientras que una célula
con resistencia multiple puede contener varios pldsmidos
R diferentes. El plasmido R100, por ejemplo, tiene 94,3 kbp
(Figura 4.10) y codifica la resistencia a las sulfonamidas, la
estreptomicina, la espectinomicina, el acido fusidico, el clo-
ranfenicol y la tetraciclina; también codifica la resistencia al
mercurio. Las bacterias patégenas resistentes a antibidticos
tienen una gran importancia médica, y el aumento de su inci-
dencia estd relacionado con el uso creciente de antibidticos
para tratar enfermedades infecciosas en humanos y animales
(@2 Seccién 27.17).

Los microorganismos patdégenos poseen una serie de carac-
teristicas que les permiten colonizar hospedadores y estable-
cer infecciones. Con frecuencia los plasmidos codifican dos de
las principales caracteristicas de la virulencia (capacidad para
causar enfermedades): (1) la habilidad del patégeno para unirse
y colonizar tejidos especificos del hospedador y (2) la produc-
cién de toxinas, enzimas y otras moléculas que causan daio al
hospedador. Muchas bacterias producen también proteinas que

Funciones de
replicacion

mer

cat

Figura 4.10 mapa genético del plasmido de resistencia R100. EI
circulo interior muestra el tamafio en pares de kilobases. En el circulo
exterior se representa la ubicacion de los principales genes de resistencia
a antibidticos y otras funciones clave: mer, resistencia al ion mercurico;

sul, resistencia a la sulfonamida; str, resistencia a la estreptomicina; cat,
resistencia al cloranfenicol; fet, resistencia a la tetraciclina; oriT, origen de
la transferencia conjugativa; fra, funciones de transferencia. También se
muestran la ubicacion de las secuencias de insercion (IS) y el transposon
Tn70. Los genes para la replicacion del plasmido estan en la region de 88 a
92 kbp.
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inhiben o matan especies estrechamente relacionadas o incluso
cepas diferentes de la misma especie. Estos agentes, llamados
bacteriocinas, son andlogos a los antibidticos, pero tienen un
espectro mas estrecho de actividad que estos. Los genes que
codifican bacteriocinas y las proteinas necesarias para proce-
sarlas y transportarlas y para conferir inmunidad al organismo
productor se encuentran normalmente en plasmidos. Por ejem-
plo, E. coli produce bacteriocinas llamas colicinas, que se unen
a receptores especificos en la superficie de células susceptibles
y las matan al alterar el funcionamiento de la membrana. Otras
colicinas son nucleasas que degradan el DNA o el RNA de cepas
susceptibles.

En algunos casos, los plasmidos codifican propiedades fun-
damentales para la ecologia de la bacteria. Por ejemplo, la
habilidad de Rhizobium para interaccionar con plantas y for-
mar nédulos radicales fijadores de nitrégeno depende de varias
actividades codificadas por plasmidos (€2 Seccion 22.3). Otros
pldsmidos confieren propiedades metabdlicas especiales,
como la capacidad para degradar contaminantes téxicos. En la
Tabla 4.2 se resumen algunas propiedades especiales que confie-
ren los pldsmidos.

MINIRREVISION ---------msesmmeeemmneemmneemmccm ey

* ; Qué define a un cromosoma procariota?
e ;Qué son los virus y los plasmidos?

e ; Cuantos pares de bases tiene aproximadamente el genoma
de E. coli? i Cuantos genes contiene?

e ;Qué propiedades confiere un plasmido R a su célula
hospedadora?

___________________________________________________________________
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Tabla 4.2 Ejemplos de rasgos fenotipicos conferidos

por plasmidos en procariotas

Rasgo fenotipico

Organismo

Produccion de antibidticos
Conjugacion
Funciones metabdlicas

Degradacion de octano,
alcanfor, naftaleno

Degradacion de herbicidas
Formacion de acetona y butanol

Utilizacion de lactosa, sacarosa,
citrato o urea

Produccion de pigmentos
Produccion de vesiculas de gas

Resistencia
Resistencia a antibidticos
Resistencia a metales téxicos

Virulencia

Produccion de tumores en
plantas

Nodulacion y fijacién simbidtica
de nitrégeno

Produccion de bacteriocinas
y resistencia

Invasion de células animales

Coagulasa, hemoalisina,
enterotoxina

Toxinas y capsula
Enterotoxinas, antigeno K

Streptomyces

Amplio rango de bacterias

Pseudomonas
Alcaligenes
Clostridium
Enterobacterias

Erwinia, Staphylococcus
Halobacterium

Amplio rango de bacterias
Amplio rango de bacterias

Agrobacterium
Rhizobium
Amplio rango de bacterias

Salmonella, Shigella, Yersinia
Staphylococcus

Bacillus anthracis
Escherichia coli

Il - Transmision de la informacion genética: replicacion del DNA

a replicaciéon del DNA es necesaria para que las células se

dividan, ya sea para producir nuevos organismos, como en
el caso de los microorganismos unicelulares, o para producir
células nuevas como parte de un organismo multicelular. Para
que la informacién genética se transmita de manera correcta
de una célula madre a una célula hija idéntica, la replicacién del
DNA debe ser muy precisa. Este proceso requiere la actividad
de muchas enzimas especiales.

4.4 Moldes y enzimas

Como hemos visto, el DNA existe en las células como una
doble hélice con apareamiento de bases complementarias
(Figuras 4.3 y 4.4). Si la doble hélice se abre, se puede sinte-
tizar una nueva cadena como complemento de cada cadena
parental. Como se muestra en la Figura 4.11, la replicacion es un
proceso semiconservativo, lo que significa que las dos dobles
hélices resultantes estan formadas por una cadena nueva y
una cadena parental. La cadena de DNA que se utiliza para
sintetizar una cadena hija complementaria recibe el nombre
de cadena molde, y en la replicacién del DNA cada cadena
parental actia como molde para una cadena de nueva sinte-
sis (Figura 4.11).

El precursor de cada nuevo nucleétido en la cadena de DNA

es un 5'-trifosfato de desoxinucledtido. Durante la inser-
cion se eliminan los dos fosfatos terminales y el fosfato inte-
rior se une covalentemente a una desoxirribosa de la cadena en

&

—

Feplicacian
SBTICOREE YA tNE

Figura 4.11 visién general de la replicacién del DNA. La replicacion del
DNA es un proceso semiconservativo en todas las células. Obsérvese que las
dos nuevas dobles hélices contienen ambas una cadena hija nueva (que se
muestra en rojo) y una cadena parental.
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crecimiento (Figura 4.12). Esta adiciéon de un nuevo nucleétido
requiere la presencia de un grupo hidroxilo libre, que esta dis-
ponible solamente en el extremo 3’ de la molécula. Esto lleva al
importante principio segtn el cual la replicacién del DNA siem-
pre procede del extremo 5" al 3'. E1 5’ -fosfato del nucleétido que
se va a incorporar se une al grupo 3’-hidroxilo del nucleétido
anadido previamente.

Las enzimas que catalizan la adicién de desoxinucleétidos se
llaman DNA-polimerasas y tienen un papel importante en la
replicacion, cada una con una funcién especifica. En Escheri-
chia coli existen cinco DNA-polimerasas diferentes, las DNA-
polimerasas I, II, III, IV y V. La DNA-polimerasa III (Pol III)
es la enzima principal para replicar el DNA cromosémico. La
DNA-polimerasa I (Pol I) también participa en la replicacién
cromos6mica, aunque en menor medida (véase mas abajo).
Las otras DNA-polimerasas ayudan a reparar el DNA dafiado
(2o Seccién 10.4).

Todas las DNA-polimerasas conocidas sintetizan DNA en
sentido 5" — 3’. Sin embargo, ninguna de ellas puede iniciar
una cadena nueva; pueden solo afadir un nucleétido a un grupo
3’-OH preexistente. Por tanto, para empezar una cadena nueva
es necesario un cebador, una molécula de acido nucleico al
que la DNA-polimerasa pueda unir el primer nucleétido. En la

Punto de ——OH H

crecimiento

Actividad B

DNA-polimerasa.
PP; escindido

Trifosfato de
desoxirribonucleétido

Figura 4.12 Extension de una cadena de DNA por adicién de un
trifosfato de desoxirribonucledtido en el extremo 3'. El crecimiento tiene
lugar del extremo 5'-fosfato al 3’-hidroxilo. La DNA-polimerasa cataliza la
reaccion. Los cuatro precursores son trifosfato de desoxitimidina (dTTP),
trifosfato de desoxiadenosina (dATP), trifosfato de desoxiguanosina (dGTP)

y trifosfato de desoxicitidina (dCTP). En la insercion del nucledtido los dos
fosfatos terminales del trifosfato se escinden en forma de pirofosfato (PP,). Por
tanto, por cada nucledtido que se afade se consumen dos enlaces fosfato de
alta energia.

mayoria de los casos, este cebador es un pequeiio trozo de RNA
en lugar de DNA (Figura 4.13).

Cuando la doble hélice se abre, al principio de la replicacién,
una enzima que polimeriza RNA sintetiza el cebador de RNA.
Esta enzima, llamada primasa, sintetiza un fragmento corto (11
0 12 nucleétidos) de RNA complementario por apareamiento
de bases a la cadena de DNA molde. En el extremo en creci-
miento de este cebador de RNA hay un grupo 3'-OH al cual
la DNA-polimerasa anade el primer desoxirribonucleétido. A
partir de ahi, la extension de la molécula se realiza con DNA
en lugar de con RNA. La molécula recién sintetizada tiene una
estructura como la que se muestra en la Figura 4.13. El cebador
se elimina al final y se sustituye por DNA como se explica en la
seccion siguiente.

MINIRREVISION ---------eeeemmmmmeeeeemm ey

e ;A qué extremo, 5’ 0 3', de una cadena recién sintetizada de
DNA ahade una base la DNA-polimerasa?

e ; Por qué es necesario un cebador para la replicacion del
DNA? ;De qué esta compuesto el cebador?

4.5 La horquilla de replicacion

Gran parte de nuestro conocimiento de los detalles de la repli-
cacién del DNA se ha obtenido a partir del estudio de la bacte-
ria Escherichia coli; no obstante, es bastante similar para todas
las bacterias. En cambio, aunque la mayoria de las especies de
Archaea tienen cromosomas circulares, muchos aspectos de la
replicacion del DNA se parecen més a los de las células euca-
riotas que a los bacterianos, un reflejo de la filiacién filogené-
tica entre Archaea y Eukarya (Figura 1.6D).

Inicio de la sintesis de DNA

Antes de que la DNA-polimerasa pueda sintetizar nuevo DNA,
la doble hélice tiene que desenrollarse para exponer las cade-
nas molde. La zona de DNA desenrollado en la que se pro-
duce la replicacion se llama horquilla de replicaciéon. La
enzima DNA-helicasa desenrolla la doble hélice usando ener-
gia del ATD, y expone una corta regién de simple cadena sencilla
(Figura 4.14). La helicasa se mueve a lo largo del DNA y separa las
cadenas justo a medida que avanza la horquilla de replicacion.
La region de cadena sencilla es cubierta inmediatamente con
copias de la proteina de unién a cadena sencilla para estabilizar
el DNA e impedir que se vuelva a formar la doble hélice. El de-
senrollamiento de la doble hélice por parte de la helicasa genera
un superenrollamiento positivo por delante de la horquilla de
replicacién. Para contrarrestarlo, la DNA-girasa se desplaza por
el DNA por delante de la horquilla e introduce superenrolla-
miento negativo para eliminar el positivo.

Cebador de RNA DNA

y .
54 rrrrrrrrrrrrrrrrnrnonndl
GUCUUACUGATCAGGTTCATCGGACGTATC
CAGAATGACTAGTCCAAGTAGCCTGCATAGAGCCTT/ACGATCAGGCAGT

3 Q ! ) 5

Figura 4.13 Cebador de RNA. Estructura del hibrido RNA-DNA formado
durante la iniciacion de la sintesis de DNA. El cebador de RNA se muestra en
naranja.
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Horquilla de replicacion

y
/

Sentido de la helicasa

Las bacterias poseen un solo punto en el cromosoma donde
se inicia la sintesis del DNA, el origen de replicacién (oriC). Se
trata de una secuencia especifica de DNA de unas 250 bases que
es reconocida por proteinas de iniciacion, en concreto una pro-
teina llamada DnaA (Tabla 4.3) que se une a esta region y abre la
doble hélice. La siguiente en ensamblarse es la helicasa (cono-
cida como DnaB), que es situada sobre el DNA por la proteina
cargadora de la helicasa (DnaC). Se cargan dos helicasas, una
en cada cadena, en sentidos opuestos. A continuacién, se car-
gan dos primasas y después dos DNA-polimerasas en el DNA
detrds de las helicasas. El inicio de la replicacién del DNA tiene
lugar entonces en las dos cadenas individuales. A medida que
avanza la replicacion, da la impresién de que la horquilla se va
moviendo por el DNA (Figura 4.14).

Cadena avanzada y cadena retrasada

En la Figura 4.15 se muestran detalles de la replicacion del DNA en
la horquilla de replicacion. Se debe establecer una importante dis-
tincién en la replicacién de las dos cadenas de DNA, por el hecho
de que siempre procede de 5" a 3’ (5" — 3/, siempre anadiendo
un nucleétido nuevo al 3'-OH de la cadena en crecimiento). En
la cadena que crece de 5'-PO,*” a 3’-OH, llamada cadena avan-
zada, la sintesis de DNA se produce de manera continua, por-
que siempre hay un 3’-OH libre en la horquilla de replicacion al

Proteina de union

a cadena sencilla Cadena avanzada

DNA-polimerasa lll

Helicasa Cadena retrasada

Primasa

Cebador de RNA

Figura 4.15 Esquema de la horquilla de replicacion del DNA.
Obsérvese la polaridad y la naturaleza antiparalela de las cadenas de DNA.

>
y: 4
4
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g Figura 4.14 DNA-helicasa

= <l desenrollando una doble hélice. En esta
figura, la helicasa esta desnaturalizando o
separando las dos cadenas antiparalelas
de DNA, empezando por la derecha y

moviéndose hacia la izquierda.

Helicasa

ATP

ADP + P,

5

Tabla 4.3 Principales enzimas que intervienen

en la replicacion del DNA en Bacteria

Cebador de RNA

Genes
Enzima codificantes Funcidn
DNA-girasa gyrAB Deshace el superenrollamiento

por delante del replisoma

Proteina de unién  dnaA Se une al origen de replicacion

al origen para abrir la doble hélice
Cargador de la dnaC Carga la helicasa en el origen
helicasa
Helicasa dnaB Desenrolla la doble hélice en la

horquilla de replicacion

Proteina de union  ssb Impide que las cadenas sencillas

a cadena se apareen
sencilla
Primasa dnaG Sintetiza los cebadores para las
nuevas cadenas de DNA
DNA-polimerasa Il Principal enzima polimerizadora
Pinza deslizante dnaN Mantiene la Pol Il sobre el DNA
Cargador de la holA-E Carga la Pol lll sobre la pinza
pinza deslizante
Subunidad de dnaX Mantiene unidas las dos enzimas
dimerizacion del nucleo de la polimerasa
(Tau) a las cadenas avanzada y
retrasada
Subunidad dnakE Elongacion de la cadena
polimerasa
Subunidad de adnaQ Correccion de errores

correccion de
errores

DNA-polimerasa |  polA Corta el cebador de RNA'y relle-

na los huecos

DNA-ligasa ligA, ligB Sella las muescas del DNA

Proteina Tus tus Une los extremos y bloquea el
progreso de la horquilla de
replicacion

Topoisomerasa IV parCE Separa circulos entrelazados

que afiadir un nuevo nucleétido. Pero en la cadena opuesta, lla-
mada cadena retrasada, la sintesis de DNA se produce discon-
tinuamente porque en la horquilla de replicaciéon no hay ningin
3'-OH al que anadir nucleétidos (Figura 4.15). El 3'-OH de esta
cadena se encuentra en el extremo opuesto, lejos de la horqui-
lla de replicacién. Por tanto, en la cadena retrasada el cebador de
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RNA debe ser sintetizado por la primasa muchas veces para pro-
porcionar grupos 3'-OH libres para la Pol III. Por el contrario,
la cadena avanzada solo necesita cebador una vez, en el origen.
Como resultado, la cadena retrasada se sintetiza a fragmentos
cortos, llamados fragmentos de Okazaki por su descubridor, Reiji
Okazaki. Estos fragmentos de la cadena retrasada se unen poste-
riormente para obtener una cadena de DNA continua.

Sintesis de las nuevas cadenas de DNA

Tras sintetizar el cebador de RNA, la primasa es sustituida por
la Pol III. Esta enzima es en realidad un complejo de varias pro-
teinas (Tabla 4.3) entre las que se encuentra la propia polime-
rasa. Cada molécula de polimerasa esta sujeta al DNA por una
pinza deslizante que rodea cada una de las cadenas que acttan
de molde y se desliza por ellas. En consecuencia, la horquilla
de replicacién contiene dos nucleos de polimerasa y dos pin-
zas deslizantes, un grupo para cada cadena. Sin embargo, solo
existe un complejo cargador de pinza, que ensambla las dos
pinzas deslizantes en el DNA. Tras el ensamblaje en la cadena
retrasada, la actividad de elongacién de la Pol 111, catalizada por
la DnaE, anade desoxirribonucleétidos de manera secuencial
hasta alcanzar el DNA previamente sintetizado (Figura 4.16); en
ese momento la Pol III se detiene.

DNA-polimerasa llI Cebador de RNA
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3’ Q ) 5’
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@
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3a — A ) 5’
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ﬁ/ RNA escindido
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30 ] ) 5’
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Figura 4.16 Sellado de dos fragmentos de la cadena retrasada. (3) La
DNA-polimerasa lll sintetiza DNA en sentido 5" — 3’ hacia el cebador de

RNA de un fragmento previamente sintetizado de la cadena retrasada. (b) Al
alcanzar el fragmento, la DNA-polimerasa |l sale y es sustituida por la DNA-
polimerasa I. (¢) La DNA-polimerasa | sigue sintetizando DNA a medida que va
eliminando el cebador de DNA del fragmento previo, y la DNA-ligasa sustituye
a la DNA-polimerasa | cuando el cebador ha sido eliminado. (¢) La DNA-
ligasa sella los dos fragmentos entre si. (g) Producto final, DNA bicatenario,
complementario y antiparalelo.

La siguiente enzima que entra en accién, la Pol I, tiene mds
de una actividad enzimatica. Ademas de sintetizar DNA, la Pol
I tiene una actividad exonucleasa 5" — 3’ que elimina el ceba-
dor de RNA que le precede (Figura 4.16). Cuando el cebador se
ha eliminado y sustituido con DNA, se libera la Pol I. El dltimo
enlace fosfodiéster lo crea una enzima llamada DNA-ligasa; esta
enzima sella las muescas del DNA que tienen un 5’—PO42’ y un
3’-OH adyacentes (algo que la Pol III es incapaz de hacer), y junto
con la Pol I participa en la reparacion del DNA. La DNA-ligasa
también es importante porque sella DNA manipulado genética-
mente durante la clonacién molecular (2o Seccién 11.4).

MINIRREVISION -----s-onaemmmemmmen s

e ;Por qué hay cadenas avanzadas y cadenas retrasadas?
e ;,Coémo se reconoce el origen de replicacion?

¢ ;Qué enzimas toman parte en la union de los fragmentos de la
cadena retrasada?

___________________________________________________________________

4.6 La replicacion bidireccional
y el replisoma

La naturaleza circular del cromosoma procariota supone una
oportunidad para acelerar el proceso de replicacién. En Esche-
richia coli, y probablemente en todos los procariotas con cro-
mosomas circulares, la replicacién del DNA es bidireccional
desde el origen de replicacién, como se muestra en la Figura 4.17.
Existen asi dos horquillas de replicacién en cada cromosoma,
moviéndose cada una en un sentido y que se mantienen unidas
por dos subunidades de la proteina Tau. En el DNA circular, la
replicacion bidireccional lleva a la formacién de formas carac-
teristicas llamadas estructuras theta (Figura 4.17).

Durante la replicacién bidireccional, la sintesis se realiza de
manera avanzada y retrasada en cada cadena molde, lo que per-
mite al DNA replicarse lo mds rapidamente posible (Figura 4.17).
Aunque la Pol III puede anadir nucledtidos a una cadena de
DNA en crecimiento a una velocidad de unos 1.000 nucledti-
dos por segundo, la replicacién del cromosoma de E. coli dura
unos 40 min. Sin embargo, sorprendentemente, en condicio-
nes idéneas de crecimiento, E. coli puede crecer con un tiempo
de duplicacién de 20 min. La explicacion de esta paradoja es
que las células de E. coli creciendo a tiempos de duplicacion
menores de 40 min contienen mdltiples horquillas de replica-
cién. Es decir, antes de que termine una ronda de replicacién ya
ha empezado una nueva. Estudiaremos con detalle este asunto
en el Capitulo 5 (@2 Figura 5.4).

El replisoma

En la Figura 4.15 se muestran las diferencias en la replicacion
de las cadenas avanzada y retrasada, y las enzimas que partici-
pan en el proceso. De un dibujo tan esquematico podria parecer
que cada horquilla de replicacién contiene varias proteinas dife-
rentes trabajando de manera independiente. En realidad no es
el caso; las proteinas de replicacion se agregan para formar un
gran complejo de replicacién llamado replisoma (Figura 4.18). La
cadena retrasada de DNA, en realidad se enrolla formando un
bucle que permite al replisoma moverse suavemente a lo largo
de ambas cadenas, y este literalmente tira del molde de DNA
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Figura 4.17 Replicacion del DNA circular: la estructura theta. En el DNA circular, la replicacion bidireccional desde un punto de origen forma una estructura
intermedia que recuerda a la letra griega theta (0). La ampliacion muestra las horquillas de replicacién duales en el cromosoma circular. En Escherichia coli el
origen de la replicacion es reconocido por una proteina especifica, la DnaA. Obsérvese que la sintesis del DNA se produce de manera avanzada y retrasada en
cada una de las dos cadenas hijas. Comparese esta figura con la descripcion del replisoma que se muestra en la Figura 4.18.
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Figura 4.18 El replisoma. El replisoma consta de dos copias de la DNA-polimerasa lll y la DNA-girasa, més la helicasa y la primasa (que juntas forman el
primosoma), y muchas copias de proteinas de unidn a DNA de cadena sencilla. Las subunidades Tau mantienen unidos el ensamblaje de la DNA-polimerasa y
la helicasa. Justo por delante del resto del replisoma, la DNA-girasa va eliminando el superenrollamiento del DNA que se va a replicar. Obsérvese que las dos
polimerasas replican las dos cadenas individuales de DNA en sentidos opuestos. En consecuencia, el molde de la cadena retrasada forma un bucle de manera que

el replisoma entero se mueve en el mismo sentido a lo largo del cromosoma.
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a medida que se produce la replicacion. Por tanto, es el DNA,
y no la DNA-polimerasa, el que se mueve durante la replica-
cién. Obsérvese también que la helicasa y la primasa forman un
subcomplejo, llamado primososma, que trabaja como un equipo
durante la replicacién.

En resumen, ademads de la Pol I1I, el replisoma contiene varias
proteinas fundamentales para la replicacién: 1) DNA-girasa,
que elimina el superenrollamiento; 2) DNA-helicasa y primasa
(el primosoma), que desenrolla y enceba el DNA; y 3) proteinas
de unidén a cadena sencilla, que evitan que las cadenas molde
separadas se vuelvan a unir en una doble hélice (Figura 4.18). En
la Tabla 4.3 se resumen las propiedades de las proteinas esencia-
les para la replicacién del DNA en Bacteria.

Fidelidad de la replicacion del DNA: correccion

de errores

La replicacién del DNA tiene una tasa de error sorprendente-
mente baja. No obstante, cuando se producen errores, existe
un mecanismo para detectarlos y corregirlos. Los errores en
la replicacién del DNA introducen mutaciones, cambios en la
secuencia del DNA. La tasa de mutacién en las células es muy
baja, de 107® a 107" errores por par de bases insertado. Esta
precisién es posible en parte porque las DNA-polimerasas tie-
nen dos oportunidades para incorporar la base correcta en un
sitio determinado. La primera oportunidad es cuando la Pol III
inserta las bases complementarias opuestas a las bases de la
cadena molde de acuerdo con las reglas de apareamiento, A con
Ty G con C. La segunda oportunidad depende de una segunda
actividad enzimatica de la Pol I y la Pol Il llamada correccién de
errores (Figura 4.19). En la Pol III una subunidad proteica inde-
pendiente, la DnaQ, lleva a cabo la funcién de correccidn, y en
la Pol I es una sola proteina la que se encarga de la polimeriza-
cién y la correccién de errores.

La actividad de correccién de errores se realiza cuando se
inserta una base incorrecta, porque se crea un error de apa-
reamiento entre las bases. Tanto la Pol I como la Pol III tienen
actividad exonucleasa 3" — 5', que puede eliminar esos nucleé-
tidos erréneos. La polimerasa detecta el error porque el aparea-
miento incorrecto entre bases genera una ligera distorsién en la

UNIDAD 1 e LOS FUNDAMENTOS DE LA MICROBIOLOGIA

doble hélice. Tras la eliminacion de un nucleétido desapareado,
la polimerasa tiene una segunda oportunidad para insertar el
nucledtido correcto (Figura 4.19). La actividad exonucleasa de
correccion de errores es diferente de la actividad exonucleasa
5" — 3’ de la Pol I que elimina el cebador de RNA de las cade-
nas avanzada y retrasada. Solo la Pol I tiene esta tltima acti-
vidad. La exonucleasa con correccion de errores existe en los
sistemas de replicaciéon de DNA de los procariotas, los eucario-
tas y los virus. No obstante, muchos organismos tienen meca-
nismos adicionales para reducir errores producidos durante la
replicacion del DNA, que operan una vez que la horquilla de
replicaciéon ha pasado. Hablaremos de algunos de ellos en el
Capitulo 10.

Terminacion de la replicacion

Cuando finalmente termina el proceso de replicacién del DNA,
¢como sabe el replisoma cudndo parar? En el lado opuesto al
origen del cromosoma circular existe un sitio llamado parada
de la replicacion. Aqui, las dos horquillas de replicaciéon cho-
can cuando se han completado los nuevos DNA circulares. En
la regién de parada hay varias secuencias llamadas 7er que son
reconocidas por una proteina llamada Tus cuya funcién es blo-
quear el progreso de las horquillas de replicacién. Cuando la
replicacion del cromosoma circular se ha completado, las dos
moléculas circulares estan entrelazadas, como los eslabones de
una cadena, y son desenlazadas por otra enzima, la topoisome-
rasa IV. Obviamente, es fundamental que tras la replicacién del
DNA este se divida de manera que cada célula hija reciba una
copia del cromosoma. Este proceso puede estar asistido por la
proteina divisoria FtsZ, importante para la division celular, que
ayuda a orquestar diversos procesos clave de divisién celular
(@2 Seccién 5.2).

MINIRREVISION

* ;Qué es el replisoma y cuales son sus componentes?

e ;,Coémo se lleva a cabo la correccion de errores durante la
replicacion del DNA?

e ;,Como se detienen las actividades del replisoma?

______________________________________________

. La correccién de
errores empieza

2. El nucleétido mal
apareado es
escindido de la
cadena de DNA
en crecimiento.

en el momento
de la insercion
de nucleétidos.

5 .
3. Se inserta el
nucleétido
; correcto en la
| cadena de DNA
en crecimiento

Puente de
hidrégeno
anémalo

Puente de
hidrégeno

Nucleétido
normal

mal apareado

Figura 4.19 Correccion de errores por la actividad exonucleasa 3' — 5’ de

la DNA-polimerasa lll. Un error en el apareamiento de las bases del par

terminal hace que la polimerasa se detenga brevemente. Esto sirve de sefial para que la actividad de correccion de errores corte el nucleétido mal apareado;

después, la actividad polimerasa inserta la base correcta.
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1l - Sintesis de RNA: la transcripcion

La transcripcion es la sintesis de dcido ribonucleico (RNA)
usando el DNA como molde. Existen tres diferencias clave
en la quimica del RNA y del DNA: 1) el RNA contiene ribosa
en lugar de desoxirribosa; 2) el RNA contiene uracilo en lugar
de timina; y 3) excepto en ciertos virus, el RNA no es de doble
cadena.

El cambio de desoxirribosa a ribosa afecta a la quimica de un
dcido nucleico; las enzimas que actdan sobre el DNA, normal-
mente no tienen efecto sobre el RNA; y viceversa. No obstante,
el cambio de timina a uracilo no afecta al apareamiento de las
bases, ya que ambas se aparean igual de bien con la adenina.

Aunque el RNA existe preferentemente en cadenas senci-
llas, las moléculas se pliegan sobre si mismas en regiones en
las que es posible el apareamiento de bases complementarias.
El término estructura secundaria alude a este plegamiento,
y el término estructura primaria se refiere a la secuencia
de nucleétidos, como en el DNA. La estructura secundaria
genera moléculas de RNA enrolladas y muy plegadas cuya fun-
cion bioldgica depende de manera critica de su forma tridi-
mensional.

El RNA desempena varias funciones importantes en las célu-
las. Como hemos visto (Figura 4.3), en la sintesis de proteinas
participan tres tipos principales de RNA: el RNA mensajero
(mRNA), el RNA de transferencia (tRNA) y el RNA ribosémico
(rRNA). También se conocen otros tipos, pero trabajan prin-
cipalmente en funciones de regulacion (Capitulo 7). Todas las
moléculas de RNA se obtienen a partir de la transcripcién del
DNA. Cabe destacar que el RNA opera a dos niveles, el gené-
tico y el funcional. A nivel genético, el mRNA es portador de la
informacién genética del genoma al ribosoma. En cambio, el
rRNA tiene un papel tanto funcional como estructural en los
ribosomas, y el tRNA tiene una funcién activa en el transporte
de los aminodcidos para la sintesis de proteinas. De hecho, algu-
nas moléculas de RNA, incluido el rRNA, tienen actividad enzi-
madtica. Aqui nos centraremos en cdmo las bacterias sintetizan
el RNA, una vez mds usando Escherichia coli como organismo
modelo.

4.7 La transcripcion

La transcripcién esta catalizada por la enzima RNA-polime-
rasa. Al igual que la DNA-polimerasa, la RNA-polimerasa
forma enlaces fosfodiéster, pero en este caso entre los ribonu-
cleétidos rATP, rGTP, rCTP y rUTP en lugar de desoxirribonu-
cleétidos. La polimerizacién se lleva a cabo gracias a la energia
liberada por la hidrdlisis de dos enlaces fosfato de alta energia
de los trifosfatos de ribonucleésido que se incorporan. El meca-
nismo de la sintesis de RNA se parece mucho al de la sinte-
sis de DNA (Figura 4.12): Durante la elongacién de una cadena
de RNA se anaden trifosfatos de ribonucleédsido al 3'-OH de
la ribosa del nucledtido precedente. Asi, el crecimiento de la
cadena es de 5’ a 3’ y la cadena de RNA recién sintetizada es
antiparalela al molde de DNA de la que se transcribe. El proceso
completo de sintesis de RNA se ilustra en la Figura 4.20.

La RNA-polimerasa utiliza el DNA como molde, pero para un
gen determinado usa solo una de las dos cadenas. No obstante,
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Figura 4.20 Transcripcion. (3) Etapas de la sintesis de RNA. El sitio de
iniciacion (promotor) y el sitio de terminacion son secuencias especificas de
nucledtidos en el DNA. La RNA-polimerasa se desplaza por la cadena de DNA,
abre temporalmente la doble hélice y transcribe una de las cadenas de DNA.
(b) La micrografia electrdnica ilustra la transcripcion de un gen del cromosoma
de Escherichia coli. La transcripcion procede de izquierda a derecha, y los
transcritos cortos de la izquierda se van alargando a medida que procede la
transcripcion.
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los genes estan presentes en ambas cadenas de DNA, de manera
que se transcriben ambas, aunque por diferentes partes. A dife-
rencia de la DNA-polimerasa, la RNA-polimerasa puede ini-
ciar cadenas nuevas por si sola: no necesita de ninguin cebador.
A medida que el RNA recién formado se disocia del DNA, el
DNA abierto se cierra de nuevo en su doble hélice original. La
transcripcién se detiene en sitios especificos llamados termi-
nadores de la transcripcion. A diferencia de la replicacién del
DNA, en la que se copian genomas enteros, la transcripcion
copia unidades mucho mas pequeiias, a menudo de un solo gen.
Este sistema permite a la célula transcribir genes diferentes a
diferentes frecuencias, segtin la necesidad de cada proteina que
tiene la célula. En otras palabras, la expresién génica es un sis-
tema regulado. Como veremos en el Capitulo 7, la regulacién
de la transcripcién es un proceso importante y elaborado que
utiliza muchos mecanismos diferentes y es muy eficiente en
cuanto al control de la expresién génica y a la conservacién de
los recursos de la célula.

RNA-polimerasas

LA RNA-polimerasa de Bacteria, que es la que tiene la estruc-
tura mas sencilla y sobre la que més se sabe, tiene cinco subu-
nidades diferentes, llamada f3, ff} o, ® y 0, que esta presente en
dos copias. Las subunidades f y " son parecidas pero no idén-
ticas (Figura 4.21). Las subunidades interaccionan para formar la
enzima activa, que es la holoenzima RNA-polimerasa, pero el
factor sigma no esta unido con tanta fuerza como el resto y se
disocia facilmente, lo que da lugar a la formacién del nticleo de
la enzima RNA-polimerasa, o, w. El ntcleo de la enzima por
si solo sintetiza RNA, y el factor sigma reconoce el sitio ade-
cuado en el DNA para que empiece la sintesis de RNA. La subu-
nidad omega es necesaria para el ensamblaje del nucleo de la
enzima, pero no para la sintesis de RNA. En Bacteria, el factor
sigma se disocia de la holoenzima RNA-polimerasa una vez que
se ha formado un pequeno fragmento de RNA (Figura 4.20). La
elongacion de la molécula de RNA es catalizada entonces por
el nicleo de la enzima solo (Figura 4.20). Sigma solo es necesa-
rio para formar el complejo inicial RNA-polimerasa-DNA en
el promotor.

Bacteria

Archaea

Promotores

Para iniciar correctamente la sintesis de RNA, la RNA-polime-
rasa debe reconocer primero en el DNA los sitios de iniciacién,
llamados promotores (Figura 4.20). En Bacteria, los promoto-
res son reconocidos por la subunidad sigma de la RNA-poli-
merasa. Una vez que la RNA-polimerasa se une a un promotor,
puede dar comienzo la transcripcién (Figura 4.20). En este pro-
ceso, la RNA-polimerasa abre la doble hélice de la zona del pro-
motor para formar una burbuja de transcripciéon. A medida
que la RNA-polimerasa se mueve, va desenrollando el DNA en
fragmentos cortos. Este desenrollamiento temporal expone la
cadena molde y permite que se copie en RNA complementa-
rio. De esta manera, se puede pensar en los promotores como
estructuras que dirigen a la RNA-polimerasa en un sentido o el
otro a lo largo del DNA; si una regién de DNA tiene dos pro-
motores cercanos apuntando en sentidos opuestos, la transcrip-
cién desde uno de ellos tendrd lugar en un sentido (sobre una de
las cadenas de DNA) y la transcripcién desde el otro promotor
procederd en sentido opuesto (sobre la otra cadena).

Factores sigma y secuencias consenso
Los promotores son secuencias de DNA especificas a las que se
une la RNA-polimerasa. En la Figura 4.22 se muestra la secuencia
de varios promotores de Escherichia coli. Todas estas secuen-
cias son reconocidas por el mismo factor sigma, el factor sigma
principal de E. coli llamado ¢”° (el superindice 70 indica el
tamario de la proteina: 70 kilodalton); aunque estas secuencias
no son idénticas, sigma reconoce dos secuencias mas cortas
muy conservadas en el interior del promotor, antes del sitio de
inicio de la transcripcién. Una estd 10 bases antes del inicio de
la transcripcidn, la regiéon —10, o caja Pribnow. Aunque los pro-
motores difieren ligeramente, la comparacién de muchas regio-
nes —10 nos da una secuencia consenso: TATAAT. La segunda
region conservada estd unas 35 bases antes del inicio de la trans-
cripcion. La secuencia consenso de la region —35 es TTGACA
(Figura 4.22). De nuevo, la mayoria de los promotores difieren
ligeramente, pero estan muy cerca del consenso.

En E. coli, los promotores mas parecidos a la secuencia con-
senso suelen unir de manera mds eficiente la RNA-polimerasa.

Katsu Murakami

Figura 4.21 RNA-polimerasas de los tres dominios. Representacion de superficie de las estructuras de la RNA-polimerasa celular de mdltiples subunidades
de los dominios Bacteria (izquierda, nicleo de la enzima de Thermus aquaticus), Archaea (centro, Sulfolobus solfataricus) y Eukarya (derecha, RNA-Pol Il de
Saccharomyces cerevisiae). Las subunidades ortdlogas estan representadas en el mismo color. La RNA-polimerasa de S. solfataricus tiene una subunidad

exclusiva que no se muestra en esta vista.
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Figura 4.22 Interaccion de la RNA-polimerasa con un promotor bacteriano. Por debajo de la RNA-polimerasa y el DNA se muestran seis secuencias
promotoras diferentes identificadas en Escherichia coli. Se indican los contactos de la RNA-polimerasa con la region —35 y con la caja Pribnow (secuencia —10).
La transcripcion empieza en una Unica base, justo después de la caja Pribnow. por debajo de las secuencias reales de la region —35 y de la caja Pribnow estan las
secuencias consenso obtenidas al comparar muchos promotores. Obsérvese que aunque sigma reconoce las secuencias promotoras en la cadena 5’ — 3’ (verde
oscuro) del DNA, el nicleo de la RNA-polimerasa en realidad transcribe la cadena verde claro (que va 3’ — 5'), porque el ndcleo de la enzima solo funciona en

sentido 5" — 3'.

Estos promotores se llaman promotores fuertes, y son muy utiles
en ingenieria genética, como se explica en el Capitulo 11. Mien-
tras la mayoria de los genes de E. coli requiere el factor sigma
estandar ¢’° (RpoD) para la transcripcién, existen algunos fac-
tores sigma alternativos que reconocen diferentes secuencias
consenso (Tabla 4.4). Cada factor sigma alternativo es especifico

Tabla 4.4 Factores sigma en Escherichia coli

Secuencia
de reconocimiento
Nombre®  previa® Funcién
o°RpoD  TTGACA Para la mayoria de los genes,
factor sigma principal para el
crecimiento normal
a°* RpoN TTGGCACA Asimilacion de nitrégeno
% RpoS CCGGCG Fase estacionaria, mas estrés
oxidativo y osmaotico
62 RpoH  TNTCNCCTTGAA  Respuesta al choque térmico
o8 FliA TAAA Para los genes que intervienen
en la sintesis de flagelos
¢°* RpoE GAACTT Respuesta a proteinas mal
plegadas en el periplasma
19 Fecl AAGGAAAAT Para ciertos genes del trans-

porte de hierro

“El superindice indica el tamano de la proteina en kilodalton. Muchos factores
tienen también otros nombres, por ejemplo, ¢’° también se llama ¢°.
°N = cualquier nucledtido.

para un grupo de genes necesarios en circunstancias especiales
Y, por tanto, esencial para regular la expresién génica. En con-
secuencia, es posible controlar la expresion de diferentes fami-
lias génicas regulando la presencia o ausencia del factor sigma
correspondiente, y esto se consigue cambiando la velocidad de
sintesis o de degradacion del factor sigma.

Terminacion de la transcripcion
En una célula bacteriana en crecimiento, normalmente solo
se transcriben los genes que se necesita expresar. Por tanto, es
importante terminar la transcripcién en la posicién correcta.
La terminacion de la sintesis de RNA esta dirigida por secuen-
cias especificas de bases en el DNA. Una senal de terminacién
habitual en el DNA bacteriano es una secuencia rica en GC
que contiene una repeticién invertida con un segmento central
que no se repite. Cuando esta secuencia se transcribe, el RNA
forma una estructura brazo-bucle por apareamiento intraca-
tenario (Figura 4.23). Las estructuras brazo-bucle seguidas de
una serie de adeninas en el molde de DNA (lo que significa una
serie de uridinas en el mRNA) son terminadores eficaces de la
transcripcion. Esto es debido a la formacién de un fragmento
de pares de bases U:A que mantiene juntos el RNA y el molde
de DNA. Esta estructura es muy débil, porque el apareamiento
U:A tiene solo dos puentes de hidrégeno. La RNA-polimerasa
se detiene en el tallo-bucle, y el DNA y el RNA se disocian en la
region de uridinas, de manera que se termina la transcripcion.
El otro mecanismo de terminacién de la transcripcion en las
bacterias usa un factor proteico especifico llamado Rho, que
no se une a la RNA-polimerasa ni al DNA, sino que se enlaza
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Repeticion invertida
5 5’

JAcGC]

i 1

DNA
AAAAAAA

Transcripcion de la cadena
verde claro (inferior).

Repeticion invertida

5 3

(JUGCGJUCGACUGCCGAUCAGUCGAUUUUUUY) "

El RNA forma una
estructura secundaria.

El brazo-bucle en el
RNA inmediatamente
anterior a una region
de uracilos causa la
terminacion de la
transcripcion.

@

RNA-polimerasa

5 3
3 5
51
(b)

Figura 4.23 Repeticiones invertidas y terminacion de la transcripcion. (3) Las repeticiones invertidas en el DNA transcrito forman una estructura
brazo-bucle en el RNA que termina la transcripcion cuando va seguida por una serie de uracilos. (b) Esquema en el que se indica la formacion del brazo-bucle

terminador en la RNA-polimerasa.

con fuerza al complejo RNA-polimerasa-DNA. Una vez que
la RNA-polimerasa se ha parado en un sitio de terminacién
dependiente de Rho (una secuencia especifica en el molde de
DNA), Rho hace que el RNA y la RNA-polimerasa se separen
del DNA vy se termina la transcripcion.

L 1

e ;En qué sentido a lo largo de la cadena molde del DNA
procede la transcripcion, y qué enzima cataliza la reaccion?

® ;Qué es un promotor? ; Qué proteina reconoce los promotores

en Escherichia coli?

¢, Como puede controlarse la expresion de las familias de genes

en grupo?

¢ Qué tipo de estructuras pueden provocar la terminacion de la

transcripcion?

___________________________________________________________________

4.8 La unidad de transcripcion

La informacidén genética se organiza en unidades transcripcio-
nales, que son segmentos de DNA que se transcriben en una
sola molécula de RNA. Cada unidad de transcripcién esta flan-
queada por sitios en los que se inicia y se termina la transcrip-
cién. Algunas unidades de transcripcién estan formadas por un
solo gen. Otras contienen dos o mds genes que se transcriben en
una sola molécula de RNA vy se llaman cotranscritos.

RNA ribosomicos y de transferencia y longevidad
del RNA

La mayoria de los genes codifica proteinas, pero otros codi-
fican RNA que no se traducen, como el RNA ribosémico o
el RNA de transferencia. En un organismo existen diferentes
tipos de rRNA. Las bacterias y las arqueas producen tres tipos:
rRNA 16S, rRNA 23S y rRNA 5S (un ribosoma tiene una copia
de cada uno; Seccién 4.14). Como se muestra en la Figura 4.24,

existen unidades de transcripcién que contienen un gen para
cada uno de estos rRNA, y estos genes son cotranscritos. Por
tanto, la unidad de transcripcién para la mayoria del rRNA es
mds larga que un solo gen. En los procariotas, los tRNA suelen
cotranscribirse uno con otro o incluso, como se muestra en la
Figura 4.24, con genes para rRNA. Estos cotranscritos son pro-
cesados por proteinas especificas de la célula que los cortan en
unidades individuales, y dan lugar a rRNA o tRNA maduros
(funcionales).

S S
© > S
N \of
& & & &
o \‘Q\ N \J‘Q\ & o O
6\6\ (\ée (\b"' 060 & .(\'bb (\Qo
S
T &P o® o 1o\
@
N YA L
Espacia- ' ‘
dores
RNA 5 (7] DUBD) )%

Transcrito primario

00 -p
t ) OES[) —
Procesado para D)
eliminar los
espaciadores
Lmle! D ®
16S rRNA tRNA 23S rRNA 5S rRNA

Transcrito )
maduro

Figura 4.24 unidad de transcripcion de rRNA en las bacterias y su
procesamiento posterior. En Bacteria, todas las unidades de transcripcion
de rRNA tienen los genes en el orden rRNA 16S, rRNA 23S y rRNA 5S (se
muestran aproximadamente a escala). Obsérvese que en esta unidad de
transcripcion en concreto, el espaciador entre los genes de los rRNA 16S y
23S contiene un gen de tRNA. En otras unidades de transcripcion, esta region
puede contener mas de un gen de tTRNA. A menudo uno o mas genes de
tRNA también siguen al gen de rRNA 5S 'y son cotranscritos. Escherichia coli
contiene siete unidades de transcripcion de rRNA.
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En los procariotas, la mayoria de los RNA mensajeros tiene
una semivida corta (del orden de unos minutos), después de la
cual son degradados por enzimas llamadas ribonucleasas. Esto
contrasta con los rRNA y los tRNA, que son estables. Esta esta-
bilidad puede atribuirse a las estructuras secundarias con alto
nivel de plegamiento de los tRNA y rRNA, que impiden que
las ribonucleasas los degraden. En cambio, el mRNA no forma
estas estructuras y es susceptible de ser atacado por las ribonu-
cleasas. El rapido recambio de los mRNA procariotas permite a
la célula adaptarse rapidamente a nuevas condiciones ambien-
tales y detener la transcripcion de mRNA cuyos productos ya
no son necesarios.

El mRNA policistronico y el operdn

En los procariotas, los genes que codifican varias enzimas de
una ruta metabdlica concreta, por ejemplo la biosintesis de un
aminodcido en particular, a menudo estan agrupados. La RNA-
polimerasa actta en estos grupos y transcribe el conjunto entero
de genes en una sola molécula larga de mRNA. Un mRNA que
codifica uno de estos grupos de genes cotranscritos se llama
mRNA policistrénico (Figura 4.25). Los mRNA policistrénicos
contienen multiples marcos abiertos de lectura, porciones del
mRNA que codifican aminodcidos (Seccién 4.11). Cuando este
mRNA se traduce, se sintetizan varios polipéptidos secuencial-
mente en el mismo ribosoma.

Un grupo de genes relacionados que se transcriben juntos
para dar un solo mRNA policistrénico se conoce como operdn.
El ensamblaje en un operdén de genes para una misma ruta bio-
quimica o de genes que se necesitan en las mismas condiciones
permite que su expresion esté coordinada. A menudo, la trans-
cripcién de un operdn estd controlada por una region especifica
del DNA que se encuentra justo antes de la regién codificadora
de proteinas del operén. Hablaremos de ello con mds detalle en
el Capitulo 7.

MINIRREVISION --------sorsmrmremmrmsmnem ey

:
e ; Cuél es la funcion del RNA mensajero (MRNA)? |
° ;Qué es una unidad de transcripcion? ;Qué es un mRNA :
policistronico? '

:

* ;Qué son los operones y por qué son Utiles para los -
procariotas? ;

:

___________________________________________________________________
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Figura 4.25 Estructura del operon y del mRNA policistrénico en los
procariotas. Obsérvese que un solo promotor controla los tres genes del
operon y que la molécula de mRNA policistronico contiene un marco abierto de
lectura (ORF) para cada gen.
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4.9 La transcripcion en Archaea
vy Eukarya

Hasta aqui, nuestro estudio se ha centrado en la transcripcién en
Bacteria, usando Escherichia coli como sistema modelo. Aun-
que tanto en Archaea como en Eukarya el flujo de la informa-
cién genética del DNA al RNA es, en general, igual, hay algunos
detalles diferentes, y en las células eucariotas la presencia de
un nucleo complica el sistema. Aunque las arqueas carecen de
nucleo, muchas de sus propiedades moleculares se parecen mas a
las eucaridticas que a las bacterianas. Estos rasgos compartidos del
dogma central confirman que estos dos dominios estdn mas cerca
entre si que cualquiera de los dos con Bacteria (o Seccién 1.3).
No obstante, las arqueas también comparten semejanzas trans-
cripcionales con las bacterias, como los operones. Las unidades
de transcripcion en los eucariotas contienen solamente un gen. A
continuacién trataremos de elementos clave de la transcripcién en
Archaea y Eukarya que se diferencian de los de Bacteria.

RNA-polimerasas arqueanas y eucarioticas

Las RNA-polimerasas arqueanas y eucaridticas son estructural-
mente mds complejas que las bacterianas y mds parecidas entre
si. Las arqueas tienen una sola RNA-polimerasa, que se parece
mucho a la RNA-polimerasa II eucariética. La RNA-polimerasa
arqueana tiene normalmente 11 o 12 subunidades, mientras que
la RNA-polimerasa eucaridtica tiene 12 o mas. Esto supone una
diferencia clara con la RNA-polimerasa bacteriana, que estd
formada por solo 4 subunidades diferentes mas la subunidad
sigma (de reconocimiento) (Figura 4.21).

En la Seccién 4.7 estudiamos la importancia del promotor
para la transcripcién. La estructura de los promotores arquea-
nos se parece mas a la de los promotores eucaridticos reco-
nocidos por la RNA-polimerasa II que a la estructura de los
promotores bacterianos. Los eucariotas se diferencian de las
arqueas y las bacterias en que tienen varias RNA-polimerasas.
Dentro del nicleo hay tres RNA-polimerasas independientes
que transcriben diferentes categorias de genes. Las mitocon-
drias y los cloroplastos poseen también RNA-polimerasas
especificas pero, como era de esperar teniendo en cuenta las
conexiones filogenéticas entre Bacteria y los orgédnulos de las
células eucariotas (@2 Figura 1.6)), estdn mds estrechamente
relacionadas con la RNA-polimerasa bacteriana.

Promotores y terminadores en Archaeay Eukarya

Tres secuencias de reconocimiento principales forman parte de
los promotores en los dos dominios procariotas, y estas secuen-
cias son reconocidas por una serie de proteinas llamadas facto-
res de transcripcion, que son similares en Eukarya 'y Archaea. La
secuencia de reconocimiento mas importante en los promoto-
res arqueanos y eucaridticos es la «caja TATA», de 6 a 8 pares de
bases, situada de 18 a 27 nucleétidos antes del sitio de inicio de
la transcripcién (Figura 4.26). Esta secuencia es reconocida por
la proteina de unién a la caja TATA (TBPD, del inglés TATA-bin-
ding protein). Antes de la caja TATA se encuentra el elemento
de reconocimiento B (BRE, del inglés B recognition element), que
es reconocido por el factor de transcripcion B (TFB, del inglés
transcription factor B). Ademads, el elemento iniciador es una
secuencia que estd situada al principio de la transcripcion. Una
vez que la TBP se ha unido a la caja TATA y el TEB se ha unido
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~—————— Promotor — >

DNA INIT

l Unién de —
TBPy TFB

Inicio de la
B transcripcion

- TBP

TFB

Unién de la
RNA-polimerasa

RNA-polimerasa

Transcripciéon

Figura 4.26 Arquitectura del promotor y transcripcion en arqueas. Hay
tres elementos del promotor que son fundamentales para el reconocimiento
del promotor en Archaea: el elemento iniciador (INIT), la caja TATA y el
elemento de reconocimiento B (BRE). La proteina de union a TATA (TBP) se une
a la caja TATA; el factor de transcripcion B (TFB) se une a BRE i a INIT. Una vez
que TBP y TFB estan en su sitio, se une la RNA-polimerasa.

al BRE, la RNA-polimerasa arqueana puede unirse y empezar
la transcripcidn. El proceso es similar en eucariotas, excepto en
que son necesarios varios factores de transcripciéon adicionales.

Sobre la terminacién de la transcripciéon en Archaea y en
Eukarya se sabe menos que en Bacteria (Secciéon 4.7). Algu-
nos genes arqueanos tienen secuencias invertidas seguidas por
una secuencia rica en AT, similares a las que se encuentran en
muchos terminadores de la transcripcion bacterianos. No obs-
tante, estas secuencias de terminacién no se encuentran en
todos los genes arqueanos. Otro tipo de presunto terminador
de la transcripcidn carece de secuencias invertidas, pero con-
tiene series de timinas repetidas. De alguna manera, esto indica
a la maquinaria de terminacién arqueana que debe terminar la
transcripcion. En los eucariotas, la terminacion difiere segtin
sea la RNA-polimerasa, y a menudo requiere un factor de ter-
minacién especifico. No se han encontrado proteinas similares
a Rho (Seccién 4.7) ni en Archaea ni en Eukarya.

Secuencias intercaladas en arqueas

Al igual que en las bacterias, las secuencias intercaladas en los
genes que codifican proteinas son extremadamente raras en las
arqueas. Esto contrasta con los eucariotas, en los que muchos
de estos genes estan escindidos en dos o mds regiones codifi-
cantes, separadas por regiones no codificantes. Estas moléculas
de RNA requieren modificaciones —es lo que se conoce como
procesamiento del RNA— para llegar a estar maduras; es decir,
listas para llevar a cabo su funcién en la célula. Los segmentos
de secuencias codificantes se llaman exones, y los intrones son
las regiones no codificantes intercaladas. El término transcrito

primario se refiere a la molécula de RNA que se transcribe ori-
ginalmente antes de que los intrones sean eliminados para gene-
rar el mRNA final, formado Gnicamente por exones. Diversos
genes que codifican tRNA y rRNA de Archaea contienen intro-
nes que deben ser eliminados tras la transcripcién para generar
el tRNA o el rRNA maduros. Estos intrones se llamaron intro-
nes arqueanos porque son procesados por un mecanismo dife-
rente del que se usa en los intrones eucaridticos; son escindidos
por una ribonucleasa especifica que reconoce las uniones exén-
intrén (Figura 4.27). En algunos casos, los tRNA arqueanos son
ensamblados empalmando segmentos de dos o tres transcritos
primarios diferentes.

Procesamiento del RNA en los eucariotas
La mayoria de los transcritos primarios de los eucariotas con-

tienen intrones y, por tanto, tienen que procesar el RNA antes
de que pueda utilizarse en la célula. El proceso por el que los

Sitios de corte
Exén-5 1/ Intron \1 Exén-3°
Transcrito primario
Corte de la
endonucleasa
Exén-5

Q )-P HO -

Exén-3°

Intrén

HO - — - P

Ligacion
enzimatica
Exén-5 Exén-3°

Q Q )
tRNA maduro (empalmado)

@)

Exén-3°
Ex6n-5
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Protuberancia
Hélice e
Protuberancia
E— +
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tRNA
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b) tRNA precursor

Figura 4.27 Mecanismo de corte y empalme de los intrones
arqueanos. (a) Esquema de la reaccion. La eliminacion de los intrones
arqueanos es una reaccion en dos etapas. En la primera etapa, una
endonucleasa especifica corta el intron. En la segunda etapa, una ligasa

une el exdn-5’ con el exdn-3’ para generar el tRNA maduro, empalmado.

(b) Plegamiento del tRNA precursor. Los dos sitios de empalme (flechas rojas)
son reconocidos por sus motivos caracteristicos «protuberancia-hélice-
protuberancia». Los productos de la reaccion son el tRNA y un intron circular.
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intrones se eliminan y los exones se unen en los eucariotas se
llama corte y empalme (Figura 4.28). El corte y empalme del RNA
se lleva a cabo en el nucleo y es realizado por un gran com-
plejo macromolecular llamado empalmosoma. Las proteinas
del empalmosoma cortan el intrén y unen los exones adyacen-
tes para formar una secuencia codificante contigua en el mRNA
maduro. Muchos genes, especialmente en animales y plan-
tas superiores, tienen muchos intrones, de manera que es de
una importancia obvia que puedan ser reconocidos y elimina-
dos por el empalmosoma para generar el mRNA maduro final
(Figura 4.29).

Exén 1 Intréon Exén 2
Transcrito

50 NCUSSSSSARSAG) D 3 primario
@ /
Bases l [Emsamblado ]

conservadas del empa|m050ma
Empalmosoma 9
3
(b) —
Corte del sitio de corte 5,
formacion del lazo
]
3
(©
Corte del sitio de corte 3’,
union de los exones

@ \
Intrén
) 5Q__ ) )% mRNA
Intrén Ex6n 1 Exén 2 maduro
(lazo) l
Degradado Exportado al citoplasma
para su traduccién
©

Figura 4.28 Actividad del empalmosoma. Eliminacion de un intrén

del transcrito primario de un gen que codifica una proteina en un eucariota.
(a) Transcrito primario que contiene un solo intron. La secuencia GU es

una secuencia conservada en el sitio de corte 5’, y lo mismo ocurre con

AG en el sitio de corte 3’. También hay una A interior que sirve como punto

de ramificacion. (b) Varias particulas pequefias de ribonucleoproteinas (en
marron) se ensamblan en el RNA para formar un empalmosoma. Cada una de
estas particulas contiene distintas moléculas pequefias de RNA que forman
parte en el mecanismo de empalme. (c) El sitio de corte 5’ se corta con la
formacion simultanea de un punto de ramificacion. (d) El sitio de corte 3’ se
corta y los dos exones se unen. Obsérvese que, en total, se cortan dos enlaces
fosfodiéster pero se forman otros dos. (g) Los productos finales son los exones
unidos (el mRNA) y el intrén liberado.
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Figura 4.29 Procesado del transcrito primario a mRNA maduro en los
eucariotas. Las etapas del proceso comprenden la adicion de la caperuza

en el extremo 5, la eliminacion de los intrones, el corte del extremo 3’ del
transcrito y la adicion de una cola poli-A. Todas estas etapas se llevan a cabo
en el ndcleo. Se indica la ubicacion de los codones de inicio y de parada que
se usaran durante la traduccion.

Hay otros dos pasos en el procesamiento del mRNA en los
eucariotas que son exclusivos de este dominio. Ambos pasos
tienen lugar en el nicleo antes del empalme. El primero, lla-
mado adicién de la caperuza, se produce antes de que la
transcripcién esté terminada. La adicion de la caperuza es
la unién de un nucleétido de guanina metilada en el fosfato
del extremo 5" del mRNA (Figura 4.29). El nucleétido cape-
ruza se afiade en orientacién invertida respecto al resto de
la molécula de mRNA, y es necesario para iniciar la traduc-
cion. El segundo mecanismo consiste en recortar el extremo
3’ del transcrito primario y anadirle entre 100 y 200 resi-
duos de adenilato que forman una cola poli(A) (Figura 4.29).
La secuencia de reconocimiento de la cola, AAUAAA, estd
situada cerca del extremo 3’ del transcrito primario. La cola
poli(A) estabiliza el mRNA y debe eliminarse antes de que el
mRNA sea degradado.

MINIRREVISION -------snmmmesmmmmmeem e

e ;Cuédles son los tres componentes principales de un promotor
arqueano?

e ;Qué efecto tiene la presencia del nucleo en el flujo de
informacion genética en los eucariotas?

e ;Cuédles son los pasos del procesamiento del RNA
eucariotico?
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IV - Sintesis de proteinas

Una vez que se ha realizado la transcripcién y se han sinte-
tizado los mRNA, los transcritos se traducen a proteinas.
En este proceso participan muchas proteinas, otros RNA y una
estructura celular fundamental, el ribosoma. A continuacién
analizaremos cémo interaccionan entre si para producir un
conjunto de proteinas.

4.10 Polipéptidos, aminoacidos
y el enlace peptidico

Las proteinas desempefan funciones fundamentales para el
funcionamiento de la célula. Existen dos grandes grupos de
proteinas: las proteinas cataliticas (enzimas) y las proteinas
estructurales. Las enzimas son los catalizadores de las reac-
ciones quimicas que se producen en las células. Las proteinas
estructurales forman parte integral de las grandes estructuras
de la célula: membranas, paredes, ribosomas, etcétera. Las pro-
teinas reguladoras controlan la mayoria de los procesos celula-
res mediante una serie de mecanismos que incluyen la unién al
DNA y la regulacion de la transcripcién. No obstante, todas las
proteinas presentan ciertas caracteristicas comunes.

Las proteinas son polimeros de aminoacidos. Todos los ami-
noacidos contienen un grupo amino (-NH,), y un grupo car-
boxilo (-COOH) unidos al carbono o (Figura 4.30a). Los enlaces
entre el carbono carboxilico de un aminodcido y el nitrégeno
del grupo amino de un segundo (con eliminacién de agua) se
conocen como enlaces peptidicos (Figura 4.31). Dos aminodci-
dos unidos por un enlace peptidico constituyen un dipéptido;

e LOS FUNDAMENTOS DE LA MICROBIOLOGIA

tres aminodcidos, un tripéptido, etcétera. Cuando se unen
muchos aminodacidos, se forma un polipéptido. Una proteina
estd formada por uno o mds polipéptidos. El numero de ami-
nodcidos varfa enormemente de una proteina a otra, desde solo
15 hasta 10.000.

Cada aminodacido tiene una cadena lateral exclusiva (abre-
viada como R). Las cadenas laterales varian considerablemente,
desde una tan simple como un solo atomo de hidrégeno en el
aminodcido glicina hasta anillos aromaticos en la fenilalanina,
la tirosina y el tript6fano (Figura 4.300). Los aminodcidos exis-
ten como pares de enantiomeros, que son isémeros 6pticos que
tienen la misma férmula estructural y molecular, excepto en el
hecho de que son imagenes especulares uno del otro, y se desig-
nan como D o L segun si en solucién pura desvian la luz hacia
la derecha o hacia la izquierda, respectivamente. Las proteinas
celulares estdn compuestas inicamente de L-aminoécidos. No
obstante, ocasionalmente se encuentran b-aminoacidos en las
células, especialmente en el peptidoglicano de la pared celular
(@2 Seccién 2.10) y en ciertos antibiéticos peptidicos (o Sec-
cién 27.14). Las células pueden interconvertir los enantiémeros
mediante unas enzimas llamadas racemasas.

Las propiedades quimicas de los aminoécidos estin determi-
nadas por su cadena lateral. Los aminoacidos con propiedades
quimicas similares estdn agrupados en «familias» relacionadas
(Figura 4.30b). Por ejemplo, la cadena lateral puede contener
un grupo carboxilico, como en el acido aspartico o en el acido
glutdmico, que le da propiedades acidas al aminoécido. Otros
contienen grupos amino adicionales que les hace estar cargados

Carbono . H O G H— Gly Glicina (G)
\ Il _ "O—C—CHy| Asp Aspartato (D)
HoN— (|3 C OH\ C CHg| Ala Alanina (A)
Grupo amino R Grupo -0~-C~CHy CHx{ Glu Glutamato (E) oH
P carboxilo * CH Val Valina (V)
+ _ _ _ _ | i CH
(a) Estructura general de un aminoacido NHg=CH,~CH,—~CH,~CHg Lys Lisina (K) CHyn )
H 9 H /CH—CHQ— Leu Leucina (L)
H3C—9—({\—C—N—(CH2)4— Pyl Pirrolisina (O) CHa CHax

HO—-CH,—{ Ser Serina (S) H,C N cH lle Isoleucina (1)
N CHgCH,”
CHy~CH~ Thr Treonina (7) Ho CH4~S—CHy—CHy—| Met Metionina (M)
H
Q OH *NH,=G—N-CH;~CH;~CH;-| Arg Arginina (R)
H,N—-C—CH,— Asn Asparagina (N) NH CH— Phe Fenilalanina (F)
2
Q +THN CH,—{ His Histidina (H)
HoN—C—CH,—CH,— Gin Glutamina (Q) m | @CHZ_ Trp Triptéfano (W)
N
I H
HS—CH,—{ Cys Cisteina (C) H
H,C——CH, .
Ay s Pro Prolina (P)
HSe—CH,— Sec Selenocisteina (U) lonizable: 4cido H2|C\ /(IJH—COO‘
O CH, Tyr Tirosina (Y) lonizable: basico H
— Tyr Tirosina
2 Polar no ionizable (Nota: Como la prolina carece de grupo

(b) Estructura de los grupos «R» de los aminoacidos

Apolar (hidréfobo)

amino libre, se muestra la estructura
completa de este aminoacido, no solo
el grupo R.)

Figura 4.30 Estructura de los 22 aminoacidos codificados genéticamente. (3) Estructura general. (b) Estructura del grupo R. Los cddigos de tres letras
para los aminodcidos se muestran a la izquierda de los nombres, y los de una letra estan entre paréntesis a la derecha de cada nombre. La pirrolisina se ha
encontrado solamente en ciertas arqueas metanogenas (€2 Seccion 16.2).
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H O H O La secuencia lineal de aminoacidos en un polipéptido es su
H2N—CI)—ICI:—0H . Hn—cl)—g—OH estmctljtn,z pf‘imaria. Esta determina‘el plegarr‘lieinto p(')stfer%or
I I del polipéptido, que a su vez determina su actividad bioldgica
Ry R (Seccion 4.14). Los dos extremos de un polipéptido se desig-
H,0 nan «C-terminal» y «N-terminal», segtin si tienen un grupo car-
. boxilo libre o un grupo amino libre (Figura 4.31).
H/O “H O )

HAN—GAC—NF-C—C—OH MINIRREVISION ------osrasossmssasmsasmsascsnes ey

Ry Ry * Dibuije la estructura de un dipéptido que contenga los

Enlace peptidico

Figura 4.31 Formacion del enlace peptidico. R, y R, son las cadenas
laterales de los aminoacidos. Obsérvese que tras la formacion del enlace
peptidico, el extremo C-terminal tiene un grupo OH libre para la formacion del
siguiente enlace peptidico.

positivamente y ser basicos. Varios aminodcidos contienen
cadenas laterales hidréfobas y se llaman aminoacidos no pola-
res. La cisteina contiene un grupo sulfhidrilo (-SH). Usando sus
grupos sulfhidrilo, dos cisteinas pueden formar un enlace disul-
furo (R—S—S—R), que conecta dos cadenas polipeptidicas.

La diversidad de aminoédcidos quimicamente distintos hace
posible la existencia de una enorme cantidad de proteinas Gni-
cas con propiedades bioquimicas muy diferentes. Si supone-
mos que un polipéptido promedio contiene 300 aminoécidos,
vemos que son posibles teéricamente 22°® polipéptidos dife-
rentes. Ninguna célula tiene tantas proteinas diferentes. Una
célula de Escherichia coli cuenta con unas 2.000 clases de pro-
teinas diferentes; la cantidad exacta depende en gran medida
de los recursos (nutrientes) y las condiciones de crecimiento
empleadas.

aminoéacidos alanina y tirosina. Sefale el enlace peptidico.

:
:
:
i
e ;Qué forma enantiomérica de los aminoacidos se encuentra H
en las proteinas? '
:
i
:

e |a glicina no tiene dos enantiémeros diferentes; ¢,por qué?

4.11 La traducciony el codigo
genetico

Como ya hemos visto, en los dos primeros pasos de la transfe-
rencia de informacién biolégica —replicacién y transcripciéon—
los 4cidos nucleicos se sintetizan a partir de moldes que son
acidos nucleicos. El ultimo paso, la traduccion, también utiliza
un dcido nucleico como molde, pero en este caso el producto
no es un acido nucleico, sino un polipéptido. El fundamento de
la transferencia de informacién biolégica es la correspondencia
entre el molde de acido nucleico y la secuencia de aminodcidos
del polipéptido formado. Esta correspondencia tiene sus raices
en el codigo genético. Un triplete de tres bases de RNA, llamado
codon, codifica cada aminodcido especifico. Los 64 codones
posibles (cuatro bases tomadas de tres en tres = 4°) de mRNA
se muestran en la Tabla 4.5. El cédigo genético se escribe como

Tabla 4.5 El codigo genético expresado en tripletes de bases de mRNA

Codon Aminodcido Codon Aminoécido Codon Aminoécido Codon Aminodcido
uuuy Fenilalanina ucu Serina UAU Tirosina uGu Cisteina
uuc Fenilalanina ucC Serina UAC Tirosina UGC Cisteina
UUA Leucina UCA Serina UAA Nada (senal de parada) UGA Nada (sefal de parada)
UuuG Leucina UucG Serina UAG Nada (sehal de parada) UGG Triptéfano
cuu Leucina CCu Prolina CAU Histidina cGu Arginina
CucC Leucina CCC Prolina CAC Histidina CGC Arginina
CUA Leucina CCA Prolina CAA Glutamina CGA Arginina
CUG Leucina CCG Prolina CAG Glutamina CGG Arginina
AUU Isoleucina ACU Treonina AAU Asparagina AGU Serina

AUC Isoleucina ACC Treonina AAC Asparagina AGC Serina

AUA Isoleucina ACA Treonina AAA Lisina AGA Arginina
AUG (inicio)® Metionina ACG Treonina AAG Lisina AGG Arginina
GUU Valina GCU Alanina GAU Acido aspartico GGU Glicina
GUC Valina GCC Alanina GAC Acido aspartico GGC Glicina

GUA Valina GCA Alanina GAA Acido glutamico GGA Glicina
GUG Valina GCG Alanina GAG Acido glutamico GGG Glicina

#AUG codifica N-formilmetionina al principio de las cadenas polipeptidicas de las bacterias.
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RNA en lugar de como DNA porque es el mRNA el que se tra-
duce en realidad. Cabe sefialar que, ademads de los codones para
aminodcidos, también hay codones de inicio y de parada de la
traduccién. Aqui nos centraremos en la traduccion en bacterias,
pero es importante sefialar que las maquinarias de traduccién de
las arqueas y los eucariotas estdn mds estrechamente relaciona-
das entre si que con la de las bacterias.

Propiedades del cadigo genético

Hay veintidés aminoacidos que son codificados por la infor-
macién genética que contiene el mRNA (algunos otros ami-
nodcidos se forman por modificacién de estos después de la
traduccion). En consecuencia, puesto que hay 64 codones,
muchos aminodcidos estdn codificados por més de un codén.
Aunque conocer el codén especifico en un sitio determinado
identifica de manera inequivoca el aminodcido correspon-
diente, lo contrario no se cumple. Saber el aminodacido no sig-
nifica conocer el coddn en ese sitio. De un cédigo como este,
que no tiene correspondencia univoca entre «palabra» (es decir,
aminoacido) y cédigo (coddn) se dice que es un cédigo degene-
rado. No obstante, sabiendo la secuencia de DNA y el marco
de lectura correcto, se puede determinar la secuencia aminoa-
cidica de una proteina. Esto permite la determinacién de las
secuencias de aminodcidos a partir de las secuencias de bases, y
es la base de la gendmica (Capitulo 6).

Un codén es reconocido por el apareamiento especifico de
sus bases con una secuencia complementaria de tres bases que
recibe el nombre de anticodén y que es parte del tRNA. Si este
apareamiento siguiera siempre las normas estindar de A con U
y G con C, entonces se necesitaria al menos un tRNA especifico
para reconocer cada codén. En algunos casos, esto se cumple;
por ejemplo, Escherichia coli tiene seis tRNA diferentes para el
aminoécido leucina, uno para cada codén (Tabla 4.5). Por otra
parte, algunos tRNA pueden reconocer mas de un codén. Asi,
aunque hay dos codones para la lisina en E. coli, solo hay un
lisil-tRNA, cuyo anticodén puede aparearse con AAA o con
AAG. En estos casos especiales, las moléculas de tRNA for-
man apareamientos estdndar solo en las dos primeras posicio-
nes del coddn, y toleran un apareamiento irregular en la tercera
posicién. Este fendmeno se llama balanceo, y se ilustra en la
Figura 4.32, donde se muestra una apareamiento entre G y U (en
lugar de entre G y C) en la posiciéon de balanceo.

3
5
tRNA de la alanina
.
Anticodon
Bases clave en el CGG o .
codén: apareamiento ' Y'Y Posicion dg balanceo;
con el anticodén : el apareamiento es
00 : mas flexible aqui
5/0 GCU_ >3,
mRNA
Codoén

Figura 4.32 El concepto del balanceo. El apareamiento es mas flexible
en la tercera base del codon que en las otras dos. Solo se muestra un
fragmento del tRNA.

Algunos aminoécidos son codificados por multiples codones
que, en la mayoria de los casos, estan estrechamente relacionados
en cuanto a la secuencia de bases (Tabla 4.5). Se podria suponer
que estos codones mdltiples se usan con igual frecuencia, pero no
es asi, y los datos de secuencia gendmica revelan que existe una
preferencia de codones dependiente de la especie. En otras pala-
bras, algunos codones se prefieren sobre otros aunque codifiquen
el mismo aminodcido. La preferencia de codones estd relacionada
con el sesgo correspondiente en la concentracion de las diferentes
moléculas de tRNA. Asi, un tRNA que corresponde a un codén
de poco uso serd relativamente escaso. En ingenieria genética se
debe tener en cuenta la preferencia de codones; por ejemplo, un
gen de un organismo cuyo uso codénico difiera enormemente de
otro puede no traducirse eficientemente si el gen se clona en este
ultimo mediante técnicas de ingenieria genética (Capitulo 11).

Marcos abiertos de lectura
Un método habitual para identificar genes que codifican protei-
nas es examinar cada cadena de la secuencia del DNA en busca de
marcos abiertos de lectura (ORF, del inglés open reading frame).
Si un mRNA se puede traducir, contendrd un marco abierto de
lectura: un codén de inicio (normalmente AUG) seguido por un
numero de codones y después un codén de parada en el mismo
marco de lectura que el coddn de inicio. En la préctica, solo los
OREF suficientemente largos para codificar un polipéptido fun-
cional se aceptan como verdaderas secuencias codificantes. Aun-
que la mayoria de las proteinas funcionales tienen una longitud
de al menos 100 aminodcidos, algunas hormonas proteinicas y
péptidos reguladores son mucho mds cortos. En consecuencia,
no siempre es posible deducir simplemente por los datos de la
secuencia si un ORF relativamente corto es debido inicamente a
la casualidad o si codifica un polipéptido genuino, aunque corto.
Usando métodos informdticos se puede escanear una secuen-
cia de bases en busca de marcos abiertos de lectura. Ademas
de buscar codones de inicio y de parada, la busqueda puede
incluir también promotores y secuencias de unién a ribosomas.
La bisqueda de ORF es muy importante en genémica (Capitulo
6). Si se secuencia un fragmento desconocido de DNA, la pre-
sencia de un ORF quiere decir que codifica una proteina.

Codones de inicio y de parada y marco de lectura

El RNA mensajero se traduce empezando por su codon de ini-
cio (AUG, Tabla 4.5), que en las bacterias codifica una metionina
quimicamente modificada llamada N-formilmetionina. Aunque
un AUG al principio de una region codificadora significa N-for-
milmetionina, cuando se encuentra dentro de la region codifica-
dora codifica metionina. En este proceso intervienen dos tRNA
diferentes (Seccion 4.13). En cambio, las arqueas y los eucario-
tas insertan una metionina normal como primer aminodcido
en un polipéptido.

Con un cédigo de tripletes, es esencial para la traduc-
cion empezar con el nucledtido correcto. Si no es asi, todo
el marco de lectura se desplaza y se sintetiza una proteina
completamente diferente. Sin embargo, si el desplazamiento
introduce un codén de parada en el marco de lectura, el poli-
péptido terminard prematuramente su sintesis. Por convenio,
el marco de lectura que cuando se traduce produce el poli-
péptido codificado por el gen se llama marco 0 (marco cero).
Como se puede ver en la Figura 4.33, los otros dos marcos de
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mRNA 5() AACAUACCGAUCAC )3

(a) Marco

() AJACAUACICGAUCAIC )
correcto (0)

(b) Marco
incorrecto (-1)

(c) Marco
incorrecto (+1)

Figura 4.33 Posibles marcos abiertos de lectura en un mRNA. Se
muestra una secuencia interior de un mRNA. (a) Aminoacidos que se codifican
si el ribosoma esta en el marco de lectura correcto (llamado marco «0»).

(b) Aminoacidos que se codifican en esta region del mRNA si el ribosoma esta
en el marco de lectura —1. (¢) Aminoécidos que se codifican si el ribosoma
esté en el marco de lectura +1.

lectura posibles (-1 y +1) no codifican la misma secuencia
de aminodcidos. Por tanto, es imprescindible que el ribosoma
encuentre el coddén de inicio correcto para empezar la traduc-
cion y, cuando lo ha encontrado, que el mRNA se desplace
exactamente tres bases cada vez. ;Cémo se asegura el marco
de lectura correcto?

La fidelidad del marco de lectura esté dirigida por interac-
ciones entre el mRNA y el rRNA en el ribosoma. En los pro-
cariotas, el RNA ribosémico reconoce un AUG especifico en
el mRNA como codén de inicio con la ayuda de una secuencia
anterior en el mRNA llamada sitio de unién al ribosoma (RBS),
o secuencia de Shine-Dalgarno. Este requisito de alineaciéon
explica por qué algunos mRNA bacterianos pueden usar otros
codones de inicio, como GUG. No obstante, incluso estos codo-
nes de inicio poco frecuentes dirigen la incorporacién de N-for-
milmetionina como aminodcido iniciador.

Unos pocos codones no codifican ningiin aminodcido.
Estos codones (UAA, UAG, UGA, Tabla 4.5) son los codo-
nes de parada, y marcan la terminacién de la traduccién de
una secuencia del mRNA que codifica una proteina. Los codo-
nes de parada también se llaman codones sin sentido, por-
que interrumpen el «sentido» del polipéptido en crecimiento
cuando terminan la traduccion. Existen algunas excepciones
a esta regla. Por ejemplo, las mitocondrias animales (pero no
las vegetales) usan el codén UGA para codificar triptéfano en
lugar de usarlo como codén de parada (Tabla 4.5), mientras
que el género Mycoplasma (Bacteria) y el género Paramecium
(Eukarya) usan ciertos codones sin sentido para codificar ami-
nodcidos. Estos organismos simplemente tienen menos codo-
nes sin sentido porque uno o dos de ellos se usan como codones
con sentido (2o Seccidén 6.5).

En algunos casos raros, los codones sin sentido codifi-
can aminodcidos inusuales en lugar de uno de los veinte ami-
noacidos comunes. Estas excepciones son la selenocisteina
y la pirrolisina, los aminodcidos codificados genéticamente
21 y 22 (Figura 4.30). Tanto la selenocisteina como la pirroli-
sina estdn codificadas por codones de parada (UGA y UAG,
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respectivamente). Ambos aminodcidos tienen sus propios
tRNA que contienen anticodones que leen estos codones de
parada. La mayoria de los codones de parada en los organismos
que usan la selenocisteina y la pirrolisina indican efectivamente
que hay que parar. Sin embargo, ocasionalmente los codones de
parada se reconocen como codones de selenocisteina o pirro-
lisina. Este cambio estd controlado por una secuencia de reco-
nocimiento situada justo después del que ahora es un codén
codificante. La selenocisteina y la pirrolisina son ambas rela-
tivamente raras. La mayoria de los organismos, incluidos los
animales y las plantas, tienen pocas proteinas que contengan
selenocisteina. La pirrolisina es todavia mas rara. Se ha encon-
trado en ciertas arqueas y bacterias, pero donde primero se des-
cubrié fue en especies de arqueas metandgenas.

L ;

e ;Qué son los codones de inicio y de parada? ¢Por qué es
importante que los ribosomas lean «en el marco»?

* ;Qué es la preferencia de codones?
e ;Coémo encontraria los ORF en una secuencia de nucledtidos?

4.12 El RNA de transferencia

Un RNA de transferencia lleva el anticodén que se aparea con
las bases de un codén del mRNA. Ademas, cada tRNA es espe-
cifico para el aminoédcido que corresponde con su propio anti-
codén (es decir, el aminoécido correspondiente). El tRNA y
su aminodcido especifico entran en contacto mediante enzi-
mas concretas llamadas aminoacil-tRNA-sintetasas. Para
cada aminodcido existe una aminoacil-tRNA-sintetasa exclu-
siva que se une especificamente al aminodcido y a los tRNA que
tienen anticodones correspondientes. Estas enzimas aseguran
que cada tRNA recibe su aminoacido correcto, de manera que
debe reconocer tanto al tRNA especifico como a su aminodcido
correspondiente.

Estructura general del tRNA

Existen unos 60 tRNA diferentes en las células bacterianas
y unos 100-110 en las células de los mamiferos. Los RNA de
transferencia son moléculas cortas y monocatenarias con una
desarrollada estructura secundaria y una longitud de entre 73
y 93 nucleétidos. Ciertas bases y estructuras secundarias son
constantes para todos los tRNA, mientras otras partes son
variables. Las moléculas de RNA de transferencia también con-
tienen algunas bases purinicas y pirimidinicas modificadas qui-
micamente a partir de las bases estdndar que se encuentran en
el RNA. Estas modificaciones se hacen después de la transcrip-
cién. Las bases inusuales son pseudouridina (i), inosina, dihi-
drouridina (D), ribotimidina, metilguanosina, dimetilguanosina
y metilinosina. El tRNA maduro y activo también contiene
amplias regiones bicatenarias en el interior de la molécula. Esta
estructura secundaria se forma por apareamiento interno de las
bases cuando la molécula de cadena simple se pliega sobre si
misma (Figura 4.34).

La estructura del tRNA se puede dibujar como una hoja de
trébol, tal y como aparece en la Figura 4.34a. Algunas regiones
de la estructura secundaria del tRNA se nombran por las bases
modificadas que se encuentran en ellas (por ejemplo, los bucles
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Extremo
aceptor Brazo

aceptor

Brazo D

anticodon

m - P
5 T o ¢ Anticodén 3
0 uuc ) MRNA
(a Codén

Bucle TYC —_ =

Brazo aceptor ~___ 5 g

Extremo
aceptor

Brazo D

_— Brazo
anticodon

A
A i Anticodén
Bucle anticodon mG

(b)

Figura 4.34 Estructura de un RNA de transferencia. (a) Dibujo de la estructura convencional en hoja de trébol del tRNA de la fenilalanina de levadura. El
aminoécido se une a la ribosa de la A terminal del extremo aceptor. A, adenina; C, citosina; U, uracilo; G, guanina; T, timina; v, pseudouracilo; D, dihidrouracilo;
m, metilo; Y, purina modificada. (b) En realidad, la molécula de tRNA se pliega de manera que el brazo D y el Ty/C estéan cerca y se asocian por interacciones

hidréfobas.

TyC y D) o por sus funciones (por ejemplo el bucle anticodén
y el bucle aceptor). En la Figura 4.34b se muestra la estructura
tridimensional de un tRNA. Obsérvese que las bases que en el
modelo de la hoja de trébol estan muy separadas, en realidad
pueden estar mucho mds cerca cuando se ven en tres dimen-
siones. Esta proximidad permite que algunas de las bases de un
bucle se apareen con las bases de otro bucle.

El anticodon y el sitio de union al aminoacido

Una de las partes variables fundamentales de la molécula de
tRNA es el anticoddn, el grupo de tres bases que reconoce el
codén en el mRNA. El anticodén se encuentra en el bucle anti-
codon (Figura 4.34). Los tres nucleétidos del anticodén recono-
cen el codén apareandose especificamente con sus tres bases.
Por el contrario, otras partes del tRNA interaccionan con el
rRNA vy las proteinas que conforman el ribosoma, con protei-
nas de traduccién no ribosémicas y con la aminoacil-tRNA-sin-
tetasa.

En el extremo 3’ o brazo aceptor de todos los tRNA hay tres
nucleétidos desapareados. La secuencia de estos nucleétidos es
siempre citosina-citosina-adenina (CCA), y son absolutamente
esenciales para la funcién del tRNA. Sin embargo curiosamente
en la mayoria de los organismos el 3'-CCA no estd codificado
en el gen del tRNA en el cromosoma: cada nucledtido es afa-
dido individualmente por una proteina llamada enzima de adi-
cion de CCA, usando CTP y ATP como sustratos. El aminodcido
correspondiente se une después covalentemente a la adenosina
terminal del extremo CCA del tRNA correspondiente mediante
un enlace éster a la ribosa. Como veremos, desde esta ubicacion
en el tRNA el aminodcido es incorporado a la cadena polipep-
tidica en crecimiento en el ribosoma mediante un mecanismo
que describimos en la siguiente seccion.

Reconocimiento, activacion y carga de los tRNA
El reconocimiento del tRNA correcto por parte de la aminoa-
cil-tRNA-sintetasa requiere contactos especificos entre regio-
nes clave del tRNA vy la sintetasa (Figura 4.35). Como se podria
esperar a causa de su secuencia Unica, el anticoddn del tRNA es
importante para el reconocimiento por la sintetasa. No obstante,
hay otros sitios de contacto entre el tRNA y la sintetasa que tam-
bién son importantes. Los estudios de la unién del tRNA a las
aminoacil-tRNA-sintetasas en los que se habian cambiado bases
especificas del tRNA demostraron que solo un pequefo niimero
de nucleétidos clave en el tRNA estdn implicados en el recono-
cimiento. Estos otros nucledtidos clave para el reconocimiento
suelen formar parte del brazo aceptor o del bucle D del tRNA
(Figura 4.34). Cabe destacar que la fidelidad de este proceso de
reconocimiento es crucial, porque si se une un aminoécido equi-
vocado al tRNA, se insertard en el polipéptido en crecimiento v,
probablemente, llevard a la sintesis de una proteina defectuosa.
La reaccidn especifica entre el aminodcido y el tRNA catali-
zada por la aminoacil-tRNA-sintetasa empieza con la activa-
cién del aminoadcido mediante una reaccion con el ATP:

Aminoécido + ATP < aminoacil—AMP + P—P

El producto intermedio aminoacil-AMP formado, normal-
mente sigue unido a la tRNA-sintetasa hasta la colisién con la
molécula adecuada de tRNA. Entonces, como se muestra en la
Figura 4.354, el aminodcido activado se une al tRNA para for-
mar un tRNA cargado:

Aminoacil —AMP + tRNA <> aminoacil—tRNA + AMP

El pirofosfato (PP,) formado en la primera reaccién es escin-
dido por una pirofosfatasa para dar dos moléculas de fosfato
inorganico. Como en estas reacciones se usa un ATP y se forma
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Bucle
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(b)

Figura 4.35 Aminoacil-tRNA-sintetasa. (2) Modo de actuacion de una aminoacil-tRNA-sintetasa. EI reconocimiento del RNA correcto por parte de una
sintetasa concreta requiere contactos entre secuencias especificas del acido nucleico en el bucle D y el brazo aceptor del RNA y aminoacidos especificos de la
sintetasa. En este esquema se muestra la valil-tRNA-sintetasa catalizando la etapa final de la reaccion, en la que la valina, en forma de valil-AMP, es transferida al
tRNA. (b) Modelo computerizado en el que se muestra la interaccion de la glutaminil-tRNA-sintetasa (azul) con su tRNA (rojo). Reproducido con permiso de M. Ruff

etal. 1991. Science 252: 1682-1689. © 1991, AAAS.

un AMP, se gasta un total de dos enlaces fosfato de alta ener-
gia para cargar un tRNA con su aminoécido correspondiente.
Tras la activacién y la carga, el aminoacil-tRNA deja la sinte-
tasa y va hasta el ribosoma, donde es unido al polipéptido que
se esta sintetizando.

MINIRREVISION ---------smnemmemmemmmm s ooy

e ; Cuél es la funcion del anticodon de un tRNA?
e ;Cudl es la funcién del brazo aceptor de un tRNA?

4.13 Sintesis de proteinas

Para el funcionamiento adecuado de las proteinas es vital que
los aminodcidos correctos se introduzcan en el sitio apropiado
de la cadena polipeptidica. Esta es la funcién de la maquinaria
de sintesis proteica, el ribosoma. Aunque la sintesis de proteinas
es un proceso continuo, se puede dividir en etapas: iniciacion,
elongacion y terminacion. Ademas de mRNA, tRNA vy ribo-
somas, el proceso requiere una serie de proteinas designadas
factores de iniciacidn, de elongacion y de terminacién. El com-
puesto trifosfato de guanosina (GTP), de alta energia, propor-
ciona la energia necesaria para el proceso.

Ribosomas

Los ribosomas son los sitios donde se lleva a cabo la sintesis
de proteinas. Una célula puede tener miles de ribosomas, y la
cantidad crece a medida que crece la tasa de crecimiento. Cada
ribosoma estd formado por dos subunidades. Las subunidades
de los procariotas son 30S y 50S, que forman ribosomas intac-
tos 70S. Los valores S son unidades Svedberg, que se refieren a
coeficientes de sedimentacién de las subunidades ribosémicas
(30S y 50S) o de ribosomas intactos (70S) cuando se someten
a centrifugacion en una ultracentrifuga. (Aunque las particu-
las més grandes tienen valores de S mayores, la relacién no es
lineal, de manera que los valores S no se pueden sumar.)

Cada subunidad ribosémica contiene RNA ribosémicos espe-
cificos y proteinas ribosémicas. La subunidad 30S contiene rRNA
16S y 21 proteinas, y la subunidad 50S contiene rRNA 5S y 23Sy
31 proteinas. Asi, en Escherichia coli hay 52 proteinas ribosémi-
cas diferentes, la mayoria de ellas presentes en una sola copia por
ribosoma. El ribosoma es una estructura dindmica cuyas subu-
nidades se asocian y disocian alternadamente y también inte-
raccionan con otras muchas proteinas. Varias proteinas que son
esenciales para la actividad ribosémica interaccionan con el ribo-
soma en varias etapas de la traduccidn; se las considera «factores
de traduccion» en lugar de «proteinas ribosémicas» en si.
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Iniciacion de la traduccion que consiste en la subunidad 30S, mRNA, el tRNA de la for-
En las bacterias, como E. coli, la iniciacién de la sintesis de milmetionina y varias proteinas de iniciacion, llamadas IF1, IF2
proteinas empieza con una subunidad ribosémica 30S libre e IF3. El GTP también es necesario en esta etapa. A continua-
(Figura 4.36). A partir de ella se forma un complejo de iniciacién ~ cién se aflade una subunidad 50S al complejo de iniciacién para

TRADUCCION: Iniciacion Sitio A

Subunidad
: $ M By
Adicion de la
suburidad

Sitio de union Subunidad

al moogcma J
RBS| P pequena 3038

Subunidad
peguena 305

Complejo de Frciaciin

RN
artranis

1. Reconocimiento
del codan

del enlace
peptidica,

Sitla P

Figura 4.36 El ribosoma y la sintesis de proteinas. /niciacion de la sintesis de proteinas. El mRNA y el tRNA iniciador, que transporta N-formilmetionina
(«Met»), se unen primero a la subunidad pequefia del ribosoma. Los factores de iniciacién (que no se muestran) usan energia del GTP para impulsar la adicion de la
subunidad ribosémica grande. El tRNA iniciador empieza en el sitio P. Ciclo de elongacion de la traduccion. 1. Los factores de elongacion (que no se muestran) usan
GTP para instalar el tRNA entrante en el sitio A. 2. La formacion del enlace peptidico es catalizada por el rRNA 23S. 3. La traslocacion del ribosoma a lo largo del
mRNA de un codon al siguiente requiere la hidrolisis de otro GTP. EI tRNA saliente es liberado del sitio E. 4. El siguiente tRNA cargado se une al sitio Ay el ciclo se
repite. El codigo genético, expresado en el lenguaje del mRNA, se muestra en la Tabla 4.5.
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formar el ribosoma activo 70S. Al final del proceso de traduc-
cién, el ribosoma se separa de nuevo en sus subunidades 30S
y 508S.

Justo antes del codén de inicio, en el mRNA hay una secuen-
cia de entre tres y nueve nucleétidos llamada sitio de unién al
ribosoma (RBS en la Figura 4.36) que ayuda al mRNA a unirse
al ribosoma. Este sitio de unién al ribosoma se encuentra hacia
el extremo 5’ del mRNA, y tiene una secuencia de bases com-
plementaria en el extremo 3" del rRNA 16S. El apareamiento
de las bases entre estas dos moléculas mantiene el complejo
ribosoma-mRNA firmemente unido en el marco de lectura
correcto. El mRNA policistronico tiene multiples secuencias
RBS, una antes de cada secuencia codificante. Esto permite a
los ribosomas bacterianos traducir varios genes en el mismo
mRNA, porque el ribosoma puede encontrar cada sitio de ini-
ciacién uniéndose a su RBS.

La iniciacién de la traduccién empieza siempre con un ami-
noacil-tRNA especial de iniciaciéon que se une al codén de
inicio, AUG. En Bacteria se trata del formilmetionil-tRNA.
Cuando el polipéptido estd completo, el grupo formilo se eli-
mina. Por tanto, el aminodcido N-terminal de la proteina ter-
minada serd metionina. No obstante, en muchas proteinas esta
metionina es eliminada por una proteasa especifica.

Elongacion, traslocacion y terminacion

El mRNA se carga en el ribosoma principalmente unido a la
subunidad 30S. Ademais, el ribosoma contiene otros sitios en los
que interaccionan los tRNA. Dos de estos sitios estdn situados
en la subunidad 50S, y se llaman sitio A vy sitio P (Figura 4.36).
Elsitio A, el sitio aceptor, es el sitio en el ribosoma al que se une
primero el tRNA cargado. Para cargar un tRNA en el sitio A es
necesaria la intervencion del factor de elongacién EF-Tu.

El sitio P, o sitio peptidico, es el lugar en el que la cadena pep-
tidica en crecimiento estd sujeta por el tRNA anterior. Durante
la formacién del enlace peptidico, la cadena polipeptidica en
crecimiento se desplaza al tRNA del sitio A a medida que se
forma el nuevo enlace peptidico. Para la elongacién son nece-
sarias algunas proteinas no ribosémicas, especialmente los fac-
tores de elongacion EF-Tu y EF-Ts, asi como mds GTP (para
simplificar la Figura 4.36 se han omitido los factores de elonga-
cién y solo se muestra un fragmento del ribosoma).

Tras la elongacidn, el tRNA que sujeta el polipéptido es
traslocado (movido) del sitio A al sitio P, de manera que el
sitio A queda libre para otro tRNA cargado (Figura 4.36). La

Ribosoma

Subunidad

Subunidad 308

50S \

Polipéptido en crecimiento
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traslocacién requiere la presencia del factor de elongacién EF-G
y una molécula de GTP por cada proceso de traslocacion. En
cada etapa de traslocacion, el ribosoma avanza tres nucleéti-
dos y expone un nuevo codon al sitio A. La traslocacién empuja
el tRNA ahora vacio a un tercer sitio, llamado sitio E, que es
el sitio de salida desde donde el tRNA es liberado del ribo-
soma. Como cabe esperar, la precisién de la etapa de trasloca-
cion es critica para que la sintesis de la proteina sea correcta. El
ribosoma debe moverse exactamente un codén en cada etapa.
Aunque parezca que el mRNA se mueva a través del complejo
ribosémico, en realidad es el ribosoma el que se desplaza por el
mRNA. Por tanto, los tres sitios del ribosoma que se muestran
en la Figura 4.36 no son estaticos, sino partes en movimiento en
la maquinaria biomolecular.

Varios ribosomas pueden traducir una sola molécula de
mRNA simultdneamente formando un complejo llamado poli-
soma (Figura 4.37). Los polisomas aumentan la velocidad y la
eficiencia de la traduccién simultdneamente, porque cada ribo-
soma de un polisoma sintetiza un polipéptido completo. Obsér-
vese en la Figura 4.37 que los ribosomas del polisoma que estin
mads cerca del extremo 5’ (el principio) de la molécula de mRNA
tienen polipéptidos cortos unidos, porque solo se han leido
unos pocos codones, mientras que los ribosomas mds cercanos
al extremo 3’ del mRNA tienen polipéptidos casi completos.

La sintesis de proteinas termina cuando el ribosoma alcanza
el codén de parada (codon sin sentido). Ningtn tRNA se une a
un coddn sin sentido. En cambio, unas proteinas especificas lla-
madas factores de liberacion (RF) reconocen el coddn, cortan el
polipéptido unido del tRNA final y liberan el producto termi-
nado. A continuacidn, las subunidades ribosémicas se disocian
y las 30S y 50S vuelven a ser libres para formar un nuevo com-
plejo de iniciacidn y repetir el proceso.

Funcion del RNA ribosomico en la sintesis
de proteinas

El RNA ribosémico desempeia funciones esenciales en todas
las etapas de la sintesis proteica, desde la iniciacion hasta la ter-
minacién. En cambio, el papel de las proteinas ribosémicas es
formar una estructura para situar las secuencias clave en los
RNA ribosémicos.

En las bacterias, estd claro que el rRNA 16S participa en la
iniciacién mediante el apareamiento de sus bases con el RBS
del mRNA. Durante la elongacién también se producen otras
interacciones mRNA-rRNA. A cada lado de los codones en los

Polipéptido casi
terminado

Figura 4.37 Polisomas. La traduccion de un solo RNA mensajero por varios ribosomas forma un polisoma. Obsérvese que los ribosomas mas cercanos
al extremo 5’ del mensaje estan en una etapa mas temprana del proceso de traduccion que los ribosomas mas cercanos al extremo 3’ y, por tanto, solo han

sintetizado un fragmento pequefio del polipéptido final.
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sitios A y P, el mRNA se mantiene en su posicién porque se une
al rRNA 16S y a las proteinas ribosémicas. El RNA ribosémico
también tiene un papel importante en la asociacién de las subu-
nidades ribosédmicas, asi como en posicionar el tRNA en los
sitios A y P en el ribosoma (Figura 4.36). Aunque los tRNA car-
gados que entran en el ribosoma reconocen el codén correcto
por el apareamiento de bases codén-anticodén, también estan
unidos al ribosoma por interacciones de la estructura brazo-
bucle anticodén del tRNA con secuencias especificas del rRNA
16S. Ademis, el extremo aceptor del tRNA (Figura 4.36) se apa-
rea con secuencias del rRNA 23S.

Adicionalmente, la formacidn real de enlaces peptidicos esta
catalizada por rRNA. La actividad peptidil-transferasa tiene
lugar en la subunidad 50S del ribosoma, y estd catalizada por el
propio rRNA 23S, y no por una proteina ribosémica. El rRNA
23S también actda en la traslocacioén, y las proteinas EF interac-
cionan especificamente con él. Asi pues, ademds de su funcién
como esqueleto estructural del ribosoma, el RNA ribosémico
tiene un papel catalitico importante en el proceso de traduccién.

Liberacion de ribosomas atrapados

Un mRNA defectuoso que carezca de codén de parada causa
un problema en la traduccién. Este defecto puede provenir, por
ejemplo, de una mutacién que elimine el codén de parada, de
la sintesis defectuosa del mRNA o de la degradacién parcial del
mRNA antes de su traduccién. Si un ribosoma llega al extremo
de una molécula de mRNA y no encuentra un codén de parada,
el factor de liberacion no puede unirse y el ribosoma no puede
liberarse del mRNA, asi que se encuentra «atrapado».

Las células bacterianas contienen una pequeia molécula
de RNA llamada tmRNA que ligera los ribosomas atrapados
(Figura 4.38). Las letras «tm» del nombre se refiere a su parecido
con el tRNA y con el mRNA; transporta el aminoacido alanina,

Polipéptido—__=
en crecimiento

mRNA
defectuoso

mRNA que codifica
10 aminoécidos

Figura 4.38 Liberacion por un tmRNA de un ribosoma atascado. Un
mRNA defectuoso que carece de codon de parada detiene el funcionamiento
de un ribosoma que tiene un polipéptido parcialmente sintetizado unido a
un tRNA (azul) en el sitio P. La union del tmRNA (amarillo) al sitio A libera

el polipéptido. Después, la traduccion contindia hasta el coddn de parada
proporcionado por el tmRNA.

como el primero y contiene un fragmento corto de RNA que se
puede traducir, como el segundo. Cuando el tmRNA choca con
un ribosoma estancado se une al mRNA defectuoso, de manera
que puede proseguir la sintesis proteica, primero anadiendo
alanina al tmRNA y después traduciendo el mensaje corto del
tmRNA. El tmRNA contiene un coddén de parada que permite
que se una el factor de liberacién y desensamble el ribosoma. La
proteina resultante de la operacion de rescate es defectuosa y a
continuacién es degradada. Esto se cumple porque se anade una
secuencia corta de aminodcidos codificados por el tmRNA a la
proteina defectuosa; esta secuencia es una senal para una pro-
teasa especifica, que degrada a proteina. Asi, gracias a la activi-
dad de los tmRNA, los ribosomas encallados no se inactivan, sino
que son liberados para participar de nuevo en la sintesis proteica.

MINIRREVISION --------=-ssmmemmsemomens s ooy

e ;Cuéles son los componentes de un ribosoma? ¢Qué papel
funcional ejerce el rRNA en la sintesis de proteinas?

e ;,Como se libera del ribosoma un polipéptido completo?

e ;Coémo libera ribosomas atrapados el tmRNA?

4.14 Plegamiento y secrecion
de las proteinas

Para que una proteina funcione correctamente debe plegarse
adecuadamente después de su sintesis, y situarse en su ubica-
cién correcta en la célula. En el interior de la célula hay muchas
proteinas, pero otras deben ser transportadas fuera de la mem-
brana plasmadtica, al periplasma o a las superficies interna o
externa de la membrana para facilitar procesos como el trans-
porte de iones, de azticar o de electrones. Otras proteinas, como
las toxinas y las enzimas extracelulares (exoenzimas) deben
secretarse por completo para ser activas en el ambiente. ;Cémo
determina una célula la conformacién y ubicacién finales de las
proteinas? Estudiaremos este asunto a continuacion.

Niveles de estructura de las proteinas

Una vez formado, un polipéptido no se queda como una molé-
cula lineal, sino que se pliega para convertirse en una estruc-
tura mas estable. Los puentes de hidrégeno, entre los dtomos
de oxigeno y de nitrégeno de dos enlaces peptidicos, generan la
estructura secundaria (Figura 4.39a). Un tipo habitual de estruc-
tura secundaria es la /élice o. Para visualizar una hélice o, ima-
ginese un polipéptido lineal enrollado alrededor de un cilindro
(Figura 4.390). De esta manera, los enlaces peptidicos se sitian
lo bastante cerca como para permitir los puentes de hidrégeno.
El gran niimero de estos enlaces que se forman da a la hélice o su
estabilidad inherente. En la estructura secundaria de la ldmina
p, el polipéptido se pliega una y otra vez sobre si mismo en lugar
de formar una hélice. No obstante, como en la hélice o, el plega-
miento en una ldmina f sitta los enlaces peptidicos de manera
que pueden realizar puentes de hidrégeno (Figura 4.39¢). Los
polipéptidos pueden contener regiones con estructura secun-
daria de hélice o o de lamina f; el tipo de plegamiento y su ubi-
cacién en la molécula estdn determinados por la estructura
primaria y por las oportunidades disponibles para la creacién
de puentes de hidrégeno.
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Figura 4.39 Estructura secundaria de los polipéptidos. (a) Puentes de hidrdgeno en la estructura secundaria de las proteinas. R representa la cadena lateral
del aminodcido. (b) Estructura secundaria en hélice «. (c) Estructura secundaria en lamina /3. Obsérvese que los puentes de hidrogeno se forman entre atomos de

los enlaces peptidicos sin intervencion de los grupos R.

Las interacciones entre los grupos R de los aminodcidos
en un polipéptido generan dos niveles mds de estructura. La
estructura terciaria depende en gran parte de las interaccio-
nes hidr6fobas, con una contribucién menor de los puentes de
hidrégeno, los enlaces idnicos y los puentes disulfuro. El ple-
gamiento de la estructura terciaria genera la forma tridimen-
sional general de la cadena polipeptidica (Figura 4.40). Muchas
proteinas estdn formadas por dos o mds cadenas polipeptidi-
cas. La estructura cuaternaria se refiere a la cantidad y tipo
de polipéptidos que conforman la proteina final. En protei-
nas con estructura cuaternaria, se dice que cada polipéptido
es una subunidad y tiene su propia estructura primaria, secun-
daria y terciaria. Tanto la estructura terciaria como la cuater-
naria pueden estabilizarse por puentes disulfuro entre grupos

P — Cadena A

4 E‘S‘s‘i

of @

Hélice o

Lamina

(a) Insulina (b) Ribonucleasa

Figura 4.40 Estructura terciaria de los polipéptidos. (3) Insulina,
proteina formada por dos cadenas polipeptidicas; obsérvese que la cadena
B tiene estructura secundaria tanto en hélices o« como en lamina f3, y que los
enlaces disulfuro (S—S) ayudan a determinar los patrones de plegamiento
(estructura terciaria). (b) Ribonucleasa, una proteina grande con varias
regiones de estructura secundaria en hélice o y lamina j3.

sulfhidrilos adyacentes de residuos de cisteina (Figura 4.40). Si
dos residuos de cisteina estdn situados en polipéptidos dife-
rentes, el puente disulfuro une covalentemente las dos molé-
culas. Alternativamente, una sola cadena polipeptidica puede
plegarse y enlazarse a si misma si se forma un puente disulfuro
interno en la molécula.

Cuando las proteinas estdn expuestas a condiciones extremas
de temperatura o pH o a determinadas sustancias que afectan
a su plegamiento, puede producirse su desnaturalizacién, que
causa el desplegamiento de la cadena polipeptidica. Cuando
esto ocurre, se destruyen las estructuras secundaria, terciaria y
cuaternaria, junto con sus propiedades bioldgicas. No obstante,
los enlaces peptidicos no se rompen, de manera que el polipép-
tido desnaturalizado mantiene su estructura primaria. Segin la
gravedad de las condiciones desnaturalizantes, el polipéptido
puede volver a plegarse correctamente cuando dichas condicio-
nes se eliminan. Pero si el nuevo plegamiento no es correcto, la
proteina no podrd funcionar.

Las chaperoninas ayudan en el plegamiento de las
proteinas

La mayoria de los polipéptidos se pliegan espontineamente en
su forma activa cuando estdn siendo sintetizados. Sin embargo,
no todos lo hacen y algunos necesitan la intervenciéon de unas
proteinas llamadas chaperoninas (también conocidas como
chaperonas moleculares) para plegarse correctamente o
ensamblarse en complejos mayores. Las propias chaperoninas
no forman parte del ensamblaje; inicamente facilitan el plega-
miento. De hecho, una importante funcién de estas proteinas
es impedir la agregacidn incorrecta de proteinas. Las chapero-
ninas estdn muy extendidas en todos los dominios de la vida,
y sus secuencias estdn muy conservadas entre todos los orga-
nismos.
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Cuatro chaperoninas clave en Escherichia coli son las protei-
nas Dnak(, DnaJ, GroEL y GroES. Las chaperoninas DnaKy Dna]
son enzimas dependientes de ATP que se unen a polipéptidos
recién formados y les impiden plegarse demasiado rapido, lo
que aumentaria el riesgo de plegamiento incorrecto (Figura 4.41).
Si el complejo DnaK] no puede plegarla correctamente, puede
transferir la proteina parcialmente plegada a las dos proteinas
multisubunidades GroEL y GroES. Primero la proteina pasa a
GroEL, una proteina grande con forma de barril que utiliza la
energia de la hidrélisis de ATP para plegar la proteina correc-
tamente. GroES participa en esto (Figura 4.41). Se estima que
unas cien proteinas mds o menos de los varios miles que tiene E.
coli necesitan ayuda del complejo GroEL-GroES para plegarse,
y de ellas, aproximadamente una docena son esenciales para la
supervivencia de la bacteria.

Ademas de plegar proteinas recién sintetizadas, las chapero-
ninas también pueden volver a plegar proteinas que han sido
parcialmente desnaturalizadas en la célula. Una proteina puede
desnaturalizarse por muchas razones, pero a menudo es porque
el organismo ha estado sometido temporalmente a altas tem-
peraturas. Las chaperoninas son, pues, un tipo de proteinas de
choque térmico, y su sintesis se acelera notablemente cuando
una célula experimenta estrés por un exceso de calor (¢ Sec-
cién 7.10). La respuesta al choque térmico es un intento de la
célula por volver a plegar sus proteinas parcialmente desnatura-
lizadas para reutilizarlas antes de que las proteasas las detecten
como incorrectamente plegadas y las destruyan para liberar sus
aminodcidos para la sintesis de nuevas proteinas.

Secrecion de proteinas

Muchas proteinas estdn localizadas en la membrana citoplas-
madtica, en el periplasma (de las células gramnegativas) o incluso
en el exterior de la célula. Estas proteinas tienen que llegar

ATP ADP
Proteina .
plegada Proteina
incorrectamente DnaK plegada
) O3RN e correctamente
DnaJ (activa)
Transferencia de
proteinas plegadas
incorrectamente
a GroEL/ES

Chaperona | GroEL . ATP

molecular

ADP

Proteina plegada
correctamente
(activa)

Figura 4.41 Actividad de las chaperonas moleculares. Una proteina
plegada incorrectamente puede volver a plegarse con la asistencia del
complejo DnaKJ o del complejo GroEL-GroES. En ambos casos, la energia para
el plegamiento procede del ATP.

desde su sitio de sintesis en los ribosomas hasta la membrana
citoplasmadtica o mas alld. Las proteinas traslocasas transportan
proteinas especificas a las membranas procaridticas y a través
de ellas. Por ejemplo, el sistema Sec exporta proteinas desple-
gadas e inserta proteinas integrales de membrana en la mem-
brana citoplasmatica, mientras que el sistema Tat transporta a
través de la membrana proteinas plegadas en el citoplasma. Para
secretar proteinas completamente fuera de la célula, las gramnega-
tivas tienen que utilizar traslocasas adicionales que atraviesen la
membrana externa. Se han identificado al menos seis tipos dis-
tintos de sistemas de secrecion, algunos de los cuales son utili-
zados por bacterias patdgenas para excretar toxinas o proteinas
perjudiciales al interior del hospedador durante la infeccién.

La mayoria de las proteinas que deben ser transportadas a
las membranas o que deben atravesarlas se sintetizan con una
secuencia de aminoécidos de unos 15 a 20 residuos, llamada
secuencia sefial, al principio (extremo N-terminal, Figura 4.31)
de la molécula. Las secuencias sefial son variables, pero normal-
mente contienen unos pocos aminodcidos cargados positiva-
mente al principio, una region central hidréfoba y después una
regiéon mas polar en el extremo. La secuencia sefial se llama asi
porque «sefala» al sistema secretor de la célula que esta pro-
teina en concreto debe ser exportada, y también ayuda a impe-
dir que la proteina se pliegue completamente, un proceso que
podria interferir con la secrecién. Como la secuencia senal es la
primera parte de la proteina en sintetizarse, los primeros pasos
de su exportacion pueden empezar antes de que la proteina esté
sintetizada completamente (Figura 4.42).

Las proteinas que van a ser exportadas son reconocidas por
la proteina SecA o por la particula de reconocimiento de la serial
(SRP) (Figura 4.42). Normalmente SecA se une a proteinas que
se van a exportar al periplasma, mientras que la SRP se une
a proteinas destinadas a insertarse en la membrana pero que
no se liberan al otro lado. En todas las células se encuentran
SRP. En las bacterias estdan formadas por una sola proteina y
una molécula de RNA no codificante (RNA 4.5S). Tanto SecA
como las SRP envian las proteinas al complejo de secrecién de la
membrana, y tras atravesar la membrana (un proceso mediado
por Sec) o insertarse en ella (con mediacién de SRP), una pro-
teasa elimina la secuencia sefial.

Las proteinas que son enviadas a través de la membrana cito-
plasmatica en estado desplegado por el sistema Sec se pliegan
a continuacion (Figura 4.42). No obstante, hay unas pocas pro-
teinas, como las necesarias para el metabolismo energético, que
acttan en el periplasma, por ejemplo las proteinas de hierro y azu-
frey otras varias proteinas que intervienen en las reacciones redox
(@2 Seccién 3.10), que deben ser transportadas al exterior de la
célula ya plegadas. Normalmente es porque contienen pequeios
cofactores que tienen que insertarse en la proteina a medida que
se pliega. Estas proteinas se pliegan en el citoplasma y después se
exportan mediante un sistema de transporte distinto de Sec, lla-
mado sistema de exportacion de proteinas Tat. El acrénimo Tat
procede del término inglés «twin arginine translocase», que signi-
fica traslocasa de argininas gemelas, porque las proteinas traslo-
cadas contienen una secuencia sefal corta que contiene un par de
argininas. Esta secuencia senal en una proteina plegada es reco-
nocida por las proteinas TatBC, que la transportan hasta TatA,
el transportador de membrana. Una vez transportada al peri-
plasma mediante energia suministrada por la fuerza protonmotriz
(@2 Seccién 3.11), una proteasa elimina la secuencia senal.

booksmedicos.org


https://booksmedicos.org

booksmedicos.org

La profeing no
ronens
| seqienia sed al

CAPITULO 4 ¢ MICROBIOLOGIA MOLECULAR 143

Proteina secretada
al periplasma
PRS- —

Figura 4.42 Exportacion de proteinas a través del sistema principal de secrecion. La secuencia sefial es reconocida por SecA o por la particula de
reconocimiento de sefial, que transportan la proteina al sistema de secrecion de membrana. La particula de reconocimiento de sefial se une a proteinas que se
insertan en la membrana, mientras que SecA se une a las proteinas que son secretadas a través de la membrana citoplasmatica.

Sistemas de secrecion de tipos | a VI

Las bacterias gramnegativas utilizan varios sistemas adicio-
nales para enviar proteinas a la membrana externa o mas allg,
al exterior de la célula. Estos mecanismos son los sistemas de
secrecién de tipos I a VI. Cada uno de ellos estd compuesto por
un gran complejo de proteinas que forman un canal a través
de una o mds membranas para que la molécula secretada pase
(Figura 4.43).

Estos sistemas diversos se pueden agrupar en tipos de uno o
dos pasos. Los sistemas de tipo I y V se consideran mecanis-
mos en dos pasos porque dependen del sistema Sec o del Tat
para transportar la proteina secretada o una porcién del canal a
través de la membrana interna. Un segundo grupo de transpor-
tadores mueven las proteinas a través de la membrana externa.
Los tipos L, IIL, IV y VI son sistemas de un solo paso porque for-
man canales a través de ambas membranas y no necesitan a Sec
ni a Tat.

De una célula bacteriana gramnegativa:

Para inyectar proteinas que son toxinas en las células del
hospedador, los sistemas de secrecion de los tipos III, IV y VI
también incluyen estructuras en el exterior de la célula que per-
miten la inyeccién o la insercion de las proteinas secretadas en
otra célula. La estructura completa del tipo III se ha denomi-
nado «inyectisoma», por su parecido con una jeringa tanto en
estructura como en funcionamiento (Figura 4.43).

MINIRREVISION -------asecaserasenasenasesassnasnascacas ;

¢ Defina los términos estructura primaria, secundaria, terciaria y
cuaternaria con respecto a las proteinas. ¢En qué se diferencia
un polipéptido de una proteina?

e ;Qué hace una chaperona molecular?

e ;Por qué algunas proteinas tienen una secuencia sefial? ;Qué
es una particula de reconocimiento de sefial?

e ;Por qué es importante para las bacterias gramnegativas tener
rutas de secrecion adicionales?

El inyectisoma
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Figura 4.43 secrecion de moléculas de las bacterias gramnegativas usando el sistema «inyectisoma» de tipo IIl. Complejo proteinico que constituye el
inyectisoma. Insercion: Micrografia electronica de inyectisomas purificados de Salmonella enterica serovar Typhimurium.
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4.1 ® La informacién contenida en un 4cido nucleico estd
determinada por la secuencia de bases nitrogenadas a lo
largo de la cadena polinucleotidica. Tanto el RNA como el
DNA son macromoléculas de informacién, al igual que las
proteinas que codifican. Los tres procesos fundamentales
de sintesis macromolecular son: 1) replicacién del DNA;

2) transcripcidn (sintesis de RNA); y 3) traduccidn (sintesis
de proteinas).

4.2 ® E] DNA es una molécula bicatenaria que forma
una hélice. Las dos cadenas de la doble hélice son
complementarias y antiparalelas. Moléculas de DNA muy
largas se pueden empaquetar en las células porque son
superenrolladas por enzimas llamadas topoisomerasas,
como la DNA-girasa.

4.3 ® Ademas del cromosoma hay otros elementos
genéticos en las células. Los plasmidos son moléculas de
DNA que existen independientes del cromosoma y pueden
conferir una ventaja de crecimiento selectivo en ciertas
condiciones. Los virus contienen un genoma de DNA o de
RNA, y los elementos trasponibles existen como parte de
otros elementos genéticos. Escherichia coli es el principal
organismo modelo en biologia.

4.4 © Las dos cadenas de la hélice de DNA son

moldes para la sintesis de nuevas cadenas (replicacién
semiconservativa). Las nuevas cadenas son elongadas por
adicion de desxirribonucledtidos al extremo 3'. Las DNA-
polimerasas requieren un cebador hecho de RNA por la
enzima primasa.

4.5 ® La sintesis de DNA empieza en un sitio llamado
origen de replicacién. La helicasa desenrolla la doble hélice
y las proteinas de unién a cadena sencilla la estabilizan.

La extensién del DNA se realiza de manera continua en la
cadena avanzada pero discontinua en la cadena retrasada,
en la que se sintetizan los fragmentos de Okazaki que,
posteriormente, deben unirse.

4.6 ® Empezando desde un solo origen en un cromosoma
circular, dos horquillas de replicacion sintetizan
simultdneamente el DNA en ambos sentidos hasta que

se encuentran en la region terminal. Las proteinas de

la horquilla de replicacién forman un gran complejo
conocido como replisoma. La mayoria de los errores en

el apareamiento de bases que se producen durante la
replicacion son corregidos por las funciones de correccion
de errores de las DNA-polimerasas.

4.7 ® En las bacterias, los promotores son reconocidos
por la subunidad sigma de la RNA-polimerasa. Factores
sigma alternativos permiten la regulacién conjunta de
grandes familias de genes en respuesta a las condiciones
de crecimiento. La RNA-polimerasa sigue la transcripcién

hasta que encuentra sitios especificos llamados
terminadores de la transcripcién. Estos terminadores
funcionan a nivel del RNA.

4.8 ® La unidad de transcripcién en los procariotas suele
contener mas de un solo gen, y se transcribe en una sola
molécula de mRNA que contiene informacién para més de
un polipéptido. Un grupo de genes que se transcriben a la
vez a partir de un solo promotor constituyen un operén.

4.9 © El aparato de transcripcién y la arquitectura

del promotor en arqueas y eucariotas tienen muchas
caracteristicas en comun, aunque los componentes suelen
ser relativamente mds simples en las arqueas. En cambio, el
procesamiento de los transcritos primarios eucariéticos es
exclusivo y tiene tres etapas: corte y empalme, adicién de
caperuza y adicion de cola poli(A).

4.10 ® Las cadenas polipeptidicas contienen veintidés
aminodcidos diferentes codificados genéticamente que se
unen mediante enlaces peptidicos. La estructura primaria
de una proteina es su secuencia de aminoacidos, pero la
estructura de orden superior del polipéptido (plegamiento)
determina su funcién en la célula.

4.11 e El c6digo genético se expresa en forma de
RNA, y un solo aminoécido puede estar codificado por
varios codones diferentes pero relacionados. Ademas
de los codones de parada (sin sentido), también hay un
codon especifico de inicio que marca la iniciacion de la
traduccion.

4.12 e Las enzimas llamadas aminoacil-tRNA-sintetasas
unen los aminodcidos a sus tRNA correspondientes. Existe
uno o mdas tRNA para cada aminodcido que los ribosomas
deben incorporar en los polipéptidos.

4.13 © La traduccién se realiza en el ribosoma y requiere
mRNA y aminoacil-tRNA. El ribosoma tiene tres sitios:
aceptor, péptido y salida. Durante cada paso de la
traduccion, el ribosoma avanza un codén en el mRNA, y
el tRNA que esta en el sitio del aceptor se mueve al sitio
del péptido. La sintesis de proteinas termina cuando

se alcanza un codo6n de parada, que no tiene un tRNA
correspondiente.

4.14 o Las proteinas deben plegarse correctamente para
funcionar bien, y las chaperonas moleculares las asisten
en este proceso. Muchas proteinas necesitan también ser
transportadas a la membrana citoplasmatica o atravesarla.
Estas proteinas contienen una secuencia sefial que es
reconocida por las traslocasas celulares. Las bacterias
gramnegativas utilizan sistemas de secrecién adicionales
para secretar proteinas a la membrana externa o a través
de ella.
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Revise lo que sabe y descubra lo que ha aprendido con MasteringMicrobiology. Acceda
a material de Qstudio, revisiones de los capitulos, animaciones y tutoriales de microbiologia
practica en el Area de Estudio y asegurese de que ha asimilado todo el contenido de este capitulo.

GLOSARIO DE TERMINOS

Acido nucleico: DNA o RNA.

Aminoacido: uno de los veintid6s
mondmeros diferentes que forman
las proteinas; quimicamente es un
acido carboxilico de dos carbonos
que contiene un grupo amino y un
sustituyente caracteristico en el carbono
alfa.

Aminoacil-tRNA-sintetasa: enzima que
cataliza la unién de un aminoécido a su
tRNA correspondiente.

Anticodén: secuencia de tres bases en una
molécula de tRNA que se aparea con un
codoén durante la sintesis de proteinas.

Antiparalelo: en referencia al DNA
bicatenario, las dos cadenas estdn en
sentidos opuestos (unavade 5’ a3’ yla
otrade 3" a5’).

Bacteriocina: proteina téxica secretada
por las bacterias que inhibe o mata otras
bacterias relacionadas.

Balanceo: forma menos rigida de
apareamiento permitida solo en el
apareamiento codén-anticodén.

Cadena avanzada: cadena nueva de DNA
que se sintetiza de manera continua
durante la replicacion del DNA.

Cadena retrasada: cadena nueva de DNA
que se sintetiza en fragmentos cortos
que después se unen.

Cebador: oligonucleétido al que la
DNA-polimerasa une el primer
desoxirribonucleétido durante la sintesis
de DNA.

Chaperonina o chaperona molecular:
proteina que ayuda a otras a plegarse o
volver a plegarse a partir de un estado
parcialmente desnaturalizado.

Cédigo genético: correspondencia
entre la secuencia del dcido nucleico
y la secuencia de aminoacidos de las
proteinas.

Codon: secuencia de tres bases en el
mRNA que codifica un aminodcido.

Coddn de inicio: coddn especial,
normalmente AUG, que indica el inicio
de una proteina.

Coddn de parada: codén que indica el
final de una proteina.

Codoén sin sentido: otro nombre para
codén de parada.

Complementarias: secuencias de dcidos
nucleicos que se pueden aparear entre si.

Cromosoma: elemento genético
normalmente circular en procariotas,
que contiene los genes esenciales para la
actividad celular.

Desnaturalizacion: pérdida del
plegamiento correcto de una proteina
que (normalmente) causa la agregacién
y la pérdida de actividad bioldgica.

DNA (4cido desoxirribonucleico):
polimero de desoxirribonucleétidos
unidos por enlaces fosfodiéster que
contiene informacién genética.

DNA-girasa: enzima que se encuentra
en la mayoria de los procariotas y que
introduce superenrollamiento negativo
en el DNA.

DNA-helicasa: enzima que usa ATP para
desenrollar la doble hélice del DNA.

DNA-ligasa: enzima que sella las muescas
en el esqueleto del DNA.

DNA-polimerasa: enzima que sintetiza
una nueva cadena de DNA en sentido
5" — 3’ usando una cadena de DNA
antiparalela como molde.

Elemento genético: estructura con
informacién genética como un
cromosoma, un plasmido o el genoma
de un virus.

Elemento transponible: elemento
genético capaz de moverse
(transponerse) de un sitio a otro en las
moléculas de DNA del hospedador.

Empalmosoma: complejo de
ribonucleoproteinas que catalizan
la eliminacién de intrones de los
transcritos primarios de RNA.

Enantiomero: forma de una molécula que
es imagen especular de otra forma de la
misma molécula:

Enlace fosfodiéster: tipo de enlace
covalente que une nucleétidos en un
polinucledétido.

Enlace peptidico: tipo de enlace
covalente que une aminodcidos en un
polipéptido.

Enzima: proteina o RNA que cataliza una
reaccion quimica especifica en una célula.

Estructura cuaternaria: en las proteinas,
el nimero y los tipos de polipéptidos
individuales en la molécula de proteina
final.

Estructura primaria: secuencia precisa
de mondmeros en una macromolécula
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como un polipéptido o un acido
nucleico.

Estructura secundaria: patrén inicial
de plegamiento de un polipéptido o un
polinucleétido, normalmente dictado
por las oportunidades para formar
puentes de hidrégeno.

Estructura terciaria: estructura final
plegada de un polipéptido que ha
adquirido previamente la estructura
secundaria.

Exones: secuencias de DNA codificante en
un gen dividido (compérese con intrones).

Gen: segmento de DNA que especifica
una proteina (a través del mRNA), un
tRNA, un rRNA o cualquier otro RNA
no codificante.

Genoma: dotacién completa de genes de
una célula o un virus.

Horquilla de replicacidn: sitio en el
cromosoma en el que se produce la
replicacién y donde las enzimas que lo
replican se unen a DNA desenrollado y
monocatenario.

Intrones: secuencias de DNA no
codificante intercaladas en un gen
dividido (compérese con exones).

Macromolécula de informacion:
cualquier molécula polimérica grande
con informacién genética, ya sea DNA,
RNA o proteina.

Marco abierto de lectura (ORF):
secuencia de DNA o RNA que puede
traducirse para dar un polipéptido.

Nucleésido: base nitrogenada (adenina,
guanina, citosina, timina o uracilo)
mas un azucar (una ribosa o una
desoxirribosa) pero sin fosfato.

Nucledtido: monémero de dcido nucleico
formado por una base nitrogenada
(adenina, guanina, citosina, timina
o uracilo), una o més moléculas de
fosfato y un azicar, ribosa (en el RNA) o
desoxirribosa (en el DNA).

Operoén: grupo de genes que se
cotranscriben como un solo RNA
mensajero.

Pirimidina: una de las bases nitrogenadas
de los dcidos nucleicos que contiene un
solo anillo; citosina, timina y uracilo.

Plasmido: elemento genético
extracromos6mico que no tiene forma
extracelular.
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Polinucleétido: polimero de nucleétidos
unidos entre si por enlaces covalentes
llamados enlaces fosfodiéster.

Polipéptido: polimero de aminoécidos
unidos entre si por enlaces peptidicos.

Preferencia de codones: uso no al azar
de multiples codones que codifican el
mismo aminodcido.

Primasa: enzima que sintetiza el cebador
de RNA que se usa en la replicacién del
DNA.

Procesamiento del RNA: conversion de
un transcrito primario de RNA a su
forma madura.

Promotor: sitio en el DNA al que se une
la RNA-polimerasa para empezar la
transcripcion.

Proteina: polipéptido o grupo de
polipéptidos que forman una molécula
con actividad bioldgica especifica.

Purina: una de las bases nitrogenadas de
los 4cidos nucleicos que contiene dos
anillos fusionados; adenina y guanina.

Replicacion: sintesis de DNA usando el
DNA como molde.

Replisoma: complejo de replicacion del
DNA formado por dos copias de DNA-
polimerasa III, una DNA-girasa, una
helicasa, una primasa y varias copias de
proteinas de union a cadena sencilla.

Ribosoma: particula citoplasmadtica
compuesta por RNA ribosémico y
proteinas, cuya funcion es sintetizar
proteinas.

Replicacién semiconservativa: sintesis
de DNA que produce dos nuevas dobles
hélices formadas cada una con una
cadena parental y una cadena hija.

RNA (dcido ribonucleico): polimero de
ribonucleétidos unidos por enlaces
fosfodiéster que desempeiia muchas
funciones en las células, especialmente
durante la sintesis de proteinas.

RNA de transferencia (tRNA): pequena
molécula de RNA que se usa en la
traduccidn; posee un anticodén en un
extremo y el aminodcido correspondiente
unido en el otro extremo.

RNA mensajero (mRNA): molécula
de RNA que contiene informacién

PREGUNTAS DE REPASO

1. Describa el dogma central de la biologia molecular. (Seccién 4.1) 10.

2. Los genes se descubrieron antes de que se conociera su
naturaleza quimica. En primer lugar, defina un gen sin 11.
mencionar su naturaleza quimica. Después nombre los
compuestos que componen un gen. (Seccién 4.1).

3. Las moléculas de DNA ricas en AT se separan en dos

genética para codificar uno o mds
polipéptidos.

RNA ribosémico (rRNA): tipos de RNA
que se encuentran en el ribosoma;
algunos participan activamente en la
sintesis de proteinas.

RNA-polimerasa: enzima que sintetiza
RNA en sentido 5" — 3’ usando una
cadena de DNA complementaria y
antiparalela como molde.

Secuencia seial: secuencia N-terminal
especial de aproximadamente veinte
aminodcidos que indica que una
proteina debe ser exportada a través de
la membrana citoplasmaética.

Terminacidn: fin de la elongacion de una
molécula de RNA en un sitio especifico.

Traduccidn: sintesis de proteinas usando
la informacién genética del RNA como
molde.

Transcripcion: sintesis de RNA usando un
molde de DNA.

Transcrito primario: molécula de RNA
sin procesar que es el producto directo
de la transcripcion.

¢Los genes de los tRNA tienen promotores? ; Tienen codones
de inicio? Justifique su respuesta (Secciones 4.7 y 4.11)

Los sitios de inicio y parada de la sintesis del mRNA (sobre
el DNA) son diferentes de los sitios de inicio y parada de la
sintesis de proteinas (sobre el mRNA). Explique por qué.
(Secciones 4.7 y 4.11).

cadenas con mayor facilidad cuando sube la temperatura que 12.

las moléculas de DNA ricas en GC. Explique esto basdndose
en las propiedades del apareamiento de bases AT y GC.
(Seccién 4.2)

Describa como el DNA, cuya longitud es varias veces mads
larga que la de una célula, puede caber en una. (Seccién 4.2)

¢Qué tamano tiene el cromosoma de Escherichia coli'y
cudntas proteinas puede codificar? ;Qué otros elementos
genéticos pueden estar presentes en E. coli? (Seccion 4.3)

¢Qué son los plasmidos R y por qué tienen importancia
médica? (Seccion 4.3)

En referencia al DNA, ;qué significan los términos
semiconservativo, complementario y antiparalelo? (Seccién 4.4)

Una estructura encontrada habitualmente en el DNA circular
durante la replicacion es la estructura theta. Dibuje un
esquema del proceso de replicacién y muestre como surge la
estructura theta. (Secciones 4.5 y 4.6)

¢Por qué son tan raros los errores en la replicacién del DNA?
¢Qué actividad enzimadtica, ademds de la polimerizacion, estd
asociada a la DNA-polimerasa III y como reduce los errores?
(Seccién 4.6)

13.

14.

15.

16.

17.

18.

¢Qué es un operén y porqué es beneficioso unir la expresion
de ciertos genes? (Seccién 4.8)

;Por qué los mRNA eucaridticos tienen que ser «procesados»
y la mayoria de los RNA procariotas no? (Seccién 4.9)

¢Por qué los aminodcidos reciben este nombre? Escriba la
estructura general de un aminodcido. ;Cuél es la importancia
del grupo R para la estructura proteica final? ;Por qué el
aminodcido cisteina tiene una importancia especial para la
estructura proteica? (Seccién 4.10)

¢Qué es el «balanceo» y qué lo hace necesario en la sintesis
de proteinas? (Secciones 4.11 y 4.12)

¢Qué son las aminoacil-tRNA-sintetasas y qué tipos de
reacciones catalizan? ;C6mo reconoce una sintetasa sus
sustratos? (Seccién 4.12)

La actividad enzimética que forma enlaces peptidicos en el
ribosoma se llama peptidiltransferasa. ;Qué cataliza esta
reaccion? (Seccion 4.13)

Defina los tipos de estructura de las proteinas:
primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria. ;Cudles
de estas estructuras se alteran por la desnaturalizacion?
(Seccién 4.14)
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19. Algunas veces las proteinas mal plegadas se pueden volver

a plegar correctamente, pero en ocasiones no es posible y
son degradadas. ;Qué clases de enzimas estan implicadas en
degradar las proteinas mal plegadas? (Seccién 4.14)

EJERCICIOS PRACTICOS

1. El genoma de la bacteria Neisseria gonorrhoeae estd formado

por una molécula de DNA bicatenario que contiene 2.220
pares de kilobases. Calcule la longitud de esta molécula de
DNA en centimetros. Si el 85 % de esta molécula de DNA
estd compuesto por marcos abiertos de lectura de genes

que codifican proteinas, y una proteina media contiene 300
aminodcidos, jcudntos genes codificadores de proteinas tiene
Neisseria? ;Qué clase de informacion podria haber en el 15 %
restante del DNA?

Compare la actividad de la DNA-polimerasa y la RNA-
polimerasa. ;Qué funcion tiene cada una? ;Cuales son
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20. ;Cbémo sabe una célula cudles de sus proteinas estin

disefiadas para actuar fuera de la célula? (Seccion 4.14)

sus sustratos? ;Cudl es la diferencia principal en el
comportamiento de ambas?

;Cudl seria el resultado (en términos de sintesis proteica) si
la RNA-polimerasa iniciara la transcripcion una base antes
de su punto de inicio normal? ;Por qué? ;Qué ocurriria (en
términos de sintesis proteica) si la traduccién empezara una
base después de su punto de inicio normal? ;Por qué?

En el Capitulo 10 estudiaremos las mutaciones, cambios
heredables en la secuencia de nucleétidos del genoma.
Partiendo de la Tabla 4.5, describa cémo ha evolucionado el
cédigo genético para minimizar el impacto de las mutaciones.
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CAPITULO

9 - Grecimiento y control

microbiano

actual

¢Tenian pared celular las primeras células?

Las células de las bacterias tienen muchas formas: bacilos, cocos,
espirilos y otras mas. ¢Qué forma tenian las primeras células?
La pared celular con peptidoglicano es un caracter distintivo de
las células del dominio Bacteria, porque determina su morfologia
y evita la lisis osmotica. Pero ¢ tenian pared celular las primeras
células?

La bacteria Bacillus subtilis, que tiene forma de bacilo, se ha
usado como modelo para el estudio de la forma, el crecimiento y
la morfogénesis de las células bacterianas. Las células de B. sub-
tilis son relativamente grandes y faciles de visualizar por micros-
copia de fluorescencia (fotos superiores, de izquierda a derecha:
tincion del DNA, proteinas con verde fluorescente, tincion de la
membrana). Ademas, la genética de esta bacteria se conoce bien,
y ello permite a los investigadores producir mutantes.

Se pueden obtener y cultivar cepas mutantes de B. subtilis sin
pared celular, llamadas formas L, en medios de cultivo protegidos
osmaoticamente. Sorprendentemente, para la conversion del tipo
silvestre a la forma L basta con dos mutaciones’. Las formas L no
crecen por el proceso normal de fision binaria de los bacilos bacte-
rianos, sino que liberan pequenas vesiculas que se agrandan poco
a poco Y, al final, generan también sus propias vesiculas (foto infe-
rior). Y todo esto sucede independientemente de las proteinas prin-
cipales de la division celular y del citoesqueleto, FtsZ y MreB.

Las primeras células que surgieron en la Tierra, casi con toda
seguridad, no se parecian a las bacterias y las arqueas que cono-
cemos hoy, que tienen morfologias muy diversas. Probablemente
eran mas parecidas a las formas L de B. subtilis que se mues-
tran en las fotos. La ausencia de pared celular habria permitido a
las células primitivas fusionarse e intercambiar genes con facilidad.
Con la aparicion de una pared celular de peptidoglicano, debid de
establecerse una barrera al intercambio genético masivo. En cam-
bio, esta pared habria permitido a las células explorar habitats des-
protegidos osmaoticamente y evolucionar dando formas diversas,
mejor adaptadas para explotar los recursos de dichos habitats.

"Errington, J. 2013. L-form bacteria, cell walls and the origins of life. Open Biology
3:120143.
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| - La division celular bacteriana

n los capitulos anteriores hemos tratado la estructura y las

funciones de las células (Capitulo 2) y los principios de la
nutricién microbiana y el metabolismo (Capitulo 3). En el Capi-
tulo 4 hemos aprendido los importantes procesos moleculares
que codifican las estructuras y los procesos metabdlicos de las
células. Ahora analizaremos cémo se atina todo ello para produ-
cir nuevas células durante el crecimiento microbiano.

El crecimiento es el resultado de la divisién celular y es el pro-
ceso definitivo en la vida de una célula microbiana. Conocer c6mo
crecen las bacterias nos ha dado una nueva perspectiva sobre la
divisién celular en los organismos superiores, y nos sirve para
disenar métodos con los que controlar el crecimiento microbiano.

. =z . .
9.1 Fision binaria

En microbiologia, se define el crecimiento como el aumento en
el niimero de células. Las células microbianas tienen un periodo
de vida limitado, y una especie se mantiene solo a resultas del
crecimiento continuado de su poblacién. A medida que las
macromoléculas se acumulan en el citoplasma de una célula,
se ensamblan para formar las principales estructuras celulares
como la pared celular, la membrana citoplasmatica, los flage-
los, los ribosomas, los complejos enzimaticos, etcétera, lo que al
final lleva al proceso de division celular. En un cultivo en creci-
miento de un bacilo bacteriano como Escherichia coli, las célu-
las se elongan hasta aproximadamente el doble de su longitud
original y después forman un tabique que divide la célula en dos
células hijas (Figura 5.1). Este proceso recibe el nombre de fision
binaria («binaria» alude a la formacién de dos células a partir
de una). El tabique que se forma se llama septo y es el resultado
del crecimiento hacia dentro de la membrana citoplasmatica
y la pared celular desde posiciones opuestas; la formacion del
septo contintia hasta que las dos células hijas se separan. Este es
el esquema general de la fisién binaria, pero hay algunas varia-
ciones: en algunas bacterias, como Bacillus subtilis, se forma
un septo sin constriccién de la pared celular, mientras que en
Caulobacter, bacteria que se reproduce por gemacion, se pro-
duce constriccion, pero no se forma el septo. En cualquier caso,
siempre que una célula se divide para formar dos células hijas,
decimos que ha habido una generacion, y el tiempo necesario
para este proceso se llama tiempo de generacion (Figura 5.1,y
véase la Figura 5.10).

Durante una generacién, todos los componentes celulares
aumentan proporcionalmente, de manera que la célula tiene un
crecimiento equilibrado. Cada célula hija recibe un cromosoma
y suficientes copias de ribosomas y todos los demds complejos
macromoleculares, monémeros e iones inorganicos para poder
existir como célula independiente. El reparto entre las dos célu-
las hijas del DNA replicado depende de la unién de este a la
membrana citoplasmatica durante la division, y la constricciéon
causa la separacion de los cromosomas en las dos células hijas
(véase la Figura 5.3).

El tiempo de generacién en una especie bacteriana concreta es
muy variable, y depende de factores nutricionales y genéticos asi
como de la temperatura. En las condiciones nutricionales ideales,
el tiempo de generacién de E. coli en un cultivo de laboratorio es

~

Septo

Elongacion
de la célula

Formacion
del septo

i

Una generacion

Terminacion
del septo;
formacion de
paredes;
separacion de
las células

Figura 5.1 Fisién binaria en un bacilo procariota. El nimero de células
se duplica en cada generacion.

de unos 20 min. Algunas bacterias pueden crecer atin mas rapi-
damente; el menor tiempo de generacién que se conoce por el
momento es de 6 min, pero muchas bacterias crecen mucho
mds lentamente, y los tiempos de generacién de horas o dias son
mucho mas habituales. En la naturaleza, las células microbianas
probablemente crecen a velocidades mucho menores que las que
se observan en el laboratorio, ya que, seguramente, las condicio-
nes y los recursos necesarios para el crecimiento éptimo en el
laboratorio no se dan en el habitat natural, y a diferencia de lo que
ocurre en un cultivo puro, los microorganismos en la naturaleza
viven con otras especies en comunidades microbianas y deben
competir con sus vecinos por los recursos y el espacio.

MINIRREVISION ---------eeeemmmmmeeeeem ey

* Resuma las etapas que llevan a la fisién binaria en una bacteria
como Escherichia col.

¢ Defina el término generacion. ¢ Qué se entiende por tiempo de
generacion?

5.2 Las proteinas Fts y la division
celular

Hay una serie de proteinas presentes en todas las bacterias que
son esenciales para la division celular. Se llaman proteinas Fts
y una de ellas, la proteina FtsZ, tiene un papel crucial en el
proceso de fisién binaria. FtsZ estd emparentada con la tubu-
lina, proteina importante en la division celular en eucariotas
(@2 Seccion 2.22), y también se encuentra en la mayoria de las
arqueas. Otras proteinas Fts se encuentran solo en Bacteria y
no en Archaea, de manera que nuestro estudio se centrard ni-
camente en Bacteria. La bacteria gramnegativa Escherichia coli
y la grampositiva Bacillus subtilis han sido las especies modelo
bacterianas para el estudio de los procesos de divisién celular.
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El divisoma

Las proteinas Fts interaccionan en la célula para formar un apa-
rato de divisién llamado divisoma. En los bacilos, la formacién
de un divisoma empieza con la unién de moléculas FtsZ para for-
mar un anillo que rodea exactamente la parte central de la célula;
este anillo se convertird en el plano de division celular. En una
célula de E. coli se polimerizan unas 10.000 moléculas de FtsZ
para formar el anillo, que atrae otras proteinas al divisoma, inclui-
das FtsA y ZipA (Figura5.2). ZipA es un anclaje que conecta el ani-
llo FtsZ con la membrana citoplasmatica y lo estabiliza. FtsA, una
proteina emparentada con la actina, que es una importante pro-
teina del citoesqueleto en eucariotas (Co Seccién 2.22), también
contribuye a conectar el anillo FtsZ con la membrana citoplas-
matica e incorpora otras proteinas del divisoma. El divisoma se
forma hacia la Gltima cuarta parte del ciclo de division celular. No
obstante, antes de su formacion, la célula ya se esta elongando y
ha empezado la replicacion del DNA (véase la Figura 5.3).

(LLLCR A1 M (OLRALL ) 0 JLELE
™ Mambrana exterma
g Zipd "~ Paptidogiicanc
l’ ™~ Mambrzna
; citoplasmatca

Y GTP GOP+ ADH +
Aniflg o B
FiaZ Compéeic Anifio FiaZ
e dal divieoma

T. den Blaauwen & Nanne Nanninga, Univ. of Amsterdam

Figura 5.2 El anillo FtsZ y la division celular. (3) Corte de un bacilo en

el que se ve el anillo de moléculas FtsZ alrededor del plano de division. La
ampliacion muestra la disposicion de las proteinas individuales del divisoma. ZipA
es un anclaje para FtsZ, Ftsl es una proteina de biosintesis del peptidoglicano,
FtsK participa en la separacion de los cromosomas, y FtsA es una ATPasa.

(b) Aparicion y degradacion del anillo FtsZ durante el ciclo celular de Escherichia
coli. Microscopia: fila superior, contraste de fases; fila inferior, células tefiidas con
un agente especifico para FtsZ. Procesos de la division celular: primera columna,
anillo de FtsZ todavia sin formar; segunda columna, el anillo FtsZ aparece cuando
el nucleoide empieza a segregarse; tercera columna, se forma el anillo FtsZ
completo a medida que la célula se elonga; cuarta columna, degradacion del anillo
FtsZ y division de la célula. La barra en la foto superior izquierda indica 1 um.

/ MinCD
Minutos g e et e Ve ‘ll—/— Pared celular
0 | 4 ——— Membrana
J citoplasmatica
Nucleoide
MinE
20
40
Complejo
60 del divisoma
Anillo FtsZ
‘3/ Septo
' ‘\ Nucleoide
80 - i ’

MinE

Figura 5.3 Replicacion del DNA y pasos de la division celular. La
proteina MinE dirige la formacion del anillo de FtsZ y el complejo del divisoma
en el plano de division de la célula. El dibujo representa células de Escherichia
coli creciendo con un tiempo de duplicacion de 80 min. MinC y MinD son mas
abundantes en los polos.

El divisoma también contiene las proteinas Fts necesarias
para la sintesis de peptidoglicano, como FtsI (Figura 5.2), que es
una de las varias proteinas de union a la penicilina presentes en
la célula. Estas proteinas reciben este nombre porque la penici-
lina inhibe su actividad (Seccién 5.4). El divisoma dirige la sinte-
sis de nuevo material de la membrana y la pared celular, para ir
formando un septo de division en el centro del bacilo, hasta que
este alcanza el doble de su longitud original. Entonces, la célula
elongada se divide y da lugar a dos células hijas (Figura 5.1).

Replicacion del DNA, proteinas Min y division
celular

El DNA se replica antes de que se forme el anillo FtsZ (Figu-
ra 5.3) porque este crece en el espacio entre los nucleoides
duplicados; antes de que los nucleoides se segreguen, bloquean
de manera efectiva la formacién del anillo FtsZ. Las proteinas
MinC, MinD y MinE interaccionan para guiar a FtsZ hasta el
punto medio. La proteina MinD forma una estructura en espi-
ral en la superficie interna de la membrana citoplasmatica y
ayuda a MinC a situarse en la membrana citoplasmatica. La
espiral de MinD oscila a lo largo del eje de la célula en creci-
miento e inhibe la divisién celular al impedir que se forme el
anillo FtsZ (Figura 5.3). No obstante, simultdneamente MinE
oscila también de polo a polo vy, al hacerlo, aparta las del centro

booksmedicos.org



https://booksmedicos.org

booksmedicos.org

152 UNIDAD 1 e LOS FUNDAMENTOS DE LA MICROBIOLOGIA

a las proteinas MinC y MinD. Como MinC y MinD permane-
cen mas tiempo en los polos que en ningdn otro lugar durante
el ciclo de oscilacién, el centro de la célula tendrd, de prome-
dio, la menor concentracion de estas proteinas. Por tanto, el
centro de la célula se convierte en el sitio mds permisivo para
la unién de FtsZ, de manera que el anillo se forma justo alli. En
esta inusual serie de acontecimientos, las proteinas Min asegu-
ran que el divisoma se forma solamente en el centro de la célula
y no en los polos (Figura 5.3).

A medida que contintia la elongacién celular y empieza la for-
macion del septo, se separan dos copias del cromosoma, y cada
una va hacia una célula hija (Figura 5.3). La proteina FtsK y algu-
nas otras participan en este proceso. A medida que la célula se
constrine, el anillo FtsZ empieza a despolimerizarse y desenca-
dena el crecimiento hacia dentro de los materiales de la pared
para formar el septo y separar las dos células hijas. La activi-
dad enzimatica de FtsZ también hidroliza trifosfato de guano-
sina (GTP, un compuesto de alta energia) para liberar la energia
necesaria para la polimerizacién y la despolimerizacién del ani-
llo de FtsZ (Figuras 5.2y 5.3).

La comprension de los detalles de la divisién celular bacte-
riana tiene un gran interés practico, porque puede facilitar el

Cromosoma

Honguila de replcacion sanple

i~ -\
k P T :

A =

# P

desarrollo de nuevos farmacos dirigidos a pasos especificos del
crecimiento de las bacterias patégenas. Al igual que la penici-
lina (firmaco que inhibe la sintesis de la pared celular), los far-
macos que interfieren en el funcionamiento de Fts especificas u
otras proteinas bacterianas de la divisién celular podrian tener
muchas aplicaciones clinicas.

Replicacion del genoma en las células

de crecimiento rapido

Como vimos en el Capitulo 4, la naturaleza circular del cro-
mosoma de Escherichia coli y de la mayoria de los procariotas
supone una oportunidad para acelerar la replicacién del DNA,
ya que la replicacion de los genomas circulares es bidireccional
desde el origen de replicacion. Durante la replicaciéon bidirec-
cional, la sintesis se produce en cada cadena molde de manera
avanzada y retrasada, y esto permite que el DNA se replique
lo més rapidamente posible (2o Figura 4.17). Los estudios de
la replicacion del cromosoma muestran que el tiempo minimo
necesario en E. coli es de 40 min, y es independiente del tiempo
de generacioén (Figura 5.4). Sin embargo, esto supone una para-
doja en cultivos de crecimiento rapido como el de E. coli, ya
que este organismo puede dividirse cada 20 min en condiciones

i =,

- “n_<:

Tiempa (minj

8 Tiempo de generacion, 1 h; tiempo de replicacion, 40 min,

Muifiples nonguillas de replcacion

: ?

Tiempa (minj

b} Tiempo de gensracion, 20 min; tiempo de replicacion. 40 min.

Flgura 5.4 Replicaciin del genoma en células de Escherichia colf creciendo en tiempos de gensraciin de 60 min o 20 min. En s células que sa
duplican cada 20 min, san necesanas musiples homuillas de raplicacion para asegurar que cada cefula hija recibe ura copia completa del genoma., qus tarda

A0 min en replicarse,
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Optimas. A esta velocidad de crecimiento, ;como se acopla
correctamente la replicacion del genoma con la de la célula?

La solucién a este problema es que las células de E. coli que
se duplican en menos de 40 min contienen multiples horqui-
llas de replicacion del DNA. Es decir, antes de que termine una
ronda de replicacion del DNA ya estd empezando una ronda
nueva (Figura 5.4), de manera que algunos genes estan pre-
sentes en mds de una copia. Esto asegura que, con tiempos de
generacion mas cortos que el tiempo necesario para replicar el
genoma (un proceso que se realiza a velocidad méxima cons-
tante), cada célula hija reciba una copia completa del genoma
en el momento de formacién del septo.

MINIRREVISION ---------smmsmmemmemmsm s ooy

* ;Qué es el divisoma?

e ;,Como encuentra la proteina FtsZ el punto medio de un
bacilo?

e Explique como puede el tiempo minimo de generacion de
Escherichia coli ser menor que el tiempo necesario para
replicar su cromosoma.

___________________________________________________________________

5.3 La proteina MreB y la morfologia
celular

De la misma manera que hay proteinas especificas que dirigen
la divisién celular en procariotas, otras proteinas especificas
condicionan la forma de la célula. Sorprendentemente, estas
proteinas que determinan la forma presentan una homolo-
gia significativa con proteinas clave del citoesqueleto de las
células eucariotas. Al igual que los eucariotas, los procario-
tas también tienen citoesqueleto, que es dindmico y multi-
funcional.

La forma de las células y MreB

El principal factor determinante de la forma de las bacterias
es una proteina llamada MreB, que forma un citoesqueleto
simple en las bacterias y en unas pocas especies de Archaea.
MreB forma una hélice de filamentos alrededor del interior
de la célula, justo por debajo de la membrana citoplasmatica
(Figura 5.5). Se supone que el citoesqueleto de MreB define la
forma de la célula mediante la incroporaciéon de otras pro-
teinas que actdan en el crecimiento de la pared celular agru-
pandose para seguir un patrén especifico. La inactivacion
del gen que codifica MreB en los bacilos hace que las células
tengan forma de coco (redondas). Ademads, la mayoria de las
bacterias que de manera natural tienen forma de coco care-
cen del gen MreB, de manera que no sintetizan la proteina.
Esto indica que la morfologia «por defecto» para una bac-
teria lo mas probable es que sea una esfera. De las variacio-
nes en la disposicion de los filamentos de MreB en las células
de las bacterias no esféricas es probable que dependan de las
diferentes morfologias habituales de las células procariotas
(@& Figura 2.11).

:;Como define MreB la forma de una célula? Las estructu-
ras helicoidales que forman esta proteina (Figura 5. #) no son
estdticas, sino que pueden rotar en el interior del citoplasma de
una célula en crecimiento. El peptidoglicano recién sintetizado

B Sitios de sintesis
oz parsd caluler

i3)

Alex Formstone

(b)

Christine Jacobs-Wagner

©

Figura 5.5 MreB y crescentina como determinantes de la morfologia
celular. (a) La proteina MreB del citoesqueleto es un analogo de la actina que
se enrolla en espiral a lo largo del eje mayor de un bacilo y entra en contacto
con la membrana citoplasmatica en diversos sitios (circulos de puntos rojos),
que son los lugares donde se sintetiza la nueva pared celular. (b) Micrografias
de las mismas células de Bacillus subtilis. lzquierda, contraste de fases;
derecha, fluorescencia. Las células contienen una sustancia que hace que la
proteina MreB emita fluorescencia, que aqui se ve como un blanco brillante.
(c) Células de Caulobacter crescentus, una célula curvada de manera natural
(con forma de vibrio). Las células se han tefiido para poder observar la
crescentina (en rojo), una proteina que se encuentra a lo largo de la superficie
concava de las células y determina su forma; también se han tefiido con DAPI,
que tifie el DNA, y por tanto toda la célula, de azul.

(Seccidn 5.4) se asocia con las hélices de MreB en puntos en los
que estas entran en contacto con la membrana citoplasmadtica
(Figura 5.54). Se piensa que MreB localiza la sintesis de nueva
pared celular en ubicaciones especificas a lo largo del eje mayor
de un bacilo durante el crecimiento. Esto permite que se forme
nueva pared celular en varios puntos de la célula en lugar de en
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una sola ubicacion desde el sitio FtsZ hacia fuera, como si ocu-
rre en las bacterias esféricas (véase la Figura 5.*}. MreB dirige la
sintesis de nueva pared celular rotando en el interior del cilin-
dro celular e iniciando la sintesis de la pared en los puntos en
que entra en contacto con la membrana citoplasmética, de
manera que la elongacién de un bacilo se produce tinicamente
alo largo de su eje mayor.

Crescentina

Caulobacter crescentus es una especie de Proteobacteria (©o Sec-
ciones 7.12 y 14.21) en forma de vibrio que, ademds de MreB,
produce una proteina determinante de la forma celular llamada
crescentina. La crescentina se organiza en filamentos de unos
10 nm de anchura que se sitdan en la superficie concava de la
célula curvada. Se piensa que la disposicion y localizacion de los
filamentos de crescentina confieren su caracteristica morfolo-
gia curvada a las células de C. crescentus (Figura 5.5¢). Caulo-
bacter es una bacteria acudtica con un ciclo de vida en el que las
células nadadoras acaban formando un pedunculo que se une
a superficies. Las células asi fijadas se dividen para formar nue-
vas células nadadoras, que son liberadas para colonizar nuevos
habitats. Las etapas de este ciclo vital estdin muy organizadas
a nivel genético, y Caulobacter se ha utilizado como sistema
modelo para el estudio de la expresion génica en la diferencia-
cién celular (@2 Seccién 7.12). Aunque la crescentina parece ser
exclusiva de Caulobacter, se han encontrado proteinas similares
a ella en otras células helicoidales, como las de Helicobacter, una
bacteria patégena (€ Seccién 29.10), lo que sugiere que estas
proteinas podrian ser necesarias para la formacién de la curva-
tura de las células.

Evolucion de la division celular y de la forma
de las células

¢En qué se parecen los determinantes de la forma y la divisién
de las células bacterianas a los de las células eucariotas? Sor-
prendentemente, MreB estd relacionado estructuralmente con
la proteina eucaridtica actina, y FtsZ con la tubulina, también
eucariotica. La actina forma estructuras llamadas microfila-
mentos que actian como un andamiaje en el citoesqueleto euca-
riético y en la divisién celular, mientras que la tubulina forma
microtibulos, que son importantes en la mitosis y en otros pro-
cesos (@2 Seccion 2.22). Ademas, la proteina crescentina, que
determina la forma en Caulobacter, esta relacionada con las
proteinas de queratina que constituyen los filamentos interme-
dios, que en las células eucariotas forman parte del citoesque-
leto; se han encontrado genes que codifican proteinas similares
en otras bacterias. Asi pues, varias proteinas que controlan
la divisién celular y el citoesqueleto en las células eucariotas
parecen tener sus raices evolutivas en Bacteria. No obstante, a
excepcion de FtsZ, parece que no existen homologos de estas
proteinas en Archaea.

MINIRREVISION -----+--ssoossoossenasenassnas s s enaces ;

e ;Coémo controla MreB la forma de un bacilo?

* ;Qué proteina se piensa que controla la forma de las células
de Caulobacter?

e ;Queé relacion existe entre las proteinas citoesqueléticas
bacterianas y las eucariéticas?

5.4 Biosintesis del peptidoglicano

En las células de todas las especies de Bacteria que contie-
nen peptidoglicano, que son la mayoria, el peptidoglicano
preexistente se tiene que cortar temporalmente para permi-
tir que el recién sintetizado se inserte durante el proceso de
crecimiento. En los cocos, el nuevo material de pared crece
en sentido opuesto desde el anillo FtsZ (Figura 5.6), mientras
que, como hemos visto, en los bacilos crece en diversos sitios
a lo largo de la célula (Figura 5.54). En cualquier caso, ;como
se sintetiza el peptidoglicano y cémo sale fuera de la mem-
brana citoplasmadtica, donde se encuentra la cubierta de pep-
tidoglicano?

Biosintesis de peptidoglicano

Se puede pensar en el peptidoglicano como una tela resis-
tente a la tensién, muy parecida a una lamina fina de goma.
La sintesis del nuevo peptidoglicano durante el crecimiento
requiere el corte controlado del peptidoglicano preexistente y
la insercién simultinea de los precursores del peptidoglicano.
Una molécula transportadora de lipidos llamada bactopre-
nol ejerce una funcién fundamental en este ultimo proceso.
El bactoprenol es un alcohol C, hidréfobo que se une a un
N-acetilglucosamina/dcido N-acetilmuramico/pentapép-
tido, precursor del peptidoglicano (Figura 5.7). El bactoprenol
transporta los precursores del peptidoglicano a través de la
membrana citoplasmatica haciéndolos lo bastante hidréfo-
bos para atravesarla.

Una vez en el periplasma, el bactoprenol interacciona con
transglicosilasas, unas enzimas que insertan los precursores
en el punto de crecimiento de la pared celular y catalizan la
formacion del enlace glicosidico (Figura 5.8). Antes de esto,
otras enzimas llamadas autolisinas, que actian hidrolizando

Anillo FtsZ —\

)

Bandas de pared Zona de crecimiento

@

A.Umeda and K. Amako

o)

Figura 5.6 Sintesis de la pared celular en las bacterias grampositivas.
(a) Localizacion de la sintesis de pared celular durante la division celular. En
los cocos, la sintesis de pared celular (en verde) se localiza en un Unico punto
(comparese con la Figura 5.5a). (b) Micrografia electrénica de barrido de
células de Streptococcus hemolyticus en la que se muestran las bandas de la
pared (flechas). Cada célula tiene un diametro aproximado de 1 pm.
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—— Porcién hidréfoba ————

|
Precursor {@_&_o

del peptidoglicano

Figura 5.7 Bactoprenol (difosfato de undecaprenol). Esta molécula
hidréfoba transporta los precursores del peptidoglicano de la pared a través de
la membrana citoplasmatica.

los enlaces que conectan la N-acetilglucosamina y el acido
N-acetilmuramico al esqueleto, hacen unos pequeiios cortes
en el peptidoglicano existente. Entonces se aflade nuevo mate-
rial de pared a través de esos cortes (Figura 5.84). La unién
entre el peptidoglicano viejo y el nuevo forma un cordonci-
llo en la superficie celular de las bacterias grampositivas que
se llama banda de pared (Figura 5.6b). Es imprescindible que
la sintesis del peptidoglicano sea un proceso coordinado de
manera precisa. Las nuevas unidades de tetrapéptidos deben
empalmarse al peptidoglicano existente inmediatamente des-
pués de que las autolisinas actten, para impedir la formacion
de una brecha en la integridad del peptidoglicano en el punto
de empalme, pues una brecha podria causar la lisis espontinea
de la célula, llamada autolisis.

Actvideddela 1y e coacimiento

transglicosilasa da- la pared celular

faj

Transpeptidacion

El paso final de la sintesis de la pared celular es la trans-
peptidacion. En la transpeptidaciéon se forman los puentes
peptidicos entre los residuos de dcido murdmico en cade-
nas adyacentes de glicano (€2 Seccién 2.10 y Figuras 2.25 y
2.26). En las bacterias gramnegativas como Escherichia coli,
los puentes se forman entre el dcido diaminopimélico (DAP)
de un péptido y la p-alanina del péptido adyacente. Si bien hay
dos residuos de D-alanina al final del precursor del peptidogli-
cano, solo uno permanece en la molécula final; el otro es elimi-
nado durante la transpeptidacién (Figura 5.8)). Esta reaccién
es exergdnica (que libera energia; o Seccion 3.4) y suminis-
tra la energia necesaria para que se produzca la transpepti-
dacidén. En E. coli, la proteina Ftsl (Figura 5.2a) actua como
transpeptidasa.

La transpeptidacion tiene una gran importancia médica, por-
que es la reaccion que es inhibida por la penicilina. En las bac-
terias se han identificado diversas proteinas que se unen a la
penicilina, incluida la FtsI (Figura 5.24). Cuando la penicilina se
une a ellas, estas proteinas se inactivan. En ausencia de trans-
peptidacion, en una célula que, de otro modo, estaria creciendo,
la actividad continuada de las autolisinas (Figura 5.8) debilita
tanto el peptidoglicano que la célula finalmente explota.

MINIRREVISION ---------mmemmemmemsoom sy

e ;Qué son las autolisinas y por qué son necesarias?

e ;Qué funcion tiene el bactoprenol? '
* ;Qué es la transpeptidacion y por qué es importante? E

ﬂ— -Ala— p-Glu— DAP— u-.»!-la

[ Transpeptdacin |

l R
ﬂ’_ L-Ala—o-Glu —DAP —c-Ala— DAP —:Elu—Lm+
I

o-Als

Lt

Figura 5.8 Sintesis de peptidoglicano. () Transporte de precursores del peptidoglicano a través de la membrana citoplasmatica hasta el punto de
crecimiento de la pared celular. La autolisina corta los enlaces glicosidicos del peptidoglicano preexistente y la transglicosilasa sintetiza otros para unir el viejo
peptidoglicano con el nuevo. (b) Reaccion de transpeptidacion que lleva al entrecruzamiento final de dos cadenas de peptidoglicano. La penicilina inhibe esta

reaccion.
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Il - Crecimiento de las poblaciones

Recordemos que el crecimiento microbiano se define como el
aumento del niimero de células de una poblacion. Asi, ahora
pasaremos de considerar los procesos de crecimiento y divisién
en una célula individual a estudiar la dindmica del crecimiento
de las poblaciones bacterianas.

5.5 Aspectos cuantitativos
del crecimiento microbiano

Durante la division celular, una célula se convierte en dos.
En el tiempo que tarda en ocurrir esto (el tiempo de genera-
cién), tanto el nimero de células como la masa se duplican
(Figura 5.1). Como veremos, el numero de células de un cultivo
bacteriano en crecimiento puede aumentar mucho muy rapida-
mente, y centraremos nuestra atencion en cémo gestionar estos
numeros de manera cuantitativa.

Representacion de los datos de crecimiento

En la Figura 5.9 se muestra un experimento de crecimiento a
partir de una sola célula que tiene un tiempo de generacion de
30 min. Este patréon de crecimiento de poblacion, en el que el
numero de células se duplica a intervalos constantes de tiempo,
se llama crecimiento exponencial. Cuando el nimero de célu-
las de un experimento de este tipo se representa gréficamente
en coordenadas aritméticas (lineales) en funcién del tiempo, se

Tiempo Numero de Tiempo Numero de

(h) células totales (h) células totales

0 1 4 256 (28

0,5 2 45 512 (29

1 4 5 1.024 (219)

1,5 8 55 2.048 2')

2 16 6 4.096 (2'29)

2,5 32 . .

3 64 . .

3,5 128 10 1.048.576 (229)
(@)

1.000
Logaritmi - 10°
ogaritmica
7 n®
£ Aritmética g9
23 {102 R E
(&) E o E
O = O 5
©& 500 T o
o o
(O [
£ 3 £ 3
z3 Q10 28
100
1
0 1 2 3 4 5
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(®)

Figura 5.9 Velocidad de crecimiento de un cultivo microbiano. (3) Datos
de una poblacion que se duplica cada 30 min. (b) Datos representados en
escalas aritmética (ordenada izquierda) y logaritmica (ordenada derecha).

obtiene una curva con una pendiente que aumenta de manera
constante (Figura 5.95). En cambio, cuando se representa el
numero de células en escala logaritmica (log,,) en funcién del
tiempo (grafica semilogaritmica), como en la Figura 5.90), la
pendiente pasa a ser una linea recta. Esta linea recta refleja el
hecho de que las células crecen exponencialmente y la pobla-
cién se duplica a intervalos constantes.

Los graficos semilogaritmicos también son ttiles para esti-
mar tiempos de generacién de un cultivo a partir de datos de
crecimiento, ya que los tiempos de generacion se pueden inferir
directamente del grafico, como se muestra en la Figura 5.10. Por
ejemplo, cuando se seleccionan dos puntos del eje Y de la curva
que representan la duplicacién de la poblacién y se trazan dos
lineas verticales desde ellos hasta el eje X, el intervalo de tiempo
medido sobre este eje es el tiempo de generacién (Figura 5.105).

Las matematicas del crecimiento y las expresiones
de crecimiento

El aumento del numero de células en un cultivo bacteriano de
crecimiento exponencial se puede expresar con matematicas
sencillas basadas en la progresiéon geométrica del niimero 2.
Cuando una célula se divide para convertirse en dos, lo expre-
samos matematicamente como 2° — 2'. Cuando dos células se
dividen para convertirse en cuatro lo expresamos como 2' 22
y asi sucesivamente (Figura 5.94). Existe una relacion fija entre
el nimero inicial de células de un cultivo y el nimero presente
tras un periodo de crecimiento exponencial, y esta relacién se
puede expresar como

N=N2"

donde N es el numero de células finales, N es el nimero de
células iniciales, y 7 es el numero de generaciones durante el
periodo de crecimiento exponencial. El tiempo de generacién
() de la poblacién con crecimiento exponencial es /71, donde
t es la duracién del crecimiento exponencial expresada en dias,
horas o minutos. Sabiendo el niimero inicial y final de células en
una poblacion de crecimiento exponencial, es posible calcular
n, y a partir de #, sabiendo ¢, el tiempo de generacién, g.

La ecuacién N = N,2" se puede expresar en términos de
haciendo el logaritmo en ambos lados de la ecuacion:

N = N2"

logN =logN, + nlog2
log N — log Ny = n log 2
_logN—1logN, logN - logN,
T g2 o301

= 3,3(log N — log Np)

Usando la tltima expresidn es posible calcular los tiempos de
generacién en términos de cantidades medibles, Ny N,. Tome-
mos, por ejemplo, los datos reales de crecimiento de la grafica
de la Figura 5.10b, donde N = 10°, N, = 5 X 107,y t = 2:

n = 3,3[log(10°) — log(5 X 10")]
= 3,3(8-7,69) = 3,3(0,301) = 1
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4 x 107
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Figura 5.10 calculo de los parametros del crecimiento microbiano.
Método de estimacion del tiempo de generacion (g) de poblaciones con
crecimiento exponencial con g de (@)6 hy (b) 2 h a partir de los datos
representados en graficas semilogaritmicas. La pendiente en cada grafica es
igual a 0,301/g, y nes el nimero de generaciones en el tiempo £ Todos los
niimeros se expresan en notacion cientifica; es decir, 10.000.000 es 1 X 107,
60.000.000 es 6 x 107y asi sucesivamente.

Asi, en el ejemplo, g = ¢/n = 2/1 = 2 h. Si el crecimiento expo-
nencial continuase durante otras 2 horas, el nimero de células
serfa 2 X 10°. Dos horas mas tarde, seria 4 X 10% y asi sucesi-
vamente. Ademads de determinar el tiempo de generacién de un
cultivo con crecimiento exponencial a partir de los datos gra-
ficos (Figura 5.100), g también se puede calcular directamente
a partir de la pendiente de la funcién lineal obtenida en una
representacion semilogaritmica del crecimiento exponencial.
La pendiente es igual a 0,301 7/t (0 0,301/g). En el ejemplo ante-
rior, la pendiente seria, por tanto, 0,301/2, o 0,15. Puesto que g
es igual a 0,301/pendiente, llegamos al mismo valor de 2 para g.
El término 0,301/g se llama velocidad especifica de crecimiento,
y se abrevia k.

A partir de estos datos se pueden calcular otras expresiones
utiles sobre el crecimiento. Por ejemplo, la inversa del tiempo
de generacidn, llamada velocidad de divisién y abreviada v. La
velocidad de division es igual a 1/g, y sus unidades son la inversa
de las horas (4 7"). Es decir, mientras g es una medida del tiempo

que tarda una poblacién en duplicar su numero de células, v es
una medida del niimero de generaciones por unidad de tiempo
en un cultivo con crecimiento exponencial. La pendiente de la
linea que relaciona el logaritmo del niimero de células con el
tiempo (Figura 5.10) es igual a v/3,3. Conociendo los valores
de n y t, podemos calcular g, k y v para diferentes microorga-
nismos que crecen en diferentes condiciones. A menudo esto
resulta ttil para optimizar las condiciones de cultivo para un
organismo recién aislado, asi como para probar el efecto posi-
tivo o negativo de algin tratamiento en un cultivo bacteriano.
Por ejemplo, la comparacién con un control sin modificar per-
mite identificar los factores que estimulan o inhiben el creci-
miento midiendo su efecto sobre los distintos pardmetros del
crecimiento que acabamos de analizar.

Consecuencias del crecimiento exponencial

Durante el crecimiento exponencial, el aumento del nimero
de células es inicialmente bastante lento, pero aumenta a una
velocidad cada vez mayor. En las tltimas etapas del crecimiento
exponencial, esto provoca un aumento explosivo del nimero
de células. Por ejemplo, en el experimento que se muestra en
la Figura 5.9, la velocidad de produccién de células en los pri-
meros 30 min de crecimiento es 1 célula por cada 30 min. Sin
embargo, entre las 4 y las 4,5 horas de crecimiento, la velocidad
de produccién celular es de 256 células en 30 min, y entre las
5,5y las 6 horas es de 2.048 células en 30 min (Figura 5.9). Por
esta razon, la cantidad de células en los cultivos de laboratorio
puede llegar a ser muy grande rapidamente, y no es raro encon-
trarse con poblaciones finales de mas de 10° células.

Ademds de ser una aproximacidén tedrica, el crecimiento
exponencial puede tener implicaciones en la vida diaria. Tome-
mos algo tan normal como que se estropee la leche. Las bac-
terias del acidolactico responsables del olor agrio de la leche
estropeada la contaminan durante su extraccién y existen en
pequenas cantidades en la leche fresca pasteurizada; estos orga-
nismos crecen lentamente a la temperatura de la nevera (4 °C),
pero mucho mds rdpidamente a temperatura ambiente. Si se
deja una botella de leche fresca toda la noche a temperatura
ambiente, se genera un poco de acido lactico, pero no el sufi-
ciente para afectar a la calidad de la leche. Sin embargo, si se
deja en las mismas condiciones leche que tenga ya una semana,
que ahora contiene el resultado del crecimiento bacteriano de
una semanay, por tanto, un ndmero de células mucho mayor, se
genera una gran cantidad de dcido lactico y la leche se estropea.

MINIRREVISION -~-------s-=mssmmemsomemsomem e
e ;Qué es una grafica semilogaritmica y qué informacion
podemos obtener de ella?

e Distinga entre los términos velocidad de crecimiento especifico
y tiempo de generacion.

e Sien 8 horas un cultivo con crecimiento exponencial aumenta
de 5 X 10° células/ml a 5 X 108 células/ml, calcule g, n, vy k.

5.6 El ciclo de crecimiento

Los datos presentados en las Figuras 5.9 y 5.10 reflejan sola-
mente una parte del ciclo de crecimiento de una poblacién
microbiana, la llamada de crecimiento exponencial. Por varias
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razones, un organismo creciendo en un recipiente cerrado
como un tubo o un matraz (un cultivo discontinuo, o en
batch), no puede crecer exponencialmente por tiempo inde-
finido; y la curva de crecimiento tipica de la poblacién que se
obtiene es como la que se muestra en la Figura 5.11, que describe
un ciclo de crecimiento completo e incluye las fases de latencia,
exponencial, estacionaria y de muerte.

Fase de latencia

Cuando un cultivo microbiano se inocula en un medio fresco,
el crecimiento empieza solo tras un periodo de tiempo lla-
mado fase de latencia. Este intervalo puede ser breve o
extenso, seguin los antecedentes del in6culo y la naturaleza del
medio y las condiciones de crecimiento. Si se transfieren célu-
las de un cultivo que estaba en la fase exponencial al mismo
medio y en las mismas condiciones de crecimiento (tempe-
ratura, ventilacidn, etcétera), practicamente no se producird
fase de latencia, y el crecimiento exponencial empezard inme-
diatamente. Sin embargo, si el inéculo se toma de un cultivo
viejo, normalmente habrd fase de latencia porque las células
carecen de varios constituyentes esenciales y se necesita un
tiempo para su biosintesis. También hay una fase de latencia
cuando el inéculo es de poca viabilidad (pocas células vivas) o
contiene células danadas por algun agente agresor, como altas
o bajas temperaturas, radiacién o sustancias toxicas, pero no
muertas.

También hay una fase de latencia cuando se transfiere un cul-
tivo microbiano de un medio de cultivo rico a uno mds pobre
(empobrecimiento del medio); por ejemplo de un medio com-
plejo a un medio definido (€ Seccién 3.2). Para crecer en
cualquier medio de cultivo, las células deben contar con una
dotacion completa de enzimas para la sintesis de los metabolitos
esenciales que no estan presentes en el medio. Por tanto, ante
una reduccion del medio es necesario un tiempo para la sintesis
de estas enzimas y la posterior biosintesis de un pequeio reser-
vorio de cada metabolito.

UNIDAD 1 e LOS FUNDAMENTOS DE LA MICROBIOLOGIA

Fase exponencial

Como vimos en la Seccién 5.5, durante el crecimiento exponen-
cial la poblacién de células se duplica en intervalos regulares
durante un tiempo corto o largo segtn los recursos disponibles
y otros factores. De las células que crecen de esta manera, se
dice que estén en la fase exponencial de crecimiento. Las células
en fase exponencial estin normalmente en su mejor estado de
salud, y son las mejores para estudios sobre las enzimas y otros
componentes celulares.

La velocidad de crecimiento exponencial varfa mucho, y
depende de las condiciones ambientales (temperatura, com-
posicién del medio de cultivo), asi como de las caracteristicas
genéticas del propio organismo. En general, los procariotas
crecen mas rapidamente que los microorganismos eucariotas,
y los eucariotas mds pequenos, suelen crecer mas rapidamente
que los grandes. Esto deberia recordarnos el concepto que
hemos estudiado anteriormente de la relacién entre superfi-
cie y volumen. Como vimos, las células pequenas tienen mds
capacidad para el intercambio de nutrientes y desechos que las
células mds grandes, y esta ventaja metabolica puede influir en
gran medida en el crecimiento y otras propiedades (o Sec-
cién 2.6).

Fase estacionaria y fase de muerte

En un cultivo discontinuo, el crecimiento exponencial no se
puede mantener indefinidamente. Tengamos en cuenta que una
sola célula bacteriana que pesa una billonésima parte (107'%) de
un gramo, creciendo exponencialmente con un tiempo de gene-
raciéon de 20 min produciria, si se le permite continuar en creci-
miento exponencial durante 48 horas, una poblacién de células
que pesaria {4.000 veces el peso de la Tierra! Obviamente, esto
es imposible y el crecimiento en estos cultivos es limitado, bien
porque se agotan los nutrientes en el medio o bien porque se
acumulan los desechos del organismo. Cuando el crecimiento
exponencial cesa por uno de estos motivos (o por ambos), la
poblacién entra en la fase estacionaria (Figura 5.11).

Fase de crecimiento
Lacti‘:"'-I-Exponencial-li Estacionaria = Muerte 4|
10 : E i 110 &
0 ] i a
6 : N e ¥ 4075 g
& | j —7 2
s 9 | Turbidez -0
DE ; (densidad 6ptica) 4050 3
°% h s
c'»Q % : Recuento de viables S
oS 8 i 3
— > :
} - 0,25
7 |
° 0,1

Tiempo

Figura 5.11 curva de crecimiento tipica de una poblacion bacteriana. Un recuento de viables mide el nimero de células del cultivo que son capaces de
reproducirse. La densidad dptica (turbidez), una medida cuantitativa de la dispersion de la luz por un medio de cultivo, aumenta con el aumento del ndmero de

células.
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En la fase estacionaria no se produce aumento ni disminucién
netos del nimero de células, de modo que la velocidad de creci-
miento de la poblacidn es cero. A pesar de la parada en el creci-
miento, el metabolismo energético y los procesos biosintéticos
pueden continuar, pero normalmente a una velocidad mucho
mads reducida. Algunas células pueden incluso dividirse durante
la fase estacionaria, pero no se produce un aumento neto del
numero de células, ya que algunas células del cultivo crecen
y otras mueren, de manera que ambos procesos se equilibran
(crecimiento criptico). No obstante, mds tarde o mas temprano
la poblacién entra en la fase de muerte del ciclo de crecimiento
que, al igual que la fase exponencial, se produce siguiendo una
funcién exponencial (Figura 5.11). Sin embargo, normalmente
la fase de muerte es mucho mas lenta que la fase de crecimiento
exponencial, y en un cultivo puede haber células viables durante
meses o0 incluso anos.

Las fases de crecimiento bacteriano que se muestran en la
Figura 5.11 son un reflejo de las etapas por las que pasa una
poblacion de células, no las células individuales. Asi, los térmi-
nos fase de latencia, fase exponencial, etcétera, no significan
nada para las células individuales, sino Gnicamente en referen-
cia a una poblacién. El crecimiento de una célula individual es
un requisito necesario para el crecimiento de la poblacién, pero
es el crecimiento de la poblacién el que importa mas para la
ecologia de los microorganismos, porque las actividades micro-
bianas cuantificables requieren poblaciones microbianas, no
solo una célula microbiana individual.

MINIRREVISION ---------r-nrmmrmmemnensennsac oo

e ;En qué fase de la curva de crecimiento se dividen las células
en un periodo de tiempo constante?

* ;En qué condiciones no se produciria una fase de latencia?
e ;Por qué entran las células en fase estacionaria?

5.7 Cultivo continuo

Hasta aqui, nuestro estudio del crecimiento de la poblacién se
ha limitado a los cultivos discontinuos. El ambiente en un cul-
tivo discontinuo cambia constantemente a causa del consumo
de nutrientes y la produccién de desechos. En un dispositivo de
cultivo continuo es posible sortear estos cambios. A diferencia
de los cultivos discontinuos, que son sistemas cerrados, los cul-
tivos continuos son sistemas abiertos. En el recipiente de creci-
miento de un cultivo continuo se ailade un volumen conocido
de medio fresco a velocidad constante y se elimina a la misma
velocidad un volumen igual de medio de cultivo usado. Una vez
en equilibrio, el volumen del recipiente, el nimero de células
y la relacién nutrientes/desechos permanecen constantes, y el
cultivo alcanza el estado estacionario.

El quimiostato

El tipo mds habitual de cultivo continuo es el quimiostato, un
dispositivo en el que se puede controlar de manera indepen-
diente la velocidad de crecimiento (la rapidez con que se divi-
den las células) y la densidad celular (cudntas células se obtienen
por mililitro) (Figura 5.12). Dos factores controlan la velocidad de
crecimiento y la densidad celular, respectivamente: 1) la velo-
cidad de dilucién, que es la velocidad a la que el medio fresco

Medio fresco —>
del reservorio

Aire estéril
/ u otro gas

Regulador —
de flujo

-_‘/ Espacio con
aire o gas

e Recipiente
de cultivo

N Cultivo

L / Rebosadero

Efluyente con células
microbianas \

Figura 5.12 Esquema de un dispositivo de cultivo continuo
(quimiostato). La densidad de la poblacion esta controlada por la
concentracion de nutriente limitante en el reservorio, y la velocidad de
crecimiento, por la velocidad de flujo. Ambos parametros pueden ser
establecidos al realizar el experimento.

entra y el medio usado sale; y 2) la concentracion de un nutriente
limitante, como la fuente de carbono o nitrégeno, presente en el
medio estéril que entra en el recipiente del quimiostato.

En un cultivo discontinuo, la concentracién de nutrientes con-
diciona tanto la velocidad de crecimiento como el rendimiento
(Figura 5.13). A concentraciones muy bajas de un nutriente deter-
minado, la velocidad de crecimiento es submdaxima porque el
nutriente no puede ser transportado al interior de la célula lo
bastante rdpido para satisfacer las demandas metabdlicas. A
concentraciones mas altas de nutriente se puede alcanzar la

Velocidad y o
— rendimiento Solo el rendimiento .

afectados esta afectado |
Z L
5 E
£ E
3 [0
5 G
o (]
3 ©
o 2
g 5
g £
s 2
> §

0 0,1 0,2 0,3 0,4 05

Concentracién de nutriente (mg/ml)

Figura 5.13 Efecto de los nutrientes en el crecimiento. Relacion entre
la concentracion de nutriente, la velocidad de crecimiento (curva verde) y el
rendimiento (curva roja) en un cultivo discontinuo (sistema cerrado). Solo a
bajas concentraciones de nutriente se ven afectados tanto la velocidad de
crecimiento como el rendimiento.
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velocidad maxima, pero la densidad celular puede seguir aumen-
tando en proporcion a la concentracion de nutrientes en el medio
(Figura 5.13). En un quimiostato, en cambio, la velocidad de cre-
cimiento y el rendimiento se controlan de manera independiente:
la velocidad de crecimiento por la velocidad de dilucioén, y el ren-
dimiento por la concentracion del nutriente limitante.

Variacion de los parametros del quimiostato

En la Figura 5.14 se muestran los efectos que se producen en el
crecimiento bacteriano al variar la velocidad de dilucién y la
concentracién del nutriente limitante en un quimiostato. Como
se ve, la velocidad de dilucién controla la velocidad de creci-
miento dentro de unos limites bastante grandes, si bien a velo-
cidades de dilucién muy altas o muy bajas el estado estacionario
se rompe. A una velocidad de dilucién demasiado alta, el orga-
nismo no puede crecer lo bastante rdpido para mantenerse con
esa dilucién y desaparece por lavado del quimiostato. En cam-
bio, a una velocidad de dilucién demasiado baja las células pue-
den morir por inanicién, porque el nutriente limitante no se
anade lo bastante rdpido para que se lleve a cabo el metabo-
lismo celular minimo. No obstante, entre estos dos limites se
pueden alcanzar diferentes velocidades de crecimiento, simple-
mente variando la velocidad de dilucién.

La densidad celular en un quimiostato es controlada por un
nutriente limitante exactamente igual que en un cultivo disconti-
nuo (Figura 5.13). Si se aumenta la concentracion de este nutriente
en el medio entrante a una velocidad de dilucién constante, la den-
sidad celular aumentara, pero la velocidad de crecimiento seguira
siendo la misma. Asi, variando la velocidad de dilucién del qui-
miostato y la concentracién de nutriente, para una velocidad de
crecimiento determinada se pueden establecer poblaciones celu-
lares diluidas (por ejemplo, 10° células/ml), moderadas (por ejem-
plo, 107 células/ml) o densas (por ejemplo, 10° células/ml).

Usos experimentales del quimiostato
Una ventaja prdactica del quimiostato es que la poblacién de
células se puede mantener en la fase de crecimiento exponen-
cial durante largos periodos, dias o incluso semanas. Las células
en fase exponencial suelen ser las preferidas para los experi-
mentos fisiol6gicos, y si se cultivan en un quimiostato pueden
estar siempre disponibles. Ademads, se pueden repetir los expe-
rimentos con la seguridad de que cada vez la poblacién de célu-
las serd siempre lo més parecida posible. Cuando se extrae una
muestra del quimiostato es necesario un tiempo para que el
recipiente vuelva a su volumen original y para que alcance de
nuevo el estado estacionario. Transcurrido ese tiempo se puede
volver a tomar una muestra.

El quimiostato se usa tanto en ecologia microbiana como en
fisiologia microbiana. Por ejemplo, como en él se pueden imitar

I Estado estacionariol
5 Concentracién bacteriana

Tiempo de duplicacion (h)

Concentracién bacteriana en estado
estacionario (g/l)
w

0 0,25 05 0,75 1.0

Velocidad de dilucion (h~) Lavado

Figura 5.14 Relaciones en un quimiostato en estado estacionario.

La velocidad de dilucion esta determinada por la velocidad de flujo y por

el volumen del recipiente de cultivo. Asi, con un recipiente de 1.000 mly

una velocidad de flujo de 500 mi/h la velocidad de dilucién sera de 0,5 h™".
Obsérvese que a velocidades de dilucion altas el crecimiento no puede
equilibrar la dilucion y la poblacion se elimina por lavado. Obsérvese también
que aunque la densidad de poblacion se mantiene constante durante el estado
estacionario, la velocidad de crecimiento (el tiempo de duplicacion) puede
variar mucho.

las concentraciones bajas de sustrato que a menudo se encuen-
tran en la naturaleza, es posible averiguar qué organismos en
cultivos mixtos de composicién conocida sobreviven mejor en
condiciones de limitacién de nutrientes. Esto puede hacerse
analizando los cambios en la comunidad microbiana en funcién
de la variacién de las condiciones nutricionales. El quimiostato
también se ha utilizado para el enriquecimiento y el aislamiento
de bacterias del medio natural. A partir de una muestra natural
se puede seleccionar una poblacién estable en las condiciones
de nutrientes y de velocidad de dilucién que se desee y, a con-
tinuacion, aumentar lentamente la velocidad de dilucion hasta
que solo quede un organismo. De esta manera, estudiando la
velocidad de crecimiento de varias bacterias del suelo, se aisl6
una bacteria con un tiempo de duplicacién de 6 min, la bacteria
con el crecimiento mds rapido que se conoce.

MINIRREVISION ----------oxsoremmeamsmnemnensncan e ;

e, En qué se diferencian los microorganismos de un quimiostato
de los microorganismos de un cultivo discontinuo?

¢ ;Qué ocurre en un quimiostato si la velocidad de dilucion
supera la velocidad de crecimiento maxima del organismo?

* ;Se tienen que usar cultivos puros en un quimiostato?

lll - Medida del crecimiento microbiano

1 crecimiento de la poblacién se mide a partir de los cam-
bios en el nimero de células o en la concentracién de algun
componente celular como estimacién del nimero de células.
Estos componentes pueden ser proteinas, dcidos nucleicos o el

propio peso seco de las células. A continuacién hablaremos de
dos métodos habituales para medir el crecimiento celular: el
recuento de células y la turbidez, esta dltima como funcién de
la masa celular.
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5.8 Recuento por microscopia

El recuento total de células microbianas en un cultivo o en una
muestra natural se puede llevar a cabo simplemente por obser-
vacion y enumeracién de las células presentes. El método mas
habitual es el recuento celular microscépico. Se pueden hacer
recuentos microscopicos en muestras secas sobre portaobjetos
o en muestras liquidas. Las muestras secas se pueden teilir para
aumentar el contraste entre las células y el entorno (o Sec-
ciones 2.2 y 18.3). Con las muestras liquidas, se usan cdmaras
de recuento que consisten en una rejilla con cuadrados de drea
conocida grabados en la superficie de un portaobjetos de cristal
(Figura 5.15). Cuando el cubreobjetos se coloca sobre la cdmara,
cada cuadrado de la rejilla tiene un volumen exacto medido. Se
puede contar al microscopio el nimero de células por unidad de
drea de la rejilla, y se obtiene una medida del nimero de células
por volumen de la cdmara. El niumero de células por mililitro se
calcula mediante un factor de conversién basado en el volumen
de la muestra de la cdmara (Figura 5.15).

Las células de las muestras liquidas también se pueden con-
tar con un citéometro de flujo, que es una maquina que utiliza
un haz de ldser y una electrénica compleja para contar células
individuales. La citometria de flujo no se suele utilizar para el
recuento rutinario de células microbianas, pero tiene aplicacio-
nes en el campo de la medicina para contar y diferenciar células
sanguineas y otros tipos de células en las muestras clinicas. Tam-
bién se ha utilizado en ecologia microbiana para separar diferen-
tes tipos de células con fines de aislamiento (€2 Seccion 18.10).

Inconvenientes del recuento microscopico

El recuento microscépico es un método facil y rapido de esti-
mar el nimero de células microbianas; sin embargo, tiene
varias limitaciones que restringen su utilidad a aplicaciones
bastante especificas. Por ejemplo, sin técnicas de tincién espe-
ciales (@2 Seccion 18.3), las células muertas no pueden distin-
guirse de las vivas, y es dificil conseguir la precisién incluso
aunque se repitan los recuentos. Ademds, a menudo es difi-
cil ver las células pequenas al microscopio, lo que puede lle-
var a recuentos erréneos, y las suspensiones celulares de baja
densidad (menos de 10° células/mililitro) tendran pocas célu-
las (si es que hay alguna) en el campo del microscopio a no ser
que se concentren y resuspendan previamente en un volumen
pequeno. Por ultimo, las células con motilidad tienen que estar
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muertas o inmovilizadas de algiin modo antes de contarlas, y
los desechos presentes en la muestra se pueden confundir facil-
mente con células.

Recuento microscopico de células en ecologia
microbiana

A pesar de los muchos posibles inconvenientes, los ecdlogos
microbianos usan a menudo los recuentos microscépicos de
células en muestras naturales; pero utilizan colorantes para
visualizar las células, a menudo colorantes muy potentes que
aportan importante informacidn filogenética sobre las células o
de otro tipo, como sus propiedades metabdlicas.

El colorante DAPI (€0 Seccidn 2.2 y Figura 2.6¢) tifie todas las
células de una muestra porque reacciona con el DNA. Ademds,
se pueden preparar colorantes fluorescentes muy especificos
para determinados organismos o grupos de organismos relacio-
nados uniendo el colorante a sondas de acidos nucleicos especi-
ficos. Por ejemplo, se pueden usar colorantes filogenéticos que
tiflen Ginicamente especies de Bacteria o Gnicamente de Archaea,
en combinacién con colorantes inespecificos para determinar la
proporcion de cada dominio en una muestra determinada; el uso
de estos colorantes se comenta con detalle en la Seccién 18.4.
Otras sondas fluorescentes se dirigen a genes que codifican enzi-
mas vinculadas a procesos metabdlicos especificos; si una célula
se tifie con una de estas sondas, se puede suponer una propie-
dad metabdlica clave que ponga de manifiesto la funcién eco-
légica de la célula en la comunidad microbiana. En todos estos
casos, si las células de la muestra estdn presentes en poca canti-
dad, por ejemplo en una muestra de agua marina, esta limitacion
se puede superar concentrando primero las células en un filtro y
contdndolas luego después de teiirlas.

El recuento microscépico de células es muy ficil de hacer y
suele aportar informacién muy ttil, por lo que se usa de manera
habitual en los estudios ecoldgicos de ambientes microbianos
naturales. Hablaremos de ello con mas detalle en el Capitulo 18.

MINIRREVISION

e Cite algunos de los problemas que pueden surgir al contar
células al microscopio con preparaciones sin tefiir.

e ;Como podria detectar, usando técnicas microscopicas,
la presencia de arqueas en un lago alpino en el que la
concentracién de células totales es solamente de 10%/ml?

cuidado de que no rebose; el espacio

Observacion al microscopio; se cuentan

~
~
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1
I
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! ’ 3 4
| Numero/mm?® (1,5 x 10%)

Bordes que sostienen el cubreobjetos - N __--~"" Para calcular el nimero por millitro
Cubreobjetos P ([ 2] o N--"" de muestra: 12 células x 25 cuadrados
- P \ grandes x 50 x 108
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I

entre el cubreobjetos y el portaobjetos

es de 0,02 mm (1/50 mm). La rejilla

tiene 25 cuadrados grandes, un area total
de 1 mm?2 y un volumen total de 0,02 mmS3.

las células de un cuadrado grande
(16 cuadrados pequefios): 12 células I
(en la practica se cuentan varios cuadros
grandes y se halla la media).

Namero/cm? (ml) (1,5 x 107)

Figura 5.15 Recuento directo en el microscopio usando la camara de recuento de Petroff-Hausser. Normalmente se usa un microscopio de contraste de

fases para contar las células y evitar tener que tefirlas.
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5.9 Recuento de células viables

Una célula viable es la que es capaz de dividirse y formar des-
cendencia, y en la mayorifa de las situaciones de recuento de
células, son esas las que mds interesan. Por eso se ha desa-
rrollado el método de recuento de viables, llamado también
recuento en placa, porque son necesarias placas de agar. En un
recuento de viables se supone que cada célula viable crecerd y
se dividird para formar una colonia, de manera que el nimero
de colonias refleja el numero de células.

Métodos de recuento de células viables

Existen al menos dos métodos para llevar a cabo un recuento
en placa: el método de siembra por extensién en placa y el
método de siembra por vertido en placa (Figura 5.16). En el
método de extension en placa, sobre la superficie de una placa
de agar se extiende, con ayuda de un asa de vidrio estéril, un
volumen (normalmente 0,1 ml o menos) de un cultivo diluido
adecuadamente. En el método de vertido en placa se pipetea
un volumen conocido (normalmente 0,1-1,0 ml) de cultivo en
una placa de Petri estéril; a continuacidn se aitade medio de
agar fundido, justo a la temperatura por encima de la de soli-
dificacién, y se mezcla con cuidado moviendo suavemente la
placa encima de la poyata. Con ambos métodos es importante
que el ndmero de colonias que se desarrollen en el medio no
sea ni demasiado alto ni demasiado bajo. En las placas dema-
siado llenas es posible que no todas las células formen colonias;
ademads, algunas colonias podrian fusionarse, lo que provocaria
mediciones erréneas. Si el nimero de colonias es demasiado
pequeno, la significacion estadistica del recuento serd baja. La
practica habitual, que es la mas vélida a efectos estadisticos, es
contar colonias solamente en placas que tengan entre 30 y 300
colonias.

Método de siembra por extension

—

ess——)>

" . e Incubacién o
- : -

Se extiende la muestra de
manera regular en la
superficie de agar usando
un asa de virio estéril

La muestra (0,1 ml o menos)
se pipetea en la superficie
de una placa de agar

Método de siembra por vertido en placa

La muestra se pipetea Se afiade medio estéril

en una placa estéril

EEa——)>
: S (solidificacion
o

y se mezcla bien con el indculo

Para obtener el nimero de colonias adecuado, casi siempre
hay que diluir la muestra que se va a contar. Como normal-
mente no se conoce el numero aproximado de viables antes de
hacer el recuento, suele ser necesario hacer més de una dilucién.
Generalmente se hacen diluciones decimales de la muestra
(Figura 5.17). Para hacer una dilucién decimal (107™") se mezclan
0,5 ml de muestra con 4,5 ml de diluyente, o 1,0 ml de mues-
tra con 9,0 ml de diluyente. Si la dilucién necesaria es centesi-
mal (107%), se mezclan 0,05 ml con 4,95 ml de diluyente, 0 0,1 ml
con 9,9 ml de diluyente. También se puede obtener una dilucién
107? haciendo dos diluciones decimales sucesivas. Con los culti-
vos densos, estas diluciones en serie son necesarias para conse-
guir una dilucién adecuada para sembrar y conseguir colonias
que puedan contarse. Asi, se puede obtener una dilucién 10
(1/10°) haciendo tres diluciones 107> (1/10°) sucesivas o seis
diluciones 107! sucesivas (Figura 5.17).

Fuentes de error en el recuento en placa
El ndmero de colonias obtenidas en un experimento de recuento
de viables depende no solo del tamaio del inéculo y la viabilidad
del cultivo, sino también del medio de cultivo y las condiciones
de incubacién. También puede cambiar con la duracién de la
incubacién. Por ejemplo, si se cuenta un cultivo mixto, no todas
las células depositadas en la placa formaran colonias a la misma
velocidad; si se usa un tiempo de incubacidn corto se obtendran
menos colonias de las posibles. Ademas, el tamaiio de las colo-
nias puede variar. Si se desarrollan colonias muy pequenas, pue-
den pasar desapercibidas durante el recuento. Con los cultivos
puros, el desarrollo de las colonias es un proceso mas sincrénico
y la morfologia uniforme de las colonias es la norma.

El recuento de viables puede estar sujeto a errores bastante con-
siderables por varias razones, como la falta de homogeneidad

Colonias
superficiales

Deborah O. Jung

Resultado tipico de la
siembra por extensién

Coloniasv
superficiales

- . Colonias en %
- __/ el interior
= del medio

Resultado tipico de la
siembra por vertido en placa

Deborah O. Jung

Figura 5.16 Dos métodos para la determinacion de viables. En el método de vertido en placa, las colonias se forman tanto en la superficie como en el
interior del agar. Las fotos de la derecha corresponden a colonias de Escherichia coliformadas a partir de células sembradas por extension (arriba) y por vertido en

placa (abajo).
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Figura 5.17 Procedimiento para el recuento de viables mediante
diluciones en serie de la muestra y el método del vertido en placa. El
liquido estéril usado para hacer las diluciones puede ser simplemente agua,
pero una solucion de sales minerales o un medio de cultivo suele dar mejor
resultado. El factor de dilucion es la inversa de la dilucion.

en las siembras, imprecisiones en el pipeteo de la muestra
liquida, muestras no uniformes (por ejemplo, muestras con gru-
mos celulares), mezclado insuficiente, intolerancia al calor (si se
preparan las placas por el método de vertido) y otros muchos
factores. Por tanto, si hay que obtener recuentos precisos, se
debe tener mucho cuidado en la preparacion de las muestras
y en la siembra, y hay que preparar duplicados de las placas
con la dilucién clave. Ademis, si hay dos o mds células juntas
crecerdn para formar una sola colonia, asi que si una muestra
contiene muchos grumos el recuento de viables serd equivoca-
damente bajo. Los datos de estas muestras se suelen expresar
como numero de unidades formadoras de colonias en lugar del
numero real de células viables, porque una unidad formadora
de colonia puede contener una o mas células.

Aplicaciones del recuento en placa

A pesar de las dificultades asociadas al recuento de viables, el
procedimiento nos da una buena estimaciéon del nimero de
células viables en una muestra y se usa ampliamente en muchas
subdisciplinas de la microbiologia. Por ejemplo, en la microbio-
logia de los alimentos, de la leche, médica y del medio acuatico,
el recuento de viables se emplea de manera rutinaria. El método
tiene la virtud de ser muy sensible, porque se puede detectar

incluso una sola célula viable por muestra sembrada. Esta carac-
teristica permite la deteccion sensible de contaminacién micro-
biana en los alimentos o en otros materiales.

El uso de medios y condiciones de cultivo muy selectivos per-
mite utilizar el recuento en placa para identificar especies con-
cretas en una muestra que contenga muchos microorganismos.
Por ejemplo, un medio complejo que contenga NaCl al 10 %
resulta muy util para aislar especies de Staphylococcus de la piel,
porque la sal inhibe el crecimiento de la mayoria de las otras
bacterias (€ Seccién 29.9). En aplicaciones practicas como las
de la industria alimentaria, el recuento de viables en medios
tanto complejos como selectivos permite la determinacién cua-
litativa y cuantitativa de los microorganismos presentes en un
producto alimentario. Es decir, con una sola muestra se puede
utilizar un medio para el recuento total y un segundo medio
para un organismo concreto, como un patégeno especifico. El
recuento dirigido también es habitual en los andlisis de aguas
residuales y de otros tipos de agua. Por ejemplo, las enterobac-
terias como Escherichia coli se originan a partir de las heces y
son faciles de identificar usando medios selectivos: si se detec-
tan enterobacterias en una muestra de agua de una piscina, por
ejemplo, su presencia es sefnal de que el agua es insalubre para
el contacto humano.

La gran anomalia del recuento en placa

Los recuentos microscopicos directos de muestras naturales
suelen detectar muchos mds microorganismos de los que son
recuperables en placas de cualquier medio de cultivo individual.
Asi, si bien es una técnica muy sensible, el recuento en placa
puede ser muy poco fiable cuando se usa para evaluar el nimero
total de células en muestras naturales como suelo y agua. Algu-
nos microbiélogos se refieren a esto como «la gran anomalia del
recuento en placa».

¢Por qué los recuentos en placa muestran menos cantidad
de células que los recuentos microscépicos directos? Un factor
obvio es que los métodos microscopicos cuentan células muer-
tasy, por definicién, los recuentos de viables no. No obstante, es
mads importante el hecho de que diferentes organismos, incluso
aquellos presentes en muestras naturales muy pequefias, pue-
den tener requisitos nutricionales y de condiciones de creci-
miento notablemente diferentes en un cultivo de laboratorio
(@o Secciones 3.1y 3.2). Asi, un medio y un conjunto de con-
diciones de cultivo solo sustentardn un subgrupo del total de
la comunidad microbiana. Si este subgrupo estd formado, por
ejemplo, por 10° células/g de una comunidad total de viables
de 10° células/g, el recuento en placa solo estard detectando el
0,1 % de la poblacion de células viables, una gran subestimacién
del nimero y de los tipos fisioldgicos reales de organismos pre-
sentes en la muestra.

Por tanto, esta técnica se debe utilizar con gran precaucién.
Algunos recuentos en placa para fines especificos y usando
medios muy selectivos como, por ejemplo, en los andlisis micro-
bianos de aguas residuales o de alimentos, a menudo ofrecen
datos de gran fiabilidad, ya que se conoce la fisiologia de los
organismos que se quiere detectar. En cambio, los recuentos
«totales» de las mismas muestras usando un solo medio y un
conjunto de condiciones de crecimiento pueden ser, y normal-
mente lo son, subestimaciones del nimero real de células en
uno o varios érdenes de magnitud.
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T

:
e ;Por qué un recuento de viables es mas sensible que un ,
recuento microscopico? ¢ Qué suposicion se hace al relacionar
los resultados del recuento en placa con la cantidad de i
células? !

* Describa cémo obtener una dilucién 10~ de un cultivo l
bacteriano. '

* ; En qué consiste la «gran anomalia del recuento en placa»? :
:

___________________________________________________________________

5.10 Espectrofotometria

Durante el crecimiento exponencial, todos los componentes
celulares aumentan en proporcién al aumento del nimero de
células. Uno de estos componentes es la propia masa celular.
Las células dispersan la luz, y un método rapido y practico de
estimacion de la masa celular es la medicién de la turbidez. Una
suspensién de células tiene un aspecto nebuloso (tirbido) a la
vista porque las células dispersan la luz que pasa a través de la
suspension. Cuantas mas células hay, mas se dispersa la luz y
mas turbida es la suspension. Como la masa celular es propor-
cional al numero de células, se puede usar la turbidez para esti-
marlo y es una técnica muy utilizada en microbiologia.

Densidad optica

La turbidez se mide con un espectrofotémetro, un instrumento
que hace pasar la luz a través de una suspension celular y mide la
luz no dispersada que emerge (Figura5.18). Un espectrofotémetro

utiliza un prisma o una rejilla de difraccidn para generar luz
incidente de una longitud de onda especifica (Figura 5.18a). Las
longitudes de onda utilizadas normalmente para las medicio-
nes turbidimétricas bacterianas incluyen 480 nm (azul), 540 nm
(verde), 600 nm (naranja) y 660 nm (rojo). La sensibilidad es
mejor a longitudes de onda mas cortas, pero las mediciones
de suspensiones celulares densas son mds precisas a longitu-
des mas grandes. La unidad de turbidez es la densidad dptica
(DO) alalongitud de onda especificada, por ejemplo DO, para
mediciones a 540 nm (Figura 5.18). El término absorbancia (A),
por ejemplo A, , también se usa habitualmente, pero es impor-
tante saber que lo que mide un espectrofotémetro es la disper-
sion de la luz, y no la absorbancia.

Relacion entre densidad 6ptica y numero de células
Para organismos unicelulares, la densidad ptica es proporcio-
nal, dentro de ciertos limites, al nimero de células. Por tanto, las
lecturas turbidimétricas se pueden usar como sustituto de los
métodos de recuento total o recuento de viables. Sin embargo,
para poder hacer esto hay que preparar una curva de calibra-
cién que relacione el nimero de células (recuento microscépico
o recuento de viables), el peso seco o el contenido de proteinas
con la turbidez. En una representacion de este tipo, la propor-
cionalidad solo se cumple dentro de unos limites (Figura 5.18c¢).
Cuando la densidad es muy alta, la luz de la fotocélula del espec-
trofotémetro dispersada por una célula puede ser dispersada de
vuelta hacia la fotocélula por otra célula, de manera que para
la fotocélula es como si esta luz no se hubiera dispersado en
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Figura 5.18 Mediciones turbidimétricas del crecimiento microbiano. () La medicion de
la turbidez se lleva a cabo en un espectrofotémetro. La fotocélula mide la luz incidente que no
ha sido dispersada por las células en suspension y da lecturas en unidades de densidad optica.
(b) Curva de crecimiento tipica para dos organismos que crecen a diferente velocidad.

Para practicar, calcule el tiempo de generacion de los dos cultivos usando la formula

n = 3,3(log N—log N,), donde N'y N, son dos lecturas de DO diferentes tomadas con un
intervalo de tiempo £ (Seccidn 5.5). ;Qué organismo crece mas rapidamente, A o0 B? (c) Relacion
entre el nimero de células o el peso seco y las lecturas turbidimétricas. Obsérvese que la
correspondencia univoca entre estas relaciones se pierde a valores altos de turbidez.
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absoluto. A densidades 6pticas tan altas, la correspondencia
univoca entre el nimero de células y la turbidez se desvia de la
linealidad y las mediciones de DO pierden precisién. No obs-
tante, si no se rebasan estos limites las mediciones turbidimétri-
cas dan valores muy precisos del niumero de células o del peso
seco. Ademads, puesto que organismos diferentes difieren en
tamano y forma, niimeros de células iguales para dos especies
bacterianas diferentes no necesariamente daran el mismo valor
de densidad 6ptica. Asi pues, para relacionar DO con los ndme-
ros de células reales hay que construir una curva de calibracién
que relacione estos dos pardmetros para cada organismo que se
cultive habitualmente en el laboratorio.

Pros y contras del crecimiento turbidimétrico

Por una parte, las mediciones turbidimétricas son rapidas y
faciles de hacer, y ademds normalmente no destruyen ni alte-
ran significativamente la muestra. Por estas razones, se utilizan
mucho para llevar un control del crecimiento de los cultivos
puros de bacterias, arqueas y muchos eucariotas microbianos.
Con los ensayos turbidimétricos se puede hacer un recuento
repetido de la misma muestra y elaborar un gréafico semiloga-
ritmico en funcién del tiempo (Seccion 5.5). A partir de aqui es
facil calcular el tiempo de generacion y otros parametros del
cultivo en crecimiento (Figura 5.18b).

Por otra parte, en ocasiones las mediciones turbidimétri-
cas pueden ser problemdticas. Si bien muchos microorganis-
mos crecen en suspensiones uniformes en medio liquido, otros
muchos no lo hacen. Algunas bacterias forman normalmente
grumos pequenos o grandes, y en esos casos los valores de la

DO pueden ser bastante imprecisos como medida de la masa
microbiana total. Ademds, muchas bacterias crecen formando
peliculas a los lados de los tubos o de otros recipientes, imi-
tando en el laboratorio una forma normal de crecimiento en la
naturaleza (véase «Explorando el mundo microbiano: Pegarse
o nadar»). Por tanto, para que las mediciones de la DO sean
un reflejo preciso de la masa celular (y, por tanto, del nimero
de células) en un cultivo liquido, conviene reducir al minimo
los grumos y las biopeliculas. Normalmente esto se consigue
agitando, revolviendo o, de alguna manera, manteniendo las
células bien mezcladas durante el proceso de crecimiento para
impedir que se formen agregados y que las células nadadoras
se peguen a las superficies, que es el primer paso en la forma-
cion de biopeliculas. Algunas bacterias simplemente son planc-
ténicas naturales —se mantienen bien suspendidas en medio
liquido durante largos periodos— y no forman biopeliculas.
Pero si tienen a su disposicion una superficie sélida, la mayoria
de las bacterias con motilidad desarrollardn con el tiempo una
biopelicula estatica, de manera que la cuantificacién precisa del
numero de células por turbidimetria puede ser una tarea dificil
o incluso imposible.

MINIRREVISIQN ----------smrsmrsmmsmremnemoencn e ;

e Cite dos ventajas de usar la turbidez como medida del
crecimiento celular.

e Describa como se puede usar una medicion turbidimétrica
para saber el nimero de colonias que se espera al sembrar en
placa un cultivo con una DO determinada.

IV - Efecto de la temperatura en el crecimiento microbiano

los microorganismos les afecta notablemente el estado qui-

mico y fisico del ambiente; hay cuatro factores principales
que controlan el crecimiento: la temperatura, el pH, la disponi-
bilidad de agua y el oxigeno. Empezaremos con la temperatura,
el factor ambiental que influye de manera mds decisiva en el
crecimiento y la supervivencia de los microorganismos.

5.11 Clases de microorganismos
segun la temperatura

A temperaturas demasiado frias o demasiado calientes los
microorganismos no podran crecer e incluso pueden morir. Las
temperaturas maxima y minima que permiten el crecimiento
varian mucho entre organismos diferentes, y normalmente
reflejan el intervalo de temperatura y la temperatura media del
ambiente en el que habitan dichos organismos.

Temperaturas cardinales

La temperatura afecta a los organismos de dos formas opues-
tas. Cuando la temperatura sube, la velocidad de las reac-
ciones enzimdaticas aumenta y el crecimiento se acelera. Sin
embargo, por encima de una temperatura determinada, las pro-
teinas y otros componentes celulares pueden desnaturalizarse
o danarse irreversiblemente. Para cada microorganismo existe

una temperatura minima por debajo de la cual no es posible el
crecimiento, una temperatura éptima a la que el crecimiento es
mas rapido, y una temperatura mdxima por encima de la cual
tampoco es posible el crecimiento. Estas tres temperaturas, lla-
madas temperaturas cardinales (Figura 5.19), son caracteristi-
cas para cada microorganismo y pueden diferir enormemente
entre especies. Por ejemplo, algunos organismos tienen tem-
peraturas dptimas cerca de los 0 °C, mientras que para otros la
temperatura 6ptima estd por encima de los 100 °C. El intervalo
de temperaturas en el que es posible el crecimiento microbiano
es todavia mas amplio, desde solo —15 °C hasta al menos 122 °C.
No obstante, ningin microorganismo puede crecer en todo ese
intervalo de temperaturas; el intervalo adecuado para cualquier
microorganismo suele ser de unos 40 °C.

La temperatura maxima de crecimiento de un organismo
refleja la temperatura por encima de la cual se produce la des-
naturalizacion de uno o mas componentes celulares esenciales,
como alguna enzima fundamental. Los factores que controlan la
temperatura minima de crecimiento de un organismo no estan
del todo claros. No obstante, la membrana citoplasmética tiene
que permanecer en estado semifluido para que puedan tener
lugar el transporte de nutrientes y las funciones bioenergéti-
cas. Es decir, si la membrana citoplasmadtica de un organismo
se vuelve rigida hasta el punto en que no realice correctamente
el transporte o no pueda seguir desarrollando o consumiendo
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EXPLORANDO EL

—n este capitulo hemos analizado varias
== maneras de medir el crecimiento mi-
e CFODIANO: MEtOdOs microscopicos, re-
cuento de viables y mediciones de dispersion
de la luz (turbidez) por células suspendidas
en un cultivo liquido. Las mediciones turbi-
dimétricas del crecimiento bacteriano supo-
nen que las células permanecen distribuidas
uniformemente en su medio de cultivo liqui-
do. En estas condiciones, la densidad optica
de un cultivo es proporcional al logaritmo del
nimero de células en suspension (Figura 1).
Este estilo de vida flotante, llamado planc-
ténico, es propio de algunas bacterias en la
naturaleza, por ejemplo, los organismos que
habitan en la columna de agua de un lago.
No obstante, otros muchos microorganis-
mos son sésiles, lo que significa que crecen
adheridos a una superficie. Estas células ad-
heridas pueden desarrollar biopeliculas.

Los humanos nos tropezamos con bio-
peliculas bacterianas todos los dias, por
ejemplo cuando limpiamos el bol del agua
del perro, que lleva sin limpiar varios dias,
0 cuando notamos con la lengua la «pelicu-
la» que crece sobre los dientes cuando no
se han cepillado.

Una biopelicula es una matriz polisacari-
dica adherida que contiene células bacteria-
nas embebidas y se forma en cuatro etapas:
1) union reversible de células planctonicas,
2) union irreversible de las mismas células,
3) crecimiento celular y produccion de poli-
sacaridos, y 4) desarrollo ulterior para for-
mar la biopelicula madura, persistente y casi
impenetrable. En las etapas tempranas de la

ODsyp O 0,18 0,45

Figura 1 cultivos liquidos de Escherichia coli. En estos cultivos, las
células estan en estado planctonico y suspendidas uniformemente en el

MUNDO MICROBIANO

formacion de una biopelicula, la adherencia
de las células bacterianas a una superficie
desencadena la expresion de genes espe-
cificos de la biopelicula. Se transcriben los
genes que codifican proteinas que produ-
cen polisacaridos de la superficie celular, y
el incremento de la capa mucosa facilita la
union de mas células.

Las estructuras de motilidad de las bac-
terias nadadoras —los flagelos— son nece-
sarias para establecer inicialmente la biope-
licula. Las finas estructuras llamadas pelos
de tipo IV (@2 Seccidn 2.13), que recuerdan
a los flagelos pero no rotan como ellos, son
cruciales para la maduracion de las biope-
liculas. Finalmente, mediante el crecimiento
y la incorporacion de otras células, se desa-
rrollan en su totalidad comunidades micro-
bianas en la matriz polisacaridica mucosa.

Las biopeliculas bacterianas pueden tener
una gran influencia en la vida de los huma-
nos. Por ejemplo, las infecciones bacteria-
nas estan vinculadas con frecuencia a pato-
genos que desarrollan biopeliculas durante el
proceso de la enfermedad. La fibrosis quisti-
ca (FQ) es una enfermedad genética que se
caracteriza por el desarrollo de una biopeli-
cula que contiene Pseudomonas aerugino-
sa y otras bacterias en los pulmones de los
pacientes que la padecen (Figura 2). La ma-
triz de la biopelicula, que contiene alginato y
otros polisacaridos asi como DNA bacteria-
no, reduce enormemente la capacidad de los
agentes antimicrobianos, como los antibio-
ticos, para penetrar en el interior de la bio-
pelicula, de manera que las bacterias que la

Deborah O. Jung

0,68

medio. La densidad 6ptica (DO,,,) creciente (de izquierda a derecha) de cada

cultivo se indica bajo cada tubo. La densidad optica es una medida de la
dispersion de la luz y se midio a 540 nm como se describe en la Figura 5.18a.
Aunque aqui se muestra creciendo en suspension, E. coli también forma
biopeliculas. La union de las células de E. coli esta facilitada por sus fimbrias

de tipo |y los pelos conjugativos (€2 Seccion 2.13).
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Pegarse o nadar

forman resultan poco afectadas por los far-
macos. Las biopeliculas bacterianas también
estan implicadas en las infecciones dificiles
de tratar causadas por implantes de disposi-
tivos médicos, como la valvulas cardiacas de
sustitucion o las protesis articulares.

Las biopeliculas también son un gran pro-
blema en la industria; pueden ensuciar equi-
pos y contaminar productos, especialmente si
se trata de liquidos ricos en nutrientes, como
la leche. También pueden causar danos a largo
plazo a los sistemas de distribucion de aguas
y otras instalaciones publicas (€& Seccio-
nes 21.10 y 21.11). Las biopeliculas que se
desarrollan en contenedores de almacena-
miento, como los tanques de combustible,
pueden contaminar el combustible y estro-
pearlo debido a la presencia de compuestos
quimicos, como sulfuro de hidrégeno (H,S),
excretados por las bacterias de la biopelicula.

Las biopeliculas son una forma habitual de
crecimiento bacteriano en la naturaleza. Ade-
mas de ofrecer proteccion frente a sustancias
perjudiciales, la gruesa matriz de la biopelicula
proporciona una barrera contra los protistas,
e impide que las bacterias sean eliminadas
por lavado hacia un habitat menos favorable.
Asi, mientras que la densidad éptica nos ofre-
ce el perfil de laboratorio de los cultivos bac-
terianos perfectamente suspendidos, en el
mundo «real» a menudo se observa el creci-
miento bacteriano en estado de biopelicula.

Examinaremos las biopeliculas con mas
detalle cuando hablemos de las superficies
como habitats microbianos en las Seccio-
nes 19.4y 19.5.

Soren Molin

Figura 2 células de Pseudomonas aeruginosa tefiidas con un
colorante fluorescente. Las células proceden de una muestra de esputo
de un paciente con fibrosis quistica. Las células rojas son P. aeruginosa, y el
material blanco es alginato, un material de tipo polisacaridico producido por
las células de P, aeruginosa.
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Reacciones enzimaticas a la
maxima velocidad posible

2 Optima
Q9
% Reacciones enzimaticas
@ | |avelocidad creciente
G
)
ko)
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@
)
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2| Minima
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P
\ Temperatura /

Maxima gelificacion de la
membrana; transporte tan
lento que no hay crecimiento

Desnaturalizacion de proteinas;
colapso de la membrana
citoplasmatica; lisis térmica

Figura 5.19 Temperaturas cardinales: minima, ptima y méaxima. Los
valores reales pueden variar notablemente para organismos diferentes (véase
la Figura 5.20).

fuerza motriz de protones, el organismo no podra crecer. A
diferencia de la temperatura minima y maxima, la temperatura
dptima de crecimiento refleja un estado en el que todos o la
mayoria de los componentes celulares funcionan a su velocidad
méxima, y normalmente estd mds cerca de la mdxima que de la
minima (véase la Figura 5.20).

Clases de organismos segun la temperatura

Si bien existe todo un espectro continuo de organismos, desde los
que tienen la temperatura 6ptima muy baja hasta los que la tienen
muy alta, es posible distinguir cuatro grandes clases de microor-
ganismos en relacién a su temperatura de crecimiento éptima:
psicrofilos, con temperatura 6ptima baja; meséfilos, con tempe-
ratura 6ptima moderada; termofilos, con temperatura ptima alta,
e hipertermofilos, con temperatura éptima muy alta (Figura 5.20).

Ejemplo:

Geobacillus stearothermophilus Ejemplo:

167

Los mesofilos estan muy extendidos en la naturaleza y son los
microorganismos mas estudiados. Se encuentran en los anima-
les de sangre caliente y en ambientes acudticos y terrestres en
las latitudes templadas y tropicales. Los psicrofilos y los termé-
filos se encuentran en ambientes inusualmente frios o inusual-
mente calidos, respectivamente. Los hiperterméfilos viven en
habitats extremadamente célidos como fuentes termales, géise-
res y fumarolas ocednicas.

Escherichia coli es un mesdfilo tipico, y sus temperaturas car-
dinales estdn claramente definidas. La temperatura 6ptima para
la mayoria de sus cepas estd cerca de 39 °C, la médxima son 48 °C
y la minima 8 °C. Asi pues, el intervalo de temperatura para E.
coli es de unos 40 grados, préximo al limite maximo para los
procariotas (Figura 5.20).

Nos centraremos ahora en los interesantes casos de microor-
ganismos que viven en ambientes con temperaturas muy bajas o
muy altas. Analizaremos algunos de los problemas fisiol6gicos a
los que se enfrentan y algunas de las soluciones bioquimicas que
han desarrollado para sobrevivir en esas condiciones extremas.

MINIRREVISION -----------eemeeemememreecmememecceceec

e ¢En qué se diferencian un hipertermdfilo y un psicrofilo?

e ;Cudles son las temperaturas cardinales de Escherichia coli?
¢A qué clase de organismos pertenece por su temperatura
optima?

e E. coli puede crecer a temperaturas mas altas en un medio
complejo que en uno definido. ;,Por qué?

5.12 Vida microbiana a bajas
temperaturas

Los humanos vivimos y trabajamos en la superficie de la Tie-
rra, donde las temperaturas son generalmente moderadas,
de manera que es natural considerar los ambientes muy frios
y muy calientes como «extremos». Sin embargo, muchos
habitats microbianos estdn muy frios o muy calientes, y los

Hipertermdfilo
Ejemplo:
Pyrolobus fumarii

Hiperterméfilo

Thermococcus celer

g Ejemplo: 60°
.g Escherichia coli 88° 106°
o 39°
M| Psicréfilo
O | Ejemplo:
B | Polaromonas vacuolata
o
8 &
g
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

Temperatura (°C)

Figura 5.20 Relacion entre la temperatura y la velocidad de crecimiento de las diferentes clases de microorganismos. En la gréfica se indica la

temperatura dptima de cada organismo representativo.
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organismos que los habitan se llaman extremdfilos (o Sec-
cién 1.4 y Tabla 1.1). En esta seccion y en la siguiente estudiare-
mos la biologia de estos fascinantes organismos.

Ambientes frios

Gran parte de la superficie de la tierra es fria. El mar, que cons-
tituye cerca de la mitad de la superficie terrestre, tiene una tem-
peratura media de 5 °C, y las profundidades ocednicas tienen
temperaturas constantes de 1 °C a 3 °C. Grandes extensiones
del Artico y de la Antartida estin permanentemente congela-
das o se descongelan solamente unas pocas semanas durante el
verano (Figura 5.21). Estos ambientes frios contienen vida micro-
biana diversa, al igual que los glaciares, donde la red de canales
de agua liquida que corren a través y por debajo de ellos bullen
de microorganismos. Incluso en los materiales permanente-
mente congelados existen pequeiias bolsas con agua liquida en la
que se concentran los solutos y los microorganismos pueden lle-
var a cabo su metabolismo y crecer lentamente (€2 Capitulo 1,
pégina 1).

John Gosink and James T. Staley

@

John Gosink and James T. Staley

(b)

Cuando hablamos de ambientes frios, es importante distin-
guir entre ambientes que estan permanentemente frios y los
que lo estan estacionalmente. Estos ultimos, caracteristicos
de climas templados, pueden alcanzar en verano temperatu-
ras de hasta 40 °C. Un lago templado, por ejemplo, puede tener
una cubierta de hielo en invierno, pero el tiempo que el agua
permanece a 0 °C es relativamente corto. En cambio, los lagos
antdrticos cuentan con una cubierta de hielo permanente de
varios metros de grosor (Figura 5.21d), y la columna de agua
por debajo del hielo en esos lagos permanece a 0 °C o menos
durante todo el afio. Los sedimentos marinos también estdn
permanentemente frios. Por tanto, no resulta sorprendente que
los mejores ejemplos de bacterias y arqueas activas a bajas tem-
peraturas se encuentren en estos ambientes.

Microorganismos psicrofilos y psicrotolerantes

Un psicroéfilo es un organismo con una temperatura 6ptima de
crecimiento de 15 °C o menos, una temperatura maxima por
debajo de 20 °C y una temperatura minima de 0 °C o menos. Los

James T. Staley

Deborah Jung and Michael T. Madigan

(@

Figura 5.21 Habitats microbianos y microorganismos de la Antartida. (a) Cilindro de muestreo de agua permanentemente congelada del estrecho de
McMurdo, en la Antartida. La muestra tiene unos 8 cm de ancho. Obsérvese la densa coloracién debida a los pigmentos de los microorganismos. (b) Micrografia
de contraste de fases de microorganismos fototrofos del cilindro de a. La mayoria de los microorganismos son diatomeas o algas verdes (ambos eucariotas
fotétrofos). (c) Micrografia electronica de transmision de Polaromonas, una bacteria con vesiculas de gas que vive en los hielos marinos y tiene una temperatura
optima de crecimiento de 4 °C. (d) Lago Bonney, en los Valles Secos de McMurdo (Antartida). Aunque el lago esta permanentemente cubierto de hielo, la columna
de agua bajo el hielo permanece a una temperatura cercana a los 0 °C y contiene una gama variada de procariotas y de eucariotas microbianos.
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organismos que crecen a 0 °C pero tienen temperaturas 6ptimas
de crecimiento entre 20 °C y 40 °C se llaman psicrotolerantes.
Los psicréfilos se encuentran en ambientes que estdn siempre
frios y pueden morir por calentamiento, incluso a solo 20 °C.
Por esta razon, su estudio en laboratorio requiere un gran cui-
dado para asegurar que no se calientan durante el muestreo, el
transporte al laboratorio, el aislamiento u otras manipulaciones.
Los verdaderos psicréfilos no pueden vivir en ambientes con
frio estacional, porque no pueden sobrevivir al calentamiento.

Las algas y bacterias psicrdfilas crecen a menudo en den-
sas masas dentro y debajo del hielo marino (agua de mar que
se congela en invierno) en las regiones polares (Figura 5.21a,
b, ¢) y también se pueden encontrar en la superficie de zonas
permanentemente nevadas y glaciares donde prestan un color
distintivo a la superficie (Figura 5.22a). El alga de las nieves Chla-
mydomonas nivalis es un ejemplo de esto, y sus esporas son
las responsables del brillante color rojo de la superficie de la
nieve (Figura 5.22b). Esta alga verde crece en la nieve en forma
de células vegetativas con pigmentos verdes y luego esporula.
Cuando la nieve se disipa por fusion, erosién y ablacion (eva-
poracién y sublimacién), las esporas se concentran en la super-
ficie. Otras especies emparentadas con el alga de las nieves
contienen diferentes pigmentos carotenoides, de manera que
las superficies nevadas donde viven pueden ser también verdes,
naranja, marrones o violdceas.

Se han aislado diversas bacterias psicrofilas, y algunas de ellas
presentan temperaturas optimas de crecimiento muy bajas.
Una especie de Psychromonas, bacteria que se encuentra en el
hielo marino, crece a —12 °C, la temperatura mds baja para cual-
quier bacteria conocida. Sin embargo, el limite de temperatura
mas bajo para el crecimiento bacteriano estd, probablemente,
mds cerca de —20 °C. Incluso a esta temperatura tan baja pue-
den existir cavidades con agua liquida, y algunos estudios han
demostrado que las enzimas de bacterias activas a temperaturas
bajas siguen funcionando en estas condiciones. La velocidad de
crecimiento a temperaturas tan bajas probablemente serd extre-
madamente reducida, con tiempos de duplicacion de meses o
incluso anos. Pero si un organismo puede crecer, incluso a una
velocidad bajisima, puede seguir siendo competitivo y mante-
ner una poblacién en su habitat.

Los organismos psicrotolerantes estan mas distribuidos en
la naturaleza que los psicréfilos y se pueden aislar de suelos y
agua de climas templados, asi como de carne, productos lac-
teos, sidra, verduras y fruta almacenados a temperaturas de
refrigeracién estdndar (4 °C). Aunque crecen a 0 °C, la mayoria
no lo hace del todo bien, y normalmente hay que esperar sema-
nas antes de obtener un crecimiento visible en el laboratorio.
Por el contrario, el mismo organismo cultivado a 30 °C o0 35 °C
puede presentar velocidades de crecimiento similares a las de
muchos mesdfilos. Varias bacterias, arqueas y eucariotas micro-
bianos son psicrotolerantes.

Adaptaciones moleculares para la psicrofilia

Los psicroéfilos producen enzimas que funcionan —a menudo
de manera 6ptima— en el frio y que pueden desnaturalizarse o
inactivarse a temperaturas incluso muy moderadas. Las bases
moleculares para esto no se conocen bien, pero estin claramente
vinculadas a la estructura de las proteinas. Algunas enzimas acti-
vas a bajas temperaturas cuya estructura se conoce presentan

Katherine M. Brock

T. D. Brock

Figura 5.22 Alga de las nieves. () Banco de nieve en Sierra Nevada
(California), con coloracion roja debida a la presencia del alga de las nieves.
La nieve rosada es comun durante el verano en bancos de nieve de elevadas
altitudes de todo el mundo. (b) Micrografia de esporas pigmentadas de rojo del
alga de las nieves Chlamydomonas nivalis. Las esporas germinan originando
células del alga verdes y con motilidad. Algunas cepas del alga de las nieves
son verdaderas psicrofilas, pero muchas son psicrotolerantes y crecen mejor
a temperaturas por encima de los 20 °C. Desde un punto de vista filogenético,
C. nivalis es un alga verde, y estos organismos se tratan en la Seccion 17.16.

en su estructura secundaria un mayor contenido de hélices oy
menor de ldminas f§ (@2 Seccién 4.14) que las enzimas con poca
actividad o ninguna en absoluto a esas temperaturas. Como las
laminas f suelen ser mds rigidas que las hélices o, el mayor con-
tenido de estas ultimas en las enzimas activas en el frio permite
a estas enzimas mds flexibilidad para catalizar sus reacciones a
bajas temperaturas. Las enzimas activas a bajas temperaturas
también suelen tener mayor contenido de aminodacidos pola-
res y menor de aminodcidos hidréfobos (€& Figura 4.30 para
las estructuras de los aminodacidos) y menos enlaces débiles,
como puentes de hidrégeno y enlaces iénicos que las enzimas
correspondientes de los mesdfilos. En conjunto, es probable que
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estas propiedades moleculares mantengan flexibles y funciona-
les estas enzimas en condiciones de frio.

Otra caracteristica de los psicréfilos es que su membrana
citoplasmatica sigue siendo funcional a temperaturas bajas. Una
mayor cantidad de 4cidos grasos insaturados y de cadena corta
en la membrana citoplasmatica permite a la membrana mante-
ner su estado semifluido a bajas temperaturas para poder llevar
a cabo importantes funciones bioenergéticas y de transporte.
Algunas bacterias psicrofilas incluso contienen dcidos grasos
poliinsaturados, y a diferencia de los acidos grasos monoin-
saturados o saturados que suelen hacerse mas rigidos a bajas
temperaturas, los poliinsaturados permanecen flexibles incluso
cuando hace mucho frio.

Otras adaptaciones moleculares a las bajas temperaturas son las
proteinas de «choque térmico» y los crioprotectores, que no estan
limitados a los psicréfilos. Las proteinas de choque térmico estan
presentes incluso en Escherichia coli, y tienen distintas funciones
como mantener otras proteinas en forma activa en condiciones de
frio o unirse a mRNA especificos y facilitar su traduccion. Entre
estos tltimos, en concreto, a los mRNA que codifican otras pro-
teinas funcionales en frio, la mayoria de las cuales no se sinteti-
zan cuando la célula estd creciendo a altas temperaturas. entre
los crioprotectores hay proteinas anticongelantes determinadas o
solutos especificos, como el glicerol o ciertos azticares que se pro-
ducen en gran cantidad a temperaturas bajas; estos agentes ayu-
dan a impedir la formacién de cristales de hielo que pueden danar
la membrana citoplasmatica. Las bacterias muy psicréfilas tam-
bién suelen producir abundantes exopolisacaridos, a los que se
atribuye asimismo propiedades crioprotectoras.

Aunque las temperaturas de congelacién pueden impedir el
crecimiento microbiano, no necesariamente causan la muerte. Se
ha visto que algunos psicrofilos tienen metabolismo a temperatu-
ras mucho mds bajas que las necesarias para crecer, y se ha obser-
vado respiraciéon microbiana (medida como produccién de CO,)
en suelos de tundra a casi —40 °C. Por tanto, las enzimas siguen
funcionando a temperaturas muy por debajo de las que permiten
el crecimiento celular. El medio en el que las células estdn suspen-
didas también afecta a su sensibilidad a las temperaturas de con-
gelacidn, y se ha tenido en cuenta para la conservacion de células
bacterianas en colecciones de cultivos microbianos. Por ejemplo,
las células suspendidas en un medio de crecimiento con 10 % de
sulf6xido de dimetilo (DMSO) o glicerol y congeladas a —80 °C
(en un ultracongelador) o a—196 °C (en nitrégeno liquido) siguen
siendo viables en estado congelado durante afos.

MINIRREVISION ------------nnnemmeommmeemmeem ooy

e ; En qué se diferencian los organismos psicrotolerantes de los
psicrdéfilos?

e ;Qué adaptaciones moleculares a las bajas temperaturas
se han observado en la membrana citoplasmatica de los
psicrofilos? ¢ Por qué son necesarias?

5.13 Vida microbiana a altas
temperaturas

La vida microbiana florece en ambientes a altas temperaturas,
desde suelos y charcos calentados por el sol hasta las fuentes
termales en las que el agua alcanza el punto de ebullicidn, y los

organismos que viven en estos ambientes estdn normalmente
muy adaptados a su temperatura ambiental. Los estudiaremos a
continuacién (€2 Secciones 15.18 y 15.19 y Capitulo 16).

Ambientes con temperaturas altas

Los organismos cuya temperatura 6ptima de crecimiento
supera los 45 °C se llaman termdfilos, y aquellos cuya tempe-
ratura 6ptima estd por encima de los 80 °C son hipertermdfilos
(Figura 5.20). La superficie de suelos muy expuestos a la luz del
sol se puede calentar hasta los 50 °C a mediodia, y algunos pue-
den llegar incluso hasta los 70 °C. Los materiales en fermenta-
cién como los montones de compost y los ensilados también
pueden alcanzar temperaturas de 70 °C y los terméfilos abun-
dan en estos ambientes. No obstante, los ambientes mds extre-
mos en la naturaleza por sus altas temperaturas son las fuentes
termales, y son el hdbitat de una gran diversidad de termofilos
e hipertermofilos.

Muchas fuentes termales terrestres tienen temperaturas
préximas a la de ebullicién, mientras que las fuentes termales
ocednicas, llamadas fumarolas hidrotermales, pueden alcanzar
temperaturas de 350 °C o mds. Hay fuentes termales en todo
el mundo, pero son especialmente abundantes en el oeste de
los Estados Unidos, en Nueva Zelanda, Islandia, Japdn, Italia,
Indonesia, América Central y en el centro de Africa. La mayor
concentracién del mundo de fuentes termales estd en el par-
que nacional de Yellowstone, en Wyoming (EE. UU.). Algu-
nas fuentes termales tienen una temperatura variable, pero en
muchas de ellas es practicamente constante, con una variaciéon
de menos de 1 °C o 2 °C a lo largo de los afnos. Ademas, dife-
rentes fuentes termales tienen composicion quimica y valores
de pH diferentes. Por encima de los 65 °C solo se encuentran
en ellas procariotas (Tabla 5.1), pero la diversidad de bacterias y
arqueas suele ser muy amplia.

Hipertermdfilos en fuentes termales

En las fuentes termales en ebullicién se encuentra una gran
variedad de hipertermofilos (Figura 5.23), tanto especies de
quimioorganétrofos como de quimiolitétrofos. La veloci-
dad de crecimiento de los hiperterméfilos se puede estudiar
muy facilmente en el terreno introduciendo un portaobjetos
en una fuente termal y retrdndolo unos dias mds tarde; el exa-
men microscépico pondrd de manifiesto las microcolonias de
procariotas que se han desarrollado a partir de células indivi-
duales que se han adherido a la superficie de vidrio y han cre-
cido alli (Figura 5.23b). Estudios ecolégicos sencillos como este
han demostrado que las velocidades de crecimiento microbia-
nas son a menudo bastante altas incluso en fuentes con agua en
ebullicién; se han llegado a registrar tiempos de generacién de
tan solo 1 hora.

Se han obtenido cultivos de diversos hiperterméfilos que
corresponden a tipos morfoldgicos y fisiolégicos variados de
bacterias y arqueas. Algunas arqueas hipertermofilas tienen
temperaturas de crecimiento éptimas por encima de 100 °C,
pero no se conocen especies bacterianas que crezcan por
encima de los 95 °C. Mantener cultivos de laboratorio de orga-
nismos con temperaturas éptimas por encima del punto de ebu-
llicién requiere recipientes presurizados que permitan que la
temperatura del medio de cultivo suba por encima de 100 °C.
Los organismos mas tolerantes al calor que se conocen habitan
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Tabla 5.1 Limites superiores de temperatura conocidos para

el crecimiento de seres vivos

Grupo Limite de temperatura

superior (°C)
Macroorganismos
Animales
Peces y otros vertebrados acuaticos 38
Insectos 45-50
Ostracodos (crustaceos) 49-50

Plantas
Plantas vasculares 45 (B0 para una especie)
Musgos 50

Microorganismos

Microorganismos eucariotas

Protozoos 56
Algas 55-60
Hongos 60-62
Procariotas
Bacterias
Cianobacterias 73

Fototrofos anoxigénicos 70-73

Quimioorganotrofos/quimiolitotrofos 95
Arqueas

Quimioorgandtrofos/quimiolitétrofos 122

en las fumarolas hidrotermales, y el ejemplo mas termofilo es,
con mucho, la arquea metandgena Methanopyrus, capaz de cre-
cera122°C.

Termofilos

Hay muchos termofilos (temperaturas 6ptimas de 45 °C a 80 °C)
presentes en fuentes hidrotermales, pero también los hay en
otros muchos sitios. A medida que el agua hirviendo se aleja
de la fuente termal, se va enfriando y se forma un gradiente de
temperatura. A lo largo de este gradiente se establecen diferen-
tes microorganismos, y cada especie crece en un intervalo dife-
rente de temperatura (Figura 5.24). Estudiando la distribucién de
las especies a lo largo de estos gradientes térmicos naturales se
ha podido determinar el limite superior de temperatura para
cada gran grupo de microorganismos (Tabla 5.1). A partir de
esta informacién podemos concluir que 1) los organismos pro-
cariotas son capaces de crecer a temperaturas mucho mads altas
que los eucariotas, 2) los procariotas mds termdfilos son ciertas
especies de arqueas, y 3) los organismos no fotétrofos pueden
crecer a temperaturas mds altas que los fotétrofos.

Se han encontrado también procariotas termdfilos en entor-
nos artificiales, como calentadores de agua, que normalmente
funcionan a temperaturas de 60 °C a 80 °C. Se han aislado orga-
nismos similares a Thermus aquaticus, un termdfilo habitual en
las fuentes hidrotermales, de calentadores de agua domésticos o
industriales. Las centrales eléctricas, los vertidos de agua caliente

T. D. Brock
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(b)

Figura 5.23 Crecimiento de hipertermdfilos en agua hirviendo.

(a) Boulder Spring, una pequefia fuente en ebullicion en el parque nacional
estadounidense de Yellowstone. Este manantial tiene una temperatura muy
alta, de entre 1 °Cy 2 °C por encima del punto de ebullicion. Los depdsitos
minerales alrededor del manantial estan formados principalmente de silicio y
azufre. (b) Micrografia de una microcolonia de procariotas desarrollada en un
portaobjetos de microscopio que se introdujo en esa fuente termal.

y otras fuentes artificiales también son sitios en los que pueden
crecer los termofilos. Muchos de estos organismos se pueden ais-
lar facilmente con medios de cultivo complejos incubados a la
temperatura del hébitat de donde se obtuvo la muestra.

Estabilidad de las proteinas a altas temperaturas
;Cbémo sobreviven los termdfilos y los hipertermofilos a las altas
temperaturas? En primer lugar, sus enzimas y otras proteinas
son mucho mas estables frente al calor que las de los meséfilos
y, en realidad, su funcionamiento es dptimo a altas tempera-
turas. Sin embargo, sorprendentemente, los estudios realiza-
dos con varias enzimas termoestables han demostrado que su
secuencia de aminodacidos a menudo difiere muy poco de la de
las formas termosensibles de las mismas enzimas de los mesé-
filos. Aparentemente, la sustitucion de algunos aminodcidos en
solo unos pocos puntos clave permite a la proteina plegarse de
una manera especial que la hace termoestable.

La estabilidad térmica de las proteinas de los hipertermofi-
los también estd reforzada por un mayor niimero de enlaces
iénicos entre aminoacidos bdsicos y acidos y el interior de la
proteina, a menudo muy hidréfobo; todo ello combinado hace
a las proteinas mas resistentes al desplegamiento. Por tltimo,
ciertos hiperterméfilos producen en grandes cantidades solu-
tos como el fosfato de diinositol, el fosfato de diglicerol y el
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Figura 5.24 crecimiento de cianobacterias terméfilas en un
manantial de agua caliente del parque nacional de Yellowstone. Patron
de desarrollo caracteristico en forma de V (marcado por la linea blanca
discontinua) formado por cianobacterias en el limite superior de temperatura
para la vida fotdtrofa, entre 70 °Cy 73 °C, en el gradiente térmico formado

a partir de un manantial a temperatura de ebullicion. El patrén cambia
porque el agua se enfria mas rapidamente en los bordes que en el centro del
cauce. El manantial fluye desde detras de la fotografia hacia la parte anterior
de la misma. El color verde claro se debe a una cepa de la cianobacteria
Synechococcus, resistente a la temperatura. A medida que el agua fluye a lo
largo del gradiente, la densidad celular aumenta, se desarrollan menos cepas
termdfilas y el color verde se hace mas intenso.

manosilglicerato, que parece ser que ayudan a estabilizar las
proteinas frente a la desnaturalizacion térmica.

Las enzimas de los termofilos y los hipertermofilos tienen
muchos usos comerciales. Pueden catalizar reacciones bioqui-
micas a altas temperaturas y en general son mads estables que las
enzimas mesofilas, de manera que las preparaciones enzimati-
cas con ellas tienen una vida ttil més prolongada. Un ejemplo
clésico es la DNA-polimerasa aislada de Termus aquaticus. La

Tag-polimerasa, como se la conoce, se utiliza en los pasos repe-
titivos automatizados de la reaccion en cadena de la polime-
rasa (PCR), una técnica para obtener multiples copias de una
secuencia de DNA, que es fundamental en la biologia moderna
(@2 Seccion 11.3). También se conocen o se estan desarrollando
otros usos de las enzimas y de otros productos celulares ter-
moestables para aplicaciones industriales especificas.

Estabilidad de las membranas a altas temperaturas
Ademas de las enzimas y otras macromoléculas de la célula, las
membranas citoplasmaticas de los termdfilos y los hipertermé-
filos deben ser termoestables. El calor separa de manera natural
la bicapa lipidica que constituye la membrana citoplasmatica.
En los termdfilos, esto se contrarresta construyendo membra-
nas con cadenas mas largas, mayor contenido de acidos grasos
saturados y menor de insaturados que el de las membranas de
los mesofilos. Los dcidos grasos saturados forman un ambiente
hidréfobo mas fuerte que los insaturados, y las cadenas mds lar-
gas tienen un punto de fusiéon mads elevado que las cortas; en
conjunto, todo ello aumenta la estabilidad de la membrana.
Los hipertermofilos, arqueas en su mayoria, no contienen 4ci-
dos grasos en sus membranas, sino hidrocarburos C,; formados
por unidades repetitivas de isopreno (€& Figuras 2.16¢y 2.17) uni-
das por enlaces éter a fosfato de glicerol. Ademads, la arquitectura
de las membranas citoplasmaéticas de los hiperterméfilos tiene una
caracteristica exclusiva: se trata de una monocapa lipidica en lugar
de una bicapa (@2 Figura 2.17e). La estructura en monocapa une
covalentemente un lado de la membrana con el otro, y esto impide
su fusion a las altas temperaturas de crecimiento de los hiperter-
mofilos. Analizaremos otros aspectos de la estabilidad de los hiper-
termofilos, como la estabilidad de su DNA, en el Capitulo 16.

T

e ;Qué dominio de los procariotas comprende especies con
temperaturas 6ptimas por encima de los 100 °C? ;Qué
técnicas especiales son necesarias para cultivarlos?

e ,En qué se diferencia la membrana citoplasmatica de las
arqueas hipertermdfilas de la de Escherichia coli'y por qué esta
estructura es Util para crecer a altas temperaturas?

° ;Qué es la Tag-polimerasa y por qué es importante?

___________________________________________________________________

V - Otros factores ambientales que afectan al crecimiento

microbiano

COmo acabamos de ver, la temperatura tiene una importan-
cia fundamental en el crecimiento de los microorganismos.
Pero hay otros muchos factores que afectan al crecimiento; los
principales son el pH, la osmolaridad y el oxigeno.

5.14 Efecto del pH en el crecimiento
microbiano

La acidez o la alcalinidad de una solucion se expresa mediante
el valor de su pH en una escala logaritmica en la que la neu-
tralidad corresponde al pH 7 (Figura 5.25). Los valores de pH

menores de 7 son dcidos y los mas altos de 7 son alcalinos
o bdsicos. En analogia con el intervalo de temperatura, cada
microorganismo tiene un intervalo de pH, normalmente de
entre 2 y 3 unidades, dentro del cual es posible el crecimiento.
Ademads, cada organismo muestra un valor éptimo bien defi-
nido de pH para el crecimiento. La mayoria de los ambien-
tes naturales tienen un pH de entre 3 y 9, y los organismos
con pH éptimos de crecimiento en este intervalo son los mds
habituales. Los términos usados para describir los organismos
que crecen mejor a intervalos de pH concretos se muestra en
la Tabla 5.2.
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pH Ejemplo Moles por litro de:
H* OH-
r 0 1 10714
Suelos y aguas volcanicas ~1 13
1 I FIuidosygégtricos 10 10
®» 2 Zumo de lim6n ) 102 10-12
S Drenaje acido de minas
b Vinagre > oy
e SULERIER 3 - Ruibarbo 10 10
2 la acidez Melocotén
4 Suelos acidos 10% 10710
Tomate
5  Queso americano 10°  10°
Col
- 6 » Guisantes 1076 1078
Maiz, salmén, gambas
Neutralidad 7 _ Agua purg = ———— 107 107
r 8 Aguade mar 108 10
9 . Suelos naturales muy 10°° 105
alcalinos
2 Lagos alcalinos 10710 104
% Soluciones jabonosas
© | Amoniaco doméstico 10" 1078
K Lagos salados muy
< 12 alcalinos 1072 1072
Cal (solucion saturada)
13 I 1071 107
- 14 1074 1

Figura 5.25 La escala de pH. Aunque algunos microorganismos pueden
vivir a pH muy altos o muy bajos, el pH interno de la célula se mantiene cerca
de la neutralidad.

Acidofilos

Los organismos que crecen de manera 6ptima a un valor de pH
en el intervalo neutro (pH de 5,5 a 7,9) se llaman neutréfilos
(Tabla 5.2). Por otra parte, los que crecen mejor a pH por debajo
de 5,5 se llaman acidéfilos. Hay distintas clases de acidéfilos:
algunos crecen mejor a pH moderadamente dcidos y otros a pH
muy bajos. Muchos hongos y bacterias crecen mejor a pH 5 o
incluso mds bajos, y hay un grupo muy restringido que crece de
manera 6ptima a pH por debajo de 2; los que crecen a pH infe-
riores a 1 son extremadamente raros. La mayoria de los acidé-
filos no pueden crecer a pH 7, y muchos no pueden crecer a
valores de mds de dos unidades por encima de su pH éptimo.

Tabla 5.2 Relaciones de los microorganismos con el pH

pH dptimo
aproximado
para el
crecimiento

Clase fisioldgica

(intervalo dptimo) Ejemplo de organismo®

Neutrofilo 7 Escherichia coli
(PH>5,5y < 8)
Aciddfilo (pH < 5,5) B Rhodopila globiformis
Acidithiobacillus ferrooxidans
1 Picrophilus oshimae
Alcaldfilo (pH = 8) 8 Chloroflexus aurantiacus
9 Bacillus firmus
10 Natronobacterium gregoryi

Picrophilus y Natronobacterium son arqueas; el resto son bacterias.

Un factor fundamental para el cardcter aciddfilo es la esta-
bilidad de la membrana citoplasmdtica. Cuando el pH sube
hasta valores neutros, la membrana citoplasmatica de las bac-
terias muy acidofilas se destruye y las células se lisan. Ello indica
que estos organismos no son Gnicamente folerantes a los 4ci-
dos, sino que necesitan una alta concentracién de protones para
la estabilidad de la membrana citoplasmatica. Por ejemplo, el
procariota mas acidéfilo conocido es Picrophilus oshimae, una
especie de Archaea que crece de manera éptima a pH 0,7 y 60 °C
(es también termdfilo). Por encima de pH 4, las células de P
oshimae se lisan espontdneamente. Como es de esperar, P. oshi-
mae habita en suelos termales muy dcidos asociados a la acti-
vidad volcanica.

Alcalofilos

Unos pocos extremofilos tienen valores 6ptimos de pH muy
altos, a veces incluso de 10, y algunos pueden crecer, aunque
muy lentamente, a pH adn mayores. Los microorganismos
con crecimiento éptimo a pH de 8 o més se llaman alcalo6fi-
los. Los microorganismos alcaléfilos se encuentran normal-
mente en hdbitats muy alcalinos, como lagos alcalinos y suelos
muy carbonatados. Los procariotas alcaldfilos mejor estudia-
dos son ciertas especies de Bacillus, como Bacillus firmus. Este
organismo es alcaldfilo, pero tiene un intervalo inusualmente
amplio de pH para crecer, desde 7,5 hasta 11. Algunos procario-
tas alcalofilos extremos son también halofilos (les gusta la sal),
y la mayoria de ellos son arqueas (€ Seccion 16.1). Algunas
bacterias rojas fotétrofas (o Seccion 14.4) también son muy
alcaldfilas. Determinados alcaléfilos tienen uso industrial por-
que producen exoenzimas hidroliticas, como proteasas y lipa-
sas. Las exoenzimas se excretan de la célula, y en el caso de los
alcaldfilos sus exoenzimas deben funcionar bien a pH alcalinos.
Estas enzimas se producen comercialmente a gran escala y se
anaden como suplementos a los detergentes para la ropa con el
fin de quitar las manchas de proteinas y de grasa.

Los alcaléfilos son interesantes por varias razones, espe-
cialmente por como funciona su bioenergética. Pensemos en
como puede generar una célula su fuerza motriz de protones
(@o Seccion 3.11) cuando la superficie externa de su membrana
citoplasmatica es tan alcalina. Una estrategia para sortear este
problema en B. firmus es el uso de sodio (Na™) en lugar de H”
para impulsar las reacciones de transporte y la motilidad; es
decir, una fuerza motriz de sodio en lugar de una fuerza motriz
de protones. No obstante, en B. firmus la sintesis de ATP esta
acoplada a la fuerza motriz de protones, a pesar de lo alcalino
de la superficie externa de su membrana. No se sabe con certeza
como se lleva esto a cabo, pero se piensa que los iones hidré-
geno se mantienen de algiin modo muy cerca de la superficie
externa de la membrana citoplasmadtica para que no se combi-
nen espontaneamente con los iones hidroxilo para formar agua.

pH citoplasmatico y tampones

El pH 6ptimo para el crecimiento de un organismo se refiere
Unicamente al ambiente extracelular; el pH intracelular debe
permanecer cerca de la neutralidad para impedir la destruccién
de las macromoléculas. El DNA es labil frente al 4cido, y el RNA
lo es frente a las bases, de manera que la célula tiene que mante-
ner estas macromoléculas fundamentales en un estado estable.
A pesar de ello, las mediciones de pH citoplasmatico en algunos
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acidofilos y alcaléfilos han mostrado un intervalo de valores de
pH desde poco menos de 5 hasta poco més de 9. Si estos no son
los limites inferior y superior del pH citoplasmatico, respectiva-
mente, estin muy cerca de serlo.

Para impedir grandes variaciones de pH durante el crecimiento
microbiano en cultivos discontinuos se suelen afnadir soluciones
amortiguadoras (tampones) a los medios de cultivo junto con
los nutrientes necesarios. Sin embargo, cada tampén funciona
solamente dentro de un intervalo de pH relativamente estrecho,
de manera que se usan diferentes tampones para diferentes cla-
ses de microorganismos. Para pH casi neutros se usa normal-
mente el fosfato de potasio (KH,PO,) o el bicarbonato de sodio
(NaHCO,). Ademas, se han disefiado un conjunto de moléculas
orgdnicas llamadas tampones de Good (por el quimico que los
inventd), que funcionan cada una de ellas en un intervalo de pH
especifico. Se pueden utilizar en el medio de crecimiento o para
otras necesidades amortiguadoras. En cualquier caso, el mejor
tampén para cada microorganismo se debe determinar empiri-
camente. Diversos tampones también se usan ampliamente para
experimentar con enzimas in vitro. El tamp6n mantiene la solu-
cién enzimatica a un pH éptimo durante el ensayo, y asegura que
la enzima permanece cataliticamente activa y que no le afectan
los protones o los hidroxilos generados en la reaccion.

MINIRREVISION ----+----s-mmmssmsmsnasmemssmenenaeneeees ;

* ;CoOmo cambia la concentracion de H* cuando un medio de
cultivo a pH 5 se ajusta a pH 9?

e ;Qué términos se usan para describir organismos cuyo pH
6ptimo de crecimiento es muy alto? ;Y cuando es muy bajo?

5.15 Osmolaridad y crecimiento
microbiano

El agua es el solvente para la vida, y la disponibilidad de agua es
un factor importante para el crecimiento de los microorganis-
mos, y no solo depende de la humedad del ambiente, sino que
también es funcidn de la concentracién de solutos (sales, aztica-
res u otras sustancias) disueltas en el agua presente. Los solutos
captan agua y la dejan menos disponible para los organismos.
Por tanto, para vivir bien en ambientes con muchos solutos, los
organismos tienen que hacer algunos ajustes fisiolégicos.

La disponibilidad de agua se expresa en términos de activi-
dad de agua o actividad acuosa (a,), que es la relacién entre la
presién de vapor de aire en equilibrio con una sustancia o una
solucién y la presién de vapor del agua pura. Los valores de a
varian de 0 a 1; en la Tabla 5.3 se dan algunos valores de a,. El
agua se difunde desde regiones con alta concentracion de agua
(baja concentracién de solutos) a regiones con baja concen-
tracion de agua (alta concentracion de solutos) en un proceso
conocido como osmosis. El citoplasma de una célula tiene, nor-
malmente, mayor concentracién de solutos que el ambiente, de
manera que la tendencia es que el agua se difunda hacia el inte-
rior. En estas condiciones se dice que la célula tiene un balance
de agua positivo, que es su estado normal. No obstante, cuando
una célula se encuentra en un medio en el que la concentra-
cién de solutos supera la del citoplasma, el agua saldrd hacia el
medio. Si la célula no tiene una estrategia para evitarlo, se des-
hidratara y serd incapaz de crecer.

Tabla 5.3 Actividad de agua de varias sustancias

Actividad Ejemplos de
de agua (a,)  Material organismos®
1,000 Agua pura Caulobacter, Spirillum
0,995 Sangre humana Streptococcus,
Escherichia
0,980 Agua de mar Pseudomonas, Vibrio
0,950 Pan La mayoria de los bacilos
grampositivos
0,900 Jarabe de arce, jamoén Cocos grampositivos
como Staphylococcus
0,850 Salami Saccharomyces rouxii
(levadura)
0,800 Pastel de fruta, Saccharomyces bailii,
mermelada Penicillium (hongo)
0,750 Lagos salinos, pescado  Halobacterium,
en salazén Halococcus
0,700 Cereales, caramelos, Xeromyces bisporus 'y

frutos secos otros hongos xerofilos

“Ejemplos seleccionados de procariotas y hongos capaces de crecer en medios
de cultivo ajustados a la actividad de agua indicada.

Haldfilos y organismos relacionados

En la naturaleza, los efectos osméticos son importantes espe-
cialmente en hébitats con altas concentraciones de sal. El agua
de mar contiene cerca del 3 % de NaCl mas pequenias cantidades
de otros muchos minerales y elementos. Los microorganismos
que viven en ambientes marinos casi siempre tienen necesi-
dad de NaCl, y normalmente crecen mejor al valor de actividad
acuosa propio del agua de mar (Figura 5.26). Estos organismos

Halotolerantes [l Hal6filos [l Haléfilos
Ejemplo: Ejemplo: extremos
Staphylococcus Aliivibrio fischeri Ejemplo:
aureus Halobacterium
salinarum
e}
<
2
£
O
o
o
[0}
©
©
©
o
[$)
kel
2
U il U
Ejemplo:
Escherichia
coli
0 5 10 15 20

NaCl (%)

Figura 5.26 Efecto de la concentracion de NaCl en el crecimiento de
microorganismos con diferentes tolerancias o requerimientos salinos.
La concentracion dptima de NaCl para los microorganismos marinos como
Aliivibrio fischeri es del 3 % aproximadamente; para los haldfilos extremos
esté entre el 15 % y el 30 %, segun el organismo.
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se llaman haléfilos. Si bien los haldfilos necesitan al menos un
poco de NaCl para crecer, la concentracién 6ptima de NaCl
observada varfa con el organismo y depende del habitat. Por
ejemplo, los microorganismos marinos crecen mejor con NaCl
entre el 1 % y el 4 %; los organismos de ambientes hipersali-
nos (ambientes con mds sal que el agua de mar), entre el 3 % y
el 12 %, y los organismos de ambientes hipersalinos extremos
precisan concentraciones de NaCl atiin mds altas. Ademas, el
requerimiento de NaCl de los haléfilos es absoluto, y no puede
sustituirse por otras sales como el cloruro de potasio (KCl), el
cloruro de calcio (CaCl,) o el cloruro de magnesio (MgCl,).

A diferencia de los haléfilos, los organismos halotolerantes
pueden tolerar cierta concentracion de solutos disueltos, pero
crecen mejor en ausencia de solutos afiadidos (Figura 5.26). Los
haldfilos capaces de crecer en ambientes muy salinos reciben el
nombre de haléfilos extremos (Figura 5.26). Estos organismos
requieren concentraciones muy altas de NaCl, normalmente
entre el 15 % y el 30 %, para tener un crecimiento éptimo, y a
menudo son incapaces de crecer a concentraciones de NaCl
mads bajas. Los organismos capaces de vivir en ambientes con
alta concentracién de azucares se llaman osmofilos, y los que
pueden vivir en ambientes muy secos (por ausencia de agua

mads que por presencia de solutos disueltos) se llaman xero-
filos. En la Tabla 5.4 se dan ejemplos de todas estas clases de
organismos.

Solutos compatibles

Cuando un organismo se transfiere de un medio con a, alto
a otro con a, bajo, mantiene el balance positivo aumentando
su concentracion interna de soluto. Esto es posible bombeando
solutos hacia la célula desde el ambiente o sintetizando un
soluto citoplasmadtico (Tabla 5.4). En cualquier caso, el soluto
no debe inhibir los procesos celulares de manera significativa.
Estos compuestos se llaman solutos compatibles, y son nor-
malmente moléculas orgdnicas muy solubles en agua como
azucares, alcoholes o derivados de aminoécidos (Tabla 5.4). La
glicina betaina, un andlogo del aminodcido glicina muy soluble,
estd ampliamente distribuida entre las bacterias haléfilas (Tabla
5.4). Otros solutos compatibles habituales son azdcares como
la sacarosa y la trehalosa, el propionato de dimetilsulfonio, pro-
ducido por algas marinas, y el glicerol, un soluto habitual de
los hongos xerdfilos, organismos que crecen a la menor activi-
dad de agua conocida (Tabla 5.4). A diferencia de estos solutos
organicos, el soluto compatible de las arqueas que son haléfilas

Tabla 5.4 Solutos compatibles de algunos microorganismos

Minima a,, para el crecimiento

Organismo

Principal(es) soluto(s) citoplasmatico(s)

Bacterias no fototrofas/
cianobacterias de agua dulce

Cianobacterias marinas

Algas marinas

Cianobacterias de lagos salinos

Bacterias rojas fototrofas
anoxigénicas haldfilas

Arqueas y algunas bacterias
haldfilas extremas

Dunaliella (alga verde halofila)
Levaduras xerdfilas y osmofilas

Hongos filamentosos xerdfilos

Aminoécidos (principalmente glutamato 0,98-0,90 CH,OH
o prolina®)/sacarosa, trehalosa® O
HOH,C
OH
on o O/ Ch,oH
OH OH
Sacarosa
«-Glucosilglicerol® 0,92
Manitol®, varios glicésidos, propionato 0,92 CH,
de dimetilsulfonio | |l
Hsc_S_CHchzc —O"
+
Propionato de dimetilsulfonio
Glicina betaina 0,90-0,75 CI;HS
H,C— ||\1+— CH,—CO00O~
CHgy
Glicina betaina
Glicina betaina, ectoina, trehalosa® 0,90-0,75 CH
Lhy
N CH,
& ¢
=
H,c~ N7 coo-
Ectoina
KCl 0,75
Glicerol 0,75 CH,OH
Glicerol 0,83-0,62 CHOH
Glicerol 0,72-0,61 CH,OH
Glicerol

“\Véanse las estructuras de los aminoacidos en la Figura 4.30.
®No se muestran las estructuras. Al igual que la sacarosa, la trehalosa es un disacarido C,,; el glucosilglicerol es un alcohol Cg; el manitol es un alcohol G,
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extremas, como Halobacterium, y de unas pocas bacterias hald-
filas extremas es el KCl (€2 Seccién 16.1).

La concentracién de un soluto compatible en una célula es fun-
cién de la concentracion del soluto en el ambiente, y se realizan
ajustes en respuesta al reto que suponen estas concentraciones
externas. No obstante, para cada organismo, la cantidad méxima de
soluto compatible es una caracteristica codificada genéticamente;
por tanto, diferentes organismos se han adaptado evolutivamente
para medrar en diferentes intervalos de actividad de agua (Tablas
5.3 y 5.4). De hecho, los organismos designados como no haloto-
lerantes, halotolerantes, haldfilos o haldfilos extremos (Figura 5.26)
son un reflejo de esta capacidad genética de los organismos de cada
grupo para producir o acumular solutos compatibles.

MINIRREVISIQN ---------so-smrmmeamrmnemne o ;

e ¢Cual es la a,, del agua pura?

* ;Qué son solutos compatibles, y cuando y por qué son
necesarios para las células? ¢Cual es el soluto compatible de
Halobacterium?

5.16 Oxigeno y crecimiento
microbiano

Para muchos microorganismos, el oxigeno (O,) es un nutriente
esencial; sin él no pueden llevar a cabo el metabolismo ni crecer.
Otros organismos, por el contrario, no pueden crecer, e incluso
pueden morir, en presencia de O,. A continuacién veremos,
igual que hemos hecho con los otros factores ambientales con-
siderados en este capitulo, clases de microorganismos segtin sus
necesidades de O, o su tolerancia a este elemento.

Tipos de microorganismos con relacion al oxigeno

Los microorganismos se pueden agrupar segun su relaciéon con
el O, como se indica en la Tabla 5.5. Los aerobios pueden crecer

Tabla 5.5 Relaciones de los microorganismos con el oxigeno

a tensiones normales de oxigeno (el aire tiene un 21 % de O,) y
respiran O, en su metabolismo. Los microaeréfilos, en cambio,
son aerobios que pueden usar O, solo cuando estd a una con-
centracién mas baja que la del aire (condiciones microdxicas).
Esto es asi a causa de la capacidad limitada de estos organismos
para respirar, o bien porque contienen alguna molécula sensible
a O,, como alguna enzima labil en su presencia. Muchos aero-
bios son facultativos, lo que significa que en condiciones ade-
cuadas de nutrientes y cultivo pueden crecer en ausencia de O,
Algunos organismos no pueden respirar oxigeno, y reciben
el nombre de anaerobios. Existen dos tipos de anaerobios: los
anaerobios aerotolerantes, que pueden tolerar el O, y crecer
en su presencia aunque no lo respiren, y los anaerobios estric-
tos, a los que el oxigeno inhibe o incluso mata (Tabla 5.5). Los
habitats microbianos andxicos (sin O,) son comunes en la natu-
raleza e incluyen los lodos y otros sedimentos, turberas, mar-
jales, suelos anegados, intestinos de animales, lodos residuales,
el subsuelo profundo de la Tierra y otros muchos ambientes.
Hasta donde se sabe, la anaerobiosis estricta es caracteristica
de solo tres grupos de microorganismos: una gran variedad de
bacterias y arqueas, unos pocos hongos y unos pocos proto-
z0os. Algunos de los anaerobios estrictos mejor conocidos son
Clostridium, un género de bacterias grampositivas que for-
man endosporas, y los metandgenos, un grupo de arqueas que
producen metano. Entre los anaerobios estrictos varia mucho
la sensibilidad al O,. Muchos clostridios, por ejemplo, si bien
requieren condiciones andxicas para crecer, pueden tolerar tra-
zas de oxigeno o incluso la exposicién total al aire. Otros, como
los metandgenos, mueren rdpidamente por exposicién a O,.

Técnicas de cultivo para aerobios y anaerobios

Para el cultivo de los aerobios es necesario asegurar una buena
ventilacién, ya que el oxigeno consumido por los organismos
durante el crecimiento no se reemplaza lo bastante rdpido por
simple difusion del aire. Por tanto, es necesario contar con una
ventilacién forzada de los cultivos liquidos, lo cual se puede

Grupo Relacién con el O,

Aerobios

Tipo de metabolismo

Ejemplo? Habitat®

Estrictos Necesario

Facultativos No es necesario, pero crecen mejor con O,

Respiracion aerobia

Respiracion aerobia,
respiracion anaerobia,

Micrococcus luteus (B) Piel, polvo

Escherichia coli (B) Intestino grueso

de los mamiferos

fermentacion

Microaerdfilos  Necesario, pero a concentracién menor que

la atmosférica

Respiracion aerobia

Spirillum volutans (B) Lagos

Anaerobios
Aerotolerantes  No necesario, no crecen mejor con O,
Estrictos Danino o letal

Fermentacion

Fermentacion o
respiracion anaerobia

Streptococcus pyogenes (B)  Vias respiratorias

altas

Methanobacterium
formicicum (A)

Lodos residuales,
sedimentos
lacustres anoxicos

®Las letras entre paréntesis indican el estatus filogenético (B, Bacteria; A, Archaea). En cada categoria se conocen ejemplos representativos de los dos dominios. La
mayoria de los eucariotas son aerobios estrictos, pero se conocen aerobios facultativos (por ejemplo las levaduras) y anaerobios estrictos (como ciertos protozoos y
hongos).

PHabitats tipicos del organismo indicado en cada caso; se podrian citar otros muchos.
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conseguir mediante la agitaciéon vigorosa del matraz o el tubo
en un agitador o burbujeando aire esterilizado al medio a través
de un tubo de vidrio fino o un disco poroso, también de vidrio.

Para el cultivo de los anaerobios lo necesario no es aportar
oxigeno, sino excluirlo. Las botellas o los tubos completamente
llenos hasta arriba con medio de cultivo y provistos de cierres
a prueba de fugas proporcionan unas condiciones aceptable-
mente andxicas para organismos que no son excesivamente
sensibles a pequenias cantidades de oxigeno. Se puede anadir
a estos recipientes una sustancia que sea agente reductor para
eliminar trazas de oxigeno reduciéndolo a agua. Un ejemplo de
agente reductor es el tioglicolato, que estd presente en el caldo
de tioglicolato, un medio usado normalmente para determinar
los requerimientos de oxigeno de un organismo (Figura 5.27).
El caldo de tioglicolato es un medio complejo que contiene
una pequena cantidad de agar, lo que hace que el medio sea
viscoso, aunque todavia fluido. Después de que el tioglicolato
reaccione con el oxigeno a lo largo del tubo, solo puede pene-
trar oxigeno atmosférico por la parte superior, donde el medio
estd en contacto con el aire. Los aerobios estrictos solo cre-
ceran en la parte superior del tubo; los organismos facultati-
vos crecerdn por todo el tubo, pero lo hardn mejor en la parte
superior; los microaeroéfilos crecerdn cerca de la parte supe-
rior, pero no exactamente en ella; los anaerobios creceran sola-
mente cerca del fondo del tubo, donde no puede llegar el O,,. El
caldo de tioglicolato contiene resazurina, un indicador redox
para reconocer las regiones 6xicas; el colorante es rosa cuando
estd oxidado e incoloro cuando estd reducido, de modo que
sefiala visualmente el grado de penetracién del oxigeno en el
medio (Figura 5.27).

Para eliminar completamente cualquier traza de O, del cul-
tivo de anaerobios estrictos, se pueden incubar tubos o placas
en una jarra de vidrio en la que se insufla un gas sin oxigeno o
equipada con un sistema de consumo de oxigeno (Figura 5.28a).
Para manipular cultivos anaerobios, las cdmaras andxicas

Deborah O. Jung and M. T. Madigan

@) (b)

Zona andéxica

@

Figura 5.27 Crecimiento y concentracion de oxigeno. De izquierda

a derecha, crecimiento de aerobios, anaerobios, facultativos, microaerdfilos

y anaerobios aerotolerantes, como lo indica la posicion de las colonias
microbianas (representadas como puntos negros) en tubos de caldo de cultivo
con tioglicolato. Se afiade a los tubos una pequefia cantidad de agar para
evitar perturbaciones en el medio liquido, y el colorante redox resazurina, que
es rosa en estado oxidado e incoloro en estado reducido, como indicador.

(a) EI 0, penetra solo un poco en el tubo, de manera que los aerobios estrictos
crecen solamente cerca de la superficie. (b) Los anaerobios, al ser sensibles

al 0, crecen solo lejos de la superficie. (c) Los aerobios facultativos pueden
crecer tanto en presencia como en ausencia de 0,, asi que estan por todo el
tubo; sin embargo, el crecimiento es mejor cerca de la superficie, porque los
organismos pueden respirar. (d) Los microaerdfilos crecen lejos de la zona mas
oxica. (g) Los anaerobios aerotolerantes crecen por todo el tubo. El crecimiento
no es mejor cerca de la superficie, porque estos organismos solo pueden
fermentar.

Coy Laboratory Products

Figura 5.28 Incubacion en condiciones anéxicas. (a) Jarra andxica. Una reaccion quimica en el sobre que hay dentro de la jarra genera H, + CO,. El
H, reacciona con 0, en la jarra para formar H,0, sobre la superficie de un catalizador de paladio; la atmdsfera final contiene N,, H, y CO,. (b) Camara andxica con
guantes para manipular e incubar cultivos en condiciones anoxicas. La compuerta de la derecha, que puede vaciarse y llienarse con gas sin 0,, permite introducir

materiales a la cdmara o extraerlos.
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con guantes son unos recintos especiales que permiten traba-
jar con cultivos abiertos en atmédsfera completamente andxica
(Figura 5.28b).

¢Por qué el oxigeno es toxico?

¢Por qué se inhibe el crecimiento de los microorganismos
anaerobios o incluso mueren en presencia de oxigeno? El oxi-
geno molecular (O,) no es téxico, pero se puede convertir en
subproductos téxicos, que danan o matan las células que no
son capaces de contrarrestar su efecto. Estos productos toxi-
cos del oxigeno son el anién superdxido (O,"), el perdxido de
hidrégeno (H,0,) y el radical hidroxilo (OH:). Todos ellos son
subproductos de la reduccién que convierte el O, en H,O en
la respiracién (Figura 5.29). Las flavoproteinas, las quinonas y
las proteinas de hierro y azufre, los transportadores de elec-
trones presentes en practicamente todas las células (2o Sec-
cion 3.10), también catalizan algunas de estas reducciones.
Asi, independientemente de si puede respirar oxigeno, un
organismo expuesto a él entrard en contacto con formas téxi-
cas de este elemento, y si no las destruye, estas moléculas
causaran estragos en las células. Por ejemplo, el anién supe-
roxido y el OH- son agentes oxidantes fuertes que pueden oxi-
dar las macromoléculas y otros compuestos orgdnicos de la
célula. Los peréxidos como el H,O, también pueden dafiar
los componentes celulares, pero no son tan téxicos como los
dos anteriores. Por tanto, debe quedar claro que un requisito
fundamental para habitar en un mundo 6xico es mantener
bajo control las moléculas téxicas de oxigeno. A continua-
cién veremos cémo.

Superdxido-dismutasa y otras enzimas
que destruyen formas toxicas de oxigeno

El anién superéxido y el peréxido de hidrégeno son las especies
toxicas del oxigeno mds abundantes, y las células tienen enzimas
para destruirlas (Figura 5.30). Las enzimas catalasa y peroxidasa
atacan el peréxido de hidrégeno, y forman O, y H,O, respecti-
vamente (Figura 5.30 y Figura 5.31). El anion superéxido es des-
truido por la superdxido-dismutasa, una enzima que genera
H,0, y O, a partir de dos moléculas de O, (Figura 5.30c). La
superoxido-dismutasa y la catalasa (o la peroxidasa) trabajan asi
en serie para convertir el anidén superdxido en productos ino-
cuos (Figura 5.30d).

Los aerobios y los aerobios facultativos normalmente cuen-
tan tanto con superdxido-dismutasas como con catalasas. La
superoxido-dismutasa es una enzima esencial para los aero-
bios. Algunos anaerobios aerotolerantes carecen de ella y en su

Reactivos Productos

O, +e” = Oy (superoxido)
O, +e + 2HY—= H,0, (perdxido de hidrégeno)
H,0, + €= + H* = H,O + OH* (radical hidroxilo)
OH* +e™ + H*— H,0 (agua)

Resultado:
O, + 4e” + 4H"— 2H,0

Figura 5.29 Reduccion del 0, hasta H,0 por adicién secuencial de
cuatro electrones. Todos los productos intermedios formados son reactivos y
toxicos para las células, excepto el agua.

H,05 + HyOp > 2 H,0 + O,

(a) Catalasa

H,O, + NADH + H* = 2H,0 + NAD*

(b) Peroxidasa

O,” + O, + 2H*=> H,0, + O,

(c) Superoxido-dismutasa

40, + 4H*>2H,0 + 30,

(d) Superéxido-dismutasa/catalasa combinadas

O,” + 2 H* + rubredoxinaegyciga == H205 + rubredoxinagyigada

(e) Superoxido-reductasa

Figura 5.30 Enzimas que destruyen especies toxicas de oxigeno.

(a) Las catalasas y (b) las peroxidasas son proteinas porfirinicas, aunque
algunas flavoproteinas también pueden consumir especies toxicas de
oxigeno. (c) Las superdxido-dismutasas son proteinas que contienen metales,
concretamente cobre y zinc, manganeso o hierro. (d) Reaccién combinada de
la superdxido-dismutasa y la catalasa. (€) La superoxido-reductasa cataliza la
reduccion a H,0, con un electrén de 0,

lugar usan complejos de manganeso no proteinicos para llevar
a cabo la dismutacién de O,” a H,O y O,. Este sistema no es tan
eficaz como la superdxido-dismutasa, pero es suficiente para
proteger a las células frente al dafio que causa el O,. Algunas
arqueas y bacterias anaerobias estrictas no tienen superéxido-
dismutasa y en su lugar es la enzima superdxido-reductasa
la que elimina el superdxido. A diferencia de la superdxido-
dismutasa, la superéxido-reductasa reduce el O,” a H,O sin
produccién de O, (Figura 5.30e), y evita asi la exposicién del
organismo al oxigeno.

MINIRREVISION --------s-msemsemsemsemsemsememcmenea ey

e ;En qué se diferencia un aerobio estricto de un aerobio
facultativo?

:
:
:
:
e ;Coémo funciona un agente reductor? Dé un ejemplo. !
:
:
:
:
:
:

e ;Coémo protegen a la célula la superoxido-dismutasa y la
superoxido-reductasa?

___________________________________________________________________

T. D. Brock

Figura 5.31 Método de ensayo de la presencia de catalasa en un
cultivo microbiano. Un asa de cultivo cargada con células de un cultivo
de agar se mezcl6 en un portaobjetos (derecha) con una gota de perdxido
de hidrégeno al 30 %. La aparicion inmediata de burbujas es indicativa de
la presencia de catalasa. Las burbujas son 0, producido por la reaccion
H,0, + H,0,—2H,0 + 0,
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VI - Control del crecimiento microbiano

Hasta aqui hemos analizado el crecimiento microbiano desde
el punto de vista de la activacién del crecimiento. Cerra-
remos este capitulo con la otra cara de la moneda, el control
del crecimiento microbiano. Muchos aspectos del control del
crecimiento microbiano tienen aplicaciones pricticas signifi-
cativas. Por ejemplo, lavamos los productos frescos para eli-
minar los microorganismos que pueda haber en la superficie, e
inhibimos el crecimiento microbiano en la superficie de nues-
tro cuerpo lavandonos. Sin embargo, ninguno de estos procesos
mata o elimina todos los microorganismos. Solo la esteriliza-
cién —matar o eliminar todos los microorganismos (incluidos
los virus)— asegura que sea asi. En determinadas circunstan-
cias, la esterilidad no es alcanzable o préctica; en otras, sin
embargo, es absolutamente esencial. A continuacion revisare-
mos métodos de control del crecimiento.

5.17 Principios generales y control
del crecimiento por el calor

Los microorganismos y sus efectos se pueden controlar en
muchos casos simplemente limitando o inhibiendo el creci-
miento de sus células. Entre los métodos para inhibir el creci-
miento microbiano estd la descontaminacion, el tratamiento
de un objeto o una superficie para que su manejo sea mas
seguro, y la desinfeccion, un proceso que ataca directamente
los patégenos aunque no elimine todos los microorganismos.
La descontaminacién puede ser tan sencilla como limpiar los
utensilios de cocina para eliminar fragmentos de comida (y los
organismos que haya en ellos) antes de usarlos, mientras que
la desinfeccion requiere agentes llamados desinfectantes que
maten realmente los microorganismos o inhiban notablemente
su crecimiento. Por ejemplo, una solucion de lejia (hipoclorito
de sodio) es un desinfectante eficaz para una gran variedad de
aplicaciones.

Los métodos fisicos de control del crecimiento microbiano
se utilizan en la industria, la medicina y en casa para conse-
guir la descontaminacién, la desinfeccién y la esterilizacion.
El calor, la radiacién vy la filtracién son los mas habituales. Tal
vez el método de control del crecimiento més extendido sea el
calor. La temperatura y la duracién del tratamiento, asi como si
el calor es hiimedo o seco, son algunos de los factores que influ-
yen en la susceptibilidad de un microorganismo al calor.

Esterilizacion por calor

Todos los microorganismos tienen un maximo de temperatura
de crecimiento mas alla del cual no pueden crecer: normalmente
se destruyen una o mds estructuras celulares fundamentales o se
desnaturalizan proteinas esenciales (Figura 5.19). La eficacia del
calor como esterilizante se mide por el tiempo necesario para
conseguir una reduccion a la décima parte de la viabilidad de
la poblacién microbiana a una temperatura determinada; es lo
que se conoce como tiempo de reduccion decimal o D. La rela-
cién entre Dy la temperatura es exponencial, ya que el logaritmo
de D representado en funcién de la temperatura da una linea
recta (Figura 5.32). Ademads, la muerte por calor es una funcién
exponencial (de primer orden), que procede mdis rapidamente

a medida que aumenta la temperatura. La clase de calor tam-
bién es importante: el calor himedo tiene mds poder de penetra-
cién que el seco y, a una temperatura determinada, produce una
reduccion mads rapida del niimero de organismos vivos.

La determinacién del tiempo de reduccién decimal requiere
un gran nimero de mediciones de recuento de viables (Seccién
5.9). Una forma mads sencilla de caracterizar la sensibilidad al
calor de un organismo es medir su tiempo de muerte térmica, que
es el tiempo que se tarda en matar todas las células a una tem-
peratura determinada. Para determinar el tiempo de muerte tér-
mica se calienta una muestra de una suspensién celular durante
tiempos diferentes, se mezcla con medio de cultivo y se incuba.
Si todas las células han muerto, no se observa crecimiento en
las muestras incubadas. No obstante, a diferencia del tiempo de
reduccién decimal, que es independiente del nimero de células
originales, el tiempo por muerte térmica depende del tamaiio de
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Figura 5.32 Relacion entre la temperatura y la tasa de muerte por
calor de los microorganismos. (a) El tiempo de reduccion decimal, D,

es el tiempo en el que Unicamente el 10 % de la poblacion original de un
microorganismo (en este caso, un mesofilo), sigue viable a una temperatura
determinada. Para 70 °C, D = 3 min; para 60 °C, D = 12 min; para 50 °C,
D = 42 min. (b)Valores de D para organismos modelo de diferentes clases:
A, mesdfilo; B, termdfilo; C, hipertermdfilo.
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la poblacidn, pues se requiere mds tiempo para matar todas las
células de una poblacién grande que de una mas pequena.

La presencia de bacterias formadoras de endosporas en
una muestra tratada con calor puede afectar tanto al tiempo
de reduccién decimal como al tiempo de muerte por calor. La
resistencia al calor de las células vegetativas difiere considera-
blemente al de las endosporas del mismo organismo. Recor-
demos que las endosporas maduras estin muy deshidratadas
y contienen compuestos especificos, como el dipicolinato cal-
cico, y proteinas, como las proteinas de esporulacién peque-
nas solubles en acido (SASP, del inglés small acid-soluble spore
proteins), que proporcionan estabilidad térmica a la estructura
(@o Seccidén 2.16). No podemos estar seguros de que las endos-
poras estdn muertas a menos que se alcancen temperaturas de
autoclave (minimo 121 °C) durante al menos 15 min. El tiempo
de reduccién decimal también es funcién de la resistencia inhe-
rente al calor de los microorganismos presentes; como cabria
esperar, los termofilos y los hipertermdéfilos son mas resistentes
que los mesdfilos (Figura 5.32b).
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El medio en el que tiene lugar el calentamiento también
influye en la muerte de las células vegetativas y de las endospo-
ras. La muerte microbiana es mds répida a pH 4cido, de modo
que los alimentos dcidos como los tomates, las frutas y los
encurtidos son mads féciles de esterilizar que los alimentos de
pH neutro como el maiz y las alubias. Una concentracién alta de
azucares, proteinas y grasas disminuye la penetracion del calor y
normalmente aumenta la resistencia de los organismos al calor,
mientras que una concentracién alta de sales puede aumentar
o disminuir la resistencia al calor, segtin el organismo. Las célu-
las secas y las endosporas son mads resistentes al calor que las
células humedas; en consecuencia, la esterilizacién por calor de
objetos secos como las endospora